L

ISTANBUL MEDENIYET UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI

Melanom ve Yaglanma I¢in Gen Ekspresyon Verilerinden
Faydalanarak Ortak Mekanizmalarin Kesfedilmesi ve

Bunlara Yonelik ila¢ Onerileri

Yiksek Lisans Tezi

Edanur Akarsu

Ocak 2023



L

ISTANBUL MEDENIYET UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI

Melanom ve Yaglanma I¢in Gen Ekspresyon Verilerinden
Faydalanarak Ortak Mekanizmalarin Kesfedilmesi ve

Bunlara Yonelik ila¢ Onerileri

Yiksek Lisans Tezi
Edanur Akarsu
Danisman

Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal

Ocak 2023



TEZ JURISI ONAYI

Edanur Akarsu tarafindan hazirlanan "Melanom ve Yaslanma icin Gen Ekspresyon
Verilerinden Faydalanarak Ortak Mekanizmalarin Kesfedilmesi ve Bunlara Yonelik
Ilac Onerileri" baslikl: bu Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali’'nda

hazirlanmais ve jlirimiz tarafindan kabul edilmistir.

JURI UYELERI IMZA

Tez Danismani:

Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal

[stanbul Medeniyet Universitesi
Uyeler:

Dr. Ogr. Uyesi Beste Turanh
Marmara Universitesi

Dog. Dr. Nagehan Ersoy Tunali

[stanbul Medeniyet Universitesi

Tez Savunma Tarihi: 24/ 01 / 2023



BEYANLAR

Yazim ve Kaynak Gosterme Kilavuzu Beyam

Danismanhigimda yazilan bu tezin Istanbu Medeniyet Universitesi Lisanstistii
Egitim Enstitiisti tez yazim ve kaynak gosterme kilavuzunda belirtilen kurallara
uygun olarak yapilandirildigi ve bu kilavuzun Vancouver kaynak gosterme
standartlariin bu tezde tutarli olarak uygulandig: tarafimdan incelenerek teyit

edilmistir.

Imza

Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal

Etik Ilkelere Sadakat Beyan1

Hazirladigim bu tezin tamamen kendi calismam oldugunu, akademik ve etik

kurallar1 gozeterek calistigimi ve her alintiya kaynak gosterdigimi beyan ederim.

Imza

Edanur Akarsu



TESEKKUR

Molekiiler Biyoloji ve Genetik boliimii mezunu olarak girdigim Biyomiihendislik Yiiksek
Lisans egitimim boyunca bilgisini ve yardimlarini benden esirgemeyen ve destekleri ile her
zaman yanimda olan, bilgi ve tecriibelerini esirgemeden bana yol gosteren danigsman hocam
saym Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner’e; Tez calismam boyunca bilgi ve tecriibelerini
esirgemeyen hocalarim saym Dog. Dr. Nagehan Ersoy Tunali ve Dr. Ogr. Uyesi Beste
Turanli’ya, bilgi ve tecriibeleriyle bana her zaman yol gosteren degerli arastirmacilar Ezgi
Keske ve Pmar Altindag’a ve Egitimim boyunca yardimlarini ve bilgisini esirgemeyen sinif

arkadasim Sefika Feyza Maden’e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, Tiirkiye Saglik Enstiitiileri Baskanligi (TUSEB) tarafindan agilan Hesaplamali
Yapisal Biyoloji Straejik Ar-Ge Proje Cagrisi’na yaptigimiz bagvuru sonucunda kabul alan
projemiz ‘Melanom tedavisine yonelik biitiinlesik bir yaklagim: hesaplamali yontemler olan
ilag yeniden konumlandirma ve molekiiler kenetlenme ile in vitro validasyon deneylerinin

birlestirilmesi’ icin aldigimiz biitce destegi sebebiyle TUSEB’e tesekkiir ederim.

Lisans ve Yiiksek Lisans Egitimim boyunca her tiirlii destegini gosteren sevgili arkadagim
Serap Sakarya’ya ve son olarak egitim hayatim boyunca hem maddi hem manevi destegini
esirgemeyen her zaman yanimda olan annem Nilgiin Ak’a ve Babam Aytekin Akarsu’ya

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



ICINDEKILER

TEZ JURIST ONAYT .....oueeeeeerererensesesessesessessssessssssessessssessessssessssessesssesssssssassssessesssessese i
BEYANLAR .oeiiiiineticcnnnniicsssnsicsssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssassssssse ii
TESEKKUR ...ueueecrerreeeeerenesesesesesesessssesesessssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss iii
KISALTMALAR....iiiinnniicnnnnnicsssssssecssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss vi
TABLO LISTES L .ccucuiuriniinnesisencnsnsinsensessissenscnssstssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssscnss vii
SEKIL LISTEST cuouveeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss viii
OZET ....ovvriiininnricsssssnnicsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss ix
ABSTRACT ..oaaeeeiiiiiiiiininnenseiieccsissssssssssssscsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsasssssssssss X
GIRIS ettt sesesessssesesssessssssesssssssssessssssssssssesssssesessessssssssassesssssssssssesessnes 1
1. LITERATUR OZETI c.ocvererererenesessesssssnssnsessensessessessessssssssssssssssassassassassassssssssssssens 3
1.1 MEEIANOMI........coiiiiiiiee ettt ettt e e e s et et e e e e e e s sbrreeeeeeeennnns 3
1.2 Melanom ve Yaslanma...............ccccoooiiiiiiiiiiie e 4
1.3 ilac Yeniden Konumlandirma...............ccooveveieuieeeeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeees e 5
1.3.1 Profil Tabanh ila¢ Yeniden Konumlandirma.............ccerereeeereesesesensesesesesesenes 7
1.3.2 Veri Tabanh Ila¢ Yeniden Konumlandirma...........cceeeeeeeeenenenesesesesesesesesesesenes 8
1.3.3 Ag Tabanh ila¢ Yeniden Konumlandirma ............ceeeeeeveeereressesessesesessesessssenes 9
14 Molekiiler Kenetlenme................coovviiiiiiiiiiiiiiiiniiiiieeee e eniireeereeee e ssinreeeeeeeenas 10
1.4.1 Ligand ve Proteinin Hazirlanmasi............cceceeevuecuncenees 12
1.4.2 Kenetleme Tiiriinii Tanimlama..........ccoceverecscrnnicsscsences 12
1.4.3 Ligand Konformasyonlar i¢cin Arama Stratejilerini Ayarlama..................... 13
1.4.4 Puanlama ISIEVIETi........cvuerreerererernrecnesesensnesesesesersnnsesenes 13
1.4.5 Kenetleme Dogrulugu .........ccceececerescnercssnncscnecscnssssasnossnsesassone 14
1.4.6 Sonuclarin ANAliZi......ccceeeeeeenrcneieenrcercenscneeccsssneeeenn 15
1.5 In Vitro Sitotoksisite ANAlIZIETi .................coooeveveveevieeieeeeeeeeieeeses e, 15
1.5.1 Sitotoksisite Ol¢iimiinde Kullamlan Yontemler 16
2. MATERYAL VE METOT ...uiiiiiiiiiiinnnnnnniicccsssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssasssssssssas 18

2.1 Melanom Ve Yaslanmanin Melanom Uzerilerine Etkileri I¢in Transkripsiyon Veri

NYT=10 (9 0 0 100 1B D U L TR 19

2.1.1 Melanom I¢in Transkripsiyon Veri Setlerinin Elde Edilmesi.........ccceesesueenee 20
2.1.2 Melanom Ve Yashlikla flgili Transkripsiyon Veri Setlerinin Elde Edilmesi. 20

iv



3.

2.2 Tiim Transkripsiyon Veri Setleri icin mRNA Seviyesinde Anlatimi Farkhlik Gésteren

Genlerin Tespit EAIIMesi ............cccccoviiiiiniiniiee e 21
2.3 Tespit Edilen SEG ve DEG’leri Hedefleyen Ilaclarin Belirlenmesi....................... 22
2.3.1 Melanom icin ila¢ Yeniden Konumlandirma ..........cceeeuee.. 22

2.3.2 Melanom Ve Yaslanma ile iliskili Protein-Protein Etkilesim Agina Alt Ag Analizi

Yapilarak laclarin Belirlenmesi.........c.ccoevueeenen. 23

2.3.2.1 Yaslanma ile iliskili genlerle protein-protein etkilesim ag1 olusturulmasi ve

anlatimi farkhilik gosteren genlerin haritalanmasi.............coueu. 23
2.3.2.2 Alt A ANANIZI c.cueeuneereereennenrnereenensensuecsensenssessenssessessecsennes 23
2.3.2.3 Alt Ag1 Hedefleyen laclarin Tespit Edilmesi ........cceevenee.. 24
2.4 Molekiiler Kenetleme Calismalar.............ccoooeeiiiiiiiiiiiiincee e 24

2.4.1 Melanom Icin Belirlenen Ilaclara Yonelik Molekiiler Kenetleme Calismalari25

2.4.2 Melanom Ve Yaslanma icin Belirlenen Ortak Genleri Hedefleyen Ilaclara Yonelik

Molekiiler Kenetlenme Calismalari..........ccccceeeevceereccennenn. 26

2.5 Melanom i¢in Belirlenen Yeniden Konumlandirilan ilaglar icin /nVitro Sitotoksisite

F N 1B 1 174 1<) TR 26
BULGULAR ...cotteeeeteeceeeeeeeeeenessessssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssosssssss

3.1 Hesaplamali ve Deneysel Yontemleri Kullanan Biitiinlesik Yaklasimla Melanom icin

Ila¢ Yeniden Konumlandirma..............cc.oooovuevevueveicueeeceeseecseseseesessesesesessesesssssessssesenes 28

3.1.1 Melanom i¢in Transkriptom verilerinin Analizi ve ila¢ Yeniden Konumlandirma

Calismalari.......cccceeeeeeicciicscsnenseecccsscnnsnens .28
3.1.2 Melanom icin Yeniden Konumlandirilan flaclar ve Hedef Proteinleri i¢cin Yapilan
Molekiiler Kenetleme Sonuclart ........cccvveeeccicececsscnsecssnnsnes 29
3.1.3 Melanom icin Yeniden Konumlandirilan flaclarin Yapisal Analizleri.......... 30
3.1.4 In Vitro Sitotoksisite Analiz SONUECIATL......ceeveereveerererererensenenne 32

3.2 Melanom ve Yaslanma Arasindaki iliskinin Analiz Edilmesiyle Ortak ila¢ Onerilmesi

............................................................................................................................................ 37
3.2.1 Melanom Ve Yaslanma Icin Belirlenen Ortak Genler............... 37
3.2.2 Melanom Ve Yaslanma I¢in Ortak Ilac-Gen Ciftleri Kullanilarak Yapilan
Kenetleme CalISmMalari........cccoocvceeeieicccissccnenneeccssscscnsassssesens 40
3.2.3 Ortak 11a¢ Onerisi ...cevevcecrceerereneeresessssnesesesssssesnsesenes 47

4. SONUCLAR VE ONERILER........ouirerreneecnernsesesesessssssssesesssssssesssssssssssesssssssass
KAYNAKCA....ccoiiiinninnnnncnsnicsssisssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass



KISALTMALAR

AML: Akut Miyeloid Losemi

AMPK: 5'-adenosine monophosphate (AMP)- ile aktive edilmis protein kinaz
ATCC: American Type Culture Collection

CADD: Bilgisayar Destekli ilag Tasarimi

CVDK-8: Cell Viability Detection Kit-8

DEG: Ekspresyon seviyesi anlamli oranda farklilik gosteren gen
DGIdb: Drug Gene Interaction Database

DMSO: Dimetil Siilfoksit

EGFR: Epidermal biiyiime faktorii reseptorii

FDR: Yanlis Kesif Orani

GWAS: Genom Capinda Iliskilendirme Caligmlari

IC50: Inhibitér konsantrasyon 50

KPM: KeyPathwayMiner UVR: Ultra Viole Radyasyonu
MAPK: Mitojenle etkilesen protein kinaz

MTT: 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir testi
NSCLC: Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri

PBL: Insan periferik kan lenfositleri

PDB: Protein Data Bank

PKC: Protein kinaz C

PPI: Protein-Protein Etkilesimleri

RMSD: Kok Ortalama Kare Sapma

SCLC: Kiigiik hiicreli akciger kanseri

SEG: Ekspresyon seviyesi anlamli olarak degisen gen

SHH: Sonik Kirpi Proteini

TDF: Tenofovir disoproksil fumarat

TME: Timor Mikro Ortami

Vi



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Yeniden konumlandirilan ilk 12 1lag...........oooiiiiiiiii e, 6

Tablo 2. Protein-ligand kenetlenme i¢in mevcut yazilim ornekleri ve bunlarin arama
] £ 0] 013 0V 13 10

Tablo 3. M93-047, UACC-903, UACC-1273 melanom hiicre hatlar1 ve bu hiicre hatlariyla
3 tekrarli olarak yapilmis deneylerden elde edilen transkriptom veri setleri.................. 21

Tablo 4. 3 GSE31879 veri seti igin mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gésteren genlerden
OTNEKICT. . ... 28

Tablo 5. GSE6887 veri seti igcin mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerden

o) 31 =) 4 ) 28
Tablo 6. Veri setlerindeki DEGleri hedefleyen ilaglarin gruplandirilmast..................... 29
Tablo 7. Grup 1 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlari..................... 29
Tablo 8. Grup 2 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlart....................... 30
Tablo 9. 3 Grup 3 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlart. .................. 30
Tablo 10. Melanom tedavisi i¢in hiicre kiiltiiriinde denenmesi i¢in belirlenen ilaglar........ 32
Tablo 11. A375 hiicre hatti i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri. ..................... 34
Tablo 12. SK-MEL-28 hiicre hatti i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri............ 35
Tablo 13. HFF-1 hiicre hatti i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri................... 35
Tablo 14. A375 ve SK-MEL-28 in HFF-1 ile IC50 karsilagtirmali degerleri ................. 36

Tablo 15. Cytoscape ile yapilan analiz sonucu en yiiksek dereceye sahip ilk 10 anlamli
degisen gen Ve deTeCeleTi . . ...ttt e 38

Tablo 16. 3 hiicre hattinda GEO2R analiz sonucu p-degerine gore ifadesi anlamli degisen
(SEG) ve anlamli degismeyen gen say1lart.............oooviiiiiiiiiiiiiiie e 39

Tablo 17. Gen ekspresyonunda (Log-FC degerine gore) anlamli oranda degisim gozlenen
GENIET (DEG) ... e e 39

Tablo 18. Ug farkli grup i¢in KPM analizi sonucunda Cytoscape’den elde edilen SEG
SAYTIIAT L. . .t e 40

Tablo 19. Ayni anda 4 proteini hedefleyen ligandlar ve bu ligandlarla eslesen proteinlerin
kenetleme caliSmalart........ ..o 40

Tablo 20. Ayni anda 3 proteini hedefleyen ligandlar ve bu ligandlarla eslesen proteinlerin
kenetleme calismalart....... ... 43

vii



SEKIL LISTESI

Sekil 1. Melanomlarin klinik ve ilgili histopatolojik goriintiileri....................ccooiini 4
Sekil 2. Ila¢ yeniden konumlandirma igin hesaplamali yaklasimlar............................... 8
Sekil 3. Molekiiler kenetleme asamalari..................oooiiiii i 11
Sekil 4. Molekiiler kenetlemenin iki modeli..............coiiiiiiiiiiii i 13

Sekil 5. Melanom ve yashilikla ilgili ilaglar belirlerken kullanilan yontem basamaklari.....19

Sekil 6. 5 aday ilag, hedefledikleri 2’ser protein ve proteinlerin referans ligandlari igin

yapilan kenetlenme galismalart.............ooooii i 32

Sekil 7. ATCC firmasindan alimip ekimi yapilan HFF1, A375 ve SK-MEL-28 hiicre

hatlariin 151k mikroskobu gorintileri..........ooovieiiii i e 33

Sekil 8. Yaslilikla ilgili protein-protein etkilesim agi.............coeiiiiiiiiiiiiiiieanne. 38

viii



OZET

Yaslilik giiniimiizde kanser dahil bircok hastalifin ortaya ¢ikmasini tetikleyebilmektedir.
Cogu hastaligin yashlikla bir baglantis1 vardir. Bu baglantiy1 tespit etmek bir¢ok hastaligin
tedavisi i¢in son derece dnemlidir. Ciltteki fiziksel degisiklikler yaslanmanin en gbze ¢arpan
belirtileri arasindadir. Literatiirde, bir cilt kanseri tiiri olan melanom ve yaslanmaya yonelik
olarak ilag¢ tasarlama ¢aligsmalar1 bulunmaktadir, fakat bunlarin arasindaki baglanti iizerinde
fazla durulmamistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda yaslanma ile artan melanom riski ve
buna bagli tedavi giicliigii tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasinda hem yaslanan hiicrelerin
onarimina hem de melanoma doniigsmiis epidermis hiicrelerine yonelik kullanilabilecek ortak
ilaglar 6nerilmesi hedeflenmistir. Bu amagla, tezin ilk kisminda melanoma yo6nelik olarak
biitiinlesik bir yaklasimla hesaplamali ve deneysel olarak ila¢ yeniden konumlandirma
calismalar1 yiiriitiilmistiir. Hesaplamali ila¢ yeniden konumlandirma ve molekiiler
kenetlenme caligmalarini takiben belirlenen 5 aday ilag icin in vitro sitotoksisite deneyleri
yuriitiilmiistiir. En kuvvetli aday ilag olarak antidepresan olarak kullanilan Doxepin 6n plana
cikmistir ¢iinkii A375 VE SK-MEL-28 melanom hiicreleri iizerinde oldiiriicii etkisi
goriiliirken kontrol hiicresi olarak kullanilan HFF-1 iizerinde sitotoksik etkisinin minimum
oranda oldugu gozlemlenmistir. Tezin ikinci kisminda ise melanom ve yaglanmaya 6zgii gen
ekspresyon veri setleri kullanilarak ortak hedefler belirlenmis, daha sonra bu ortak hedeflere
yonelik ilag molekiilleri tespit edilerek molekiiler kenetleme ¢aligmalariyla bu molekiillerin
etkinligi arastirilmistir. Melanom ve yaslanma ile ilgili ortak veri setleri ile yapilan ilag kesfi
calismalarinin sonucunda; Sorafenib, Gefitinib, Etoposide ve Quercetin bilesiklerinin
yaslanan melanom hiicreleri {izerine etkili olabilecegi, yasliliga bagli olarak goriilen
melanomun tedavisi ve yasa bagl kanser tedavisinin iyilestirilmesinde kullanimi igin ileri
calismalar yapilmasi 6nerilmektedir. Bu sayede yaslanma ile artan melanoma ydnelik ilag

kullanimina katkida bulunulmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Melanom, Yaslanma, ila¢ Yeniden Konumlandirma, Molekiiler
Kenetleme



ABSTRACT

Aging can trigger the emergence of many diseases, including cancer. Many diseases have a
connection with old age. Detecting this connection is critical for the treatment of many
diseases. Physical changes in the skin are among the most noticeable signs of aging. In the
literature, there are studies to design drugs for melanoma, a type of skin cancer, and aging,
but the connection between them has not been emphasized much. In previous studies, it has
been shown that the risk of melanoma increases with aging and there is an associated
difficulty in treatment. In the first part of this thesis, an integrative approach combining
computational and experimental drug repositioning studies for melanoma was implemented.
Following computational drug repositioning and molecular docking studies, in vitro
cytotoxicity experiments were conducted for 5 candidate drugs identified. Doxepin, which
is originally used as an antidepressant, is one of the strongest candidate drugs as it had a
lethal effect on A375 and SK-MEL-28 melanoma cells, while its cytotoxic effect on HFF-1,
which was used as a control cell, was observed to be minimal. In the second part of the thesis,
drugs that can be used for both repair of senescent cells and epidermis cells transformed into
melanoma were proposed. For this purpose, firstly, common targets were determined using
gene expression datasets specific to melanoma and aging, then drug molecules targeting
these common targets were detected and the effectiveness of these molecules were
investigated by molecular docking studies. As a result of drug discovery studies on common
gene expression datasets on melanoma and aging, it is suggested that Sorafenib, Gefitinib,
Etoposide and Quercetin compounds may be effective on aging melanoma cells and they can
be used in further studies on the treatment of melanoma associated with aging and in the
improvement of age-related cancer therapy. In this way, it is aimed to contribute to the use

of drugs for age-related melanoma.

Keywords: Melanoma, Aging, Drug Repositioning, Molecular Docking



GIRIS

Melanom, cilt kanserinin en saldirgan ve en 6liimciil bi¢imini temsil eder. Melanom, cilt,
g0z, i¢ kulak ve leptomeninkslerde bulunabilen pigment {ireten hiicreler olan melanositlerde
genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasindan kaynaklanan ve tedavi edilmediginde 6liimciil
olabilen bir kanser tiiriidiir. Melanom tiim deri malign tiimorlerinin yaklasik %1'ini olustursa
da, kutan6z malign melanom cilt kanserinin en agresif ve en 6liimciil formunu temsil eder
(1) . Melanom, kanser patogenezinde genetik ve ¢evrenin nasil etkilesime girdiginin en iyi
orneklerinden birini sunar ve yayildiktan sonra hizla yasami tehdit eder hale gelir (2).
Insidans, 1tk ve cografi konumdan biiyiik 6l¢iide etkilenir. Melanom, epitelyal yiizeylerin
bazal membraninda yer alan normal pigment hiicrelerinden, noral krestten tiiretilen
melanositlerden dogar. Melanositlerin ana islevi, melanin pigmentlerinin sentezi,
depolanmasi ve ¢evredeki epitel hiicrelerine aktarilmasidir. Melanom agirlikli olarak daha
acik pigmentasyona sahip popiilasyonlarin yani Kafkasyalilarin bir hastaligidir ve insidans
daha koyu ten rengine sahip popiilasyonlarda daha diisiiktiir (3). Kafkas popiilasyonlarinda
insidans, ekvatora yakinliktan etkilenir ve bu da giinese maruz kalmayla bir baglanti
oldugunu diisiindiiriir (3). Kutandz melanomun insidansi ve 6liim oranlari, erken teshis ve
birinci basamak saglik hizmetlerine erisime bagl olarak diinya genelinde biiyiik farkliliklar

gostermektedir (2).

Ciltteki fiziksel degisiklikler yaslanmanin en gozle goriiliir belirtileri arasinda yer alir.
Epidermal melanositlerin habis transformasyonu olan melanom, cilt kanserine bagh
Oliimlerin 6nde gelen kiiresel nedenidir. Artan yas, olumsuz bir prognostik gostergedir ve
melanomlu yasli hastalarda, primer timor faktorleri kontrol edildiginde bile hastaliga 6zgii
sagkalim daha diisiiktiir. Yaslanan ciltteki fiziksel degisiklikleri anlamak, daha yash

melanom hastalar1 i¢in daha etkili tedavi yollar1 saglayabilir (4).

Yeni bir ilacin kesfi, geleneksel ilag gelistirmede zaman alan, yiiksek yatirim gerektiren ve
yiiksek riskli bir siirectir. [la¢ yeniden konumlandirma son yillarda popiiler bir strateji haline
gelmistir. Geleneksel ilag gelistirme stratejilerinden farkli olarak, bu strateji verimli,
ekonomik ve risksizdir (5). Biyoinformatik bilgisinin ve biyoloji biiyiik verilerinin hizh
biiylimesi nedeniyle, ilacin yeniden konumlandirilmasi, ilag gelistirme siirecinin zaman

maliyetini 6nemli Ol¢lide azaltir. Arastirmacilarin yeni ila¢ hedeflerini belirlemek i¢in



yalnizca 1-2 yila ve ortalama olarak yeniden konumlandirilmis bir ilact gelistirmek i¢in 8

yila ihtiyaclar vardir (6).

Bu tezde, melanom tedavisi icin ilag bilesiklerinin bulunmasinda sistematik yaklasim olan
ila¢g yeniden konumlandirma (drug repositioning) ile hem yaslanan hiicrelerin onarimina
hem de melanoma doniismiis epidermis hiicrelerine yonelik kullanilabilecek ortak ilaglar
onerilmesi hedeflenmistir. Bu tez, Istanbul Medeniyet Universitesi Lisansiistii Enstitiisii
Biyomiihendislik Yiiksek Lisans programindan mezun olan Nevin Betiil Imat’in Ocak
2021°de sunmus oldugu ‘Melanom tedavisine yonelik olarak ilaglarin yeniden
konumlandirilmasi ve molekiiler kenetleme ¢aligsmalar1’ isimli tezin devami niteligindedir.
TUSEB tarafindan desteklenen 2019-TA-02-4591 numarali “Melanom tedavisine ydnelik
biitiinlesik bir yaklasim: hesaplamali yontemler olan ilag yeniden konumlandirma ve
molekiiler kenetlenme ile in vitro validasyon deneylerinin birlestirilmesi” proje kapsaminda
ilag yeniden konumlandirma ve molekiiler kenetleme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar
in vitro sitotoksisite deneyleriyle dogrulanmistir. Bu yiizden hesaplamali ilag yeniden
konumlandirma ve molekiiler kenetleme c¢alismalarinin hedefe yonelik ila¢ kesfinde

potansiyel ve gelecek kesifler icin 6nemli bir ilk adim oldugu vurgulanmaktadir.

Tezin amaglar1 ve bu amaglara ulagmak i¢in kullanilacak yontemlerin bu bélimde (Giris)
tanitilmasimin ardindan, takip eden bdliimde melanom ve yaslanma hakkinda, tezde
kullanilan hesaplamali ilag yeniden konumlandirma ve molekiiler kenetlenme yaklagimlari
ile deneysel in vitro sitotoksisite analiz yontemleri ile ilgili detayl literatiir 6zeti verilmistir
(Birinci Béliim). ikinci Béliim’de tezde kullanilan Materyal ve Metotlar tanitilmustir.
Sonuglar ve Tartisma (Ugiincii Boliim) kisminda analiz sonuglar1 verilmis ve sonuglarin
biyolojik olarak anlamlari tartigilmistir. Son olarak tez sonuglandirilmis, temel bulgular
Ozetlenmis (Sonuclar) ve gelece§e yonelik bazi deneysel calismalar igin tavsiyeler

verilmistir (Tartisma ve Oneriler).



1. LITERATUR OZETIi

1.1 Melanom

Melanositlerin malign transformasyonundan kaynaklanan cilt kutan6z melanomu, en agresif
ve en Oliimciil cilt kanseri tiiriidiir. Tiim cilt kanserlerinin yaklasik %1'ini olusturmasina
ragmen, bu cilt kanserlerinden kaynaklanan liimlerin yaklasik %80'inden sorumludur. Daha
da kotiisti, yillik insidansi artmaya devam etmektedir. Genetik yatkinlik/duyarlilik ile
cevresel maruziyet arasindaki etkilesim, melanomun baslamasina ve gelismesine katkida
bulunur. Ultraviyole maruziyeti ve yiiksek tiimor mutasyonu yiikiiniin, melanomda en

yaygin risk faktorleri oldugu varsayilmaktadir (7).

Kutan6z melanom, giines ultraviyole maruziyetinin ana risk faktorii oldugu ve yiiksek
mutasyon ylikiine yol agan bir melanosit malignitesidir. Melanom tiimorleri, timor
hiicresinin hayatta kalmas1 ve ¢ogalmasi ile iliskili birgok farkl: siiriicli gen ve yolcu gen
mutasyonlart sergiler. Bu mutasyonlardan bazilari, kii¢iik molekiillii ajanlar kullanilarak
rasyonel olarak tasarlanmus tedavilerle hedeflenmistir. Ornegin, BRAF V600E mutasyona
ugramis metastatik melanomada kullanimi onaylanan vemurafenib ve dabrafenib,
melanomalarin ~%50'sinde bulunan mutasyona ugramis proteini spesifik olarak hedefleyen

kiigiik molekiillii inhibitorlerdir (8).

Klinik olarak, melanom vakalari, histopatolojik 6zelliklerine gore, ylizeysel yayilan ,
nodiiler, lentigo maligna ve akral lentijindz melanom olmak f{izere 4 alt tip olarak
siiflandirilir (Sekil 1). Yiizeysel yayilan melanom genellikle radyal veya yatay bir biiyiime
fazindaki melanomay1 ifade eder ve tiimor hiicreleri bir yuva veya soliter birimler halinde
pagetoid (yiizeysel) bir modelde sergilenirken, nodiiler melanom genellikle dikey biiylime
fazinda ortaya cikar. Ek olarak, lentigo maligna melanomunun 6nemli bir kronik UV
radyasyonu (UVR) belirtisi vardir ve dermal-epidermal bileske ve cilt uzantilarinin yaninda

ayr1 ayr1 dagilan hiicrelere sahiptir (9).



Sekil 1. Melanomlarin klinik ve ilgili histopatolojik gériuntileri. Genel olarak, melanomlar histopatolojik 6zelliklerine gére
yuizeysel yayilan melanom ( a ), nodiler melanom ( b ), lentigo maligna melanom ( c ) ve akral lentijin6z melanom (d)
olmak izere dért ana tipe ayrilir . Ayni hastanin karsilik gelen histopatolojik gériintiisii sagda gérintilenir. Olgek cubugu
=100 mikron (9)

1.2 Melanom ve Yaslanma

Epidermal melanositlerin habis transformasyonu olan melanom, cilt kanserine bagh
oliimlerin 6nde gelen kiiresel nedenidir. Artan yas olumsuz bir prognostik gostergedir ve
melanomlu yaglh hastalarda, primer timor faktorleri kontrol edildiginde hastaliga 6zgi
sagkalimin daha diisiik oldugu goézlemlenmistir (4). Tiimor molekiiler yolaklarindaki ve
konak¢1 bagisiklik tepkisindeki yasa bagli farkliliklar kismen bu bulgularin temelini
olusturabilirken, deri yoluyla bagisiklik ve timor hiicresi kagakgiligini yonetebilecek mimari
degisiklikler iizerinde yasin etkisi iyi arastirilmamistir (4). Yaslanma ve bagisiklik, timor
mikro ortami (TME) yoluyla tiimoriin biyolojik ilerlemesini etkileyen iki 6nemli faktordiir.
TME sadece tiimoriin ilerlemesinin 6nemli bir diizenleyicisi olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
uzun donemde hasta prognozunda derin etkilere sahiptir. Yaslanma, malignite baslangici ve
ilerlemesinin giiclii bir indiikleyicisi olarak kabul edilmistir. Artan yasin melanom

hastalariin kotii prognozu ile baglantili oldugu bildirilmektedir (7).



Mikroskobik diizeyde, yasl hastalardan alinan kutandz melanom numunelerinde iilserasyon,
mitotik aktivite, kalinlik ve nodiiler histoloji insidansinda artig goriilmiistiir ve tim bu
ozelliklerin kotii sonuca katkida bulundugu bilinmektedir (10). Mevcut epidemiyolojik
veriler, tim kanserlerin %60'indan fazlasinin meydana geldigi yaslanan popiilasyonda
kanser insidansinin arttigin1 ve bunun da artan mortaliteye yol actigin1 gostermektedir (10).
Son istatistikler ayrica yasli hastalarin melanom insidansinda ve kotii tedavi sonuglarinda en
yuksek artisa sahip oldugunu gostermektedir. Kanserin genel olarak bir yaslilik hastaligi
oldugu da tespit edilmistir. Bu nedenle, yasli melanom hastalarinin zayif islevsel bagisiklik

sistemi, yaglilarda artan melanom insidansi ve tedavinin zorlugu ile sonuglanabilir (10).

Yaglanma kanser insidans oranlarini, prognozu ve ila¢ yanitini etkiler (11). Bununla ilgili
olarak, Kulminski ve ark. (2014), APOE geninin e4 alelinin orta yastan asir1 yagliliga kadar
bir dizi yasta insan sagkalimi tizerindeki etkilerini ve bu etkilerin kardiyovaskiiler hastalik,
kanser ve norodejeneratif hastaliga duyarliligini arastirdi. Bu alelin, ishal ve Hepatit C virtisii
enfeksiyonunun neden oldugu karaciger hasar1 gibi erken yasam bulasici hastaliklarina karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugu diisliniilmektedir. Arastirmalari, alelin erken yagamda bir
avantaj1 olmasina ragmen, e4 alelinin sagkalim {lizerinde orta diizeyde (70-95 yas) kadinlarla
sinirlt 6nemli bir olumsuz etkisi oldugunu O6ne siirdii. Ayrica, cilt dis1 kanser, e4
tagtyicilarinin 6liim riskini, orta yasam siiresine sahip kadinlar arasinda e4 olmayan
tasiyicilara kiyasla iki kat artirdi. Bu gozlemler, e4 aleli ile yasam siiresi arasinda baglanti
kuran ve kanserle ilgili mekanizmalara ilave olmayan bir sekilde miidahale edebilen yasa ve

cinsiyete duyarl sistemik mekanizmalarin varligini diigiindiirmektedir (12).

1.3 ila¢ Yeniden Konumlandirma

[lacin yeniden konumlandiriimas: (ilag yeniden amaca uygun hale getirilmesi, yeniden
profillenmesi, yeniden yonlendirilmesi, degistirilmesi vb. olarak da anilir) ile, hali hazirda
piyasada bulunan aktif bir farmasétik bilesenin yeni bir endikasyon i¢in yeniden kullanilmast
amaglanir. Bu stratejinin bir dizi dezavantaji olmasina ve belirli zorluklar sunmasina ragmen,
yeni ila¢ kesfi alaninda su anda yasanan eksikliklerin {istesinden gelinmesine yardimeci
olmak da dahil olmak iizere bir¢ok avantaja sahiptir. Bazi tarihsel 6rnekler mevcut olsa da
ilacin yeniden konumlandirilmasi, 2004 yilinda Ashburn ve Thor'un konunun ilk tanimini
saglayan bir makalesiyle ortaya ¢ikmis olan nispeten yeni bir kavramdir (13). Ornek olarak,
Napolitano ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ilag yeniden konumlandirma ¢aligmasinda
en yiiksek skorla yeniden konumlandirilan 12 ilag ile eski ve yeni kullanim alanlari1 Tablo 1’

de gosterilmistir (14). Bu ilaglar, klinik ortamda giinliik olarak kullanilan onaylanmis ve
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pazarlanan bilesikler veya "rafa kaldirilmig" ilaglar, yani klinik deneylerde basarili olamayan

veya projeleri ¢esitli nedenlerle durdurulan molekiiller olabilir. Tek climleyle ilag yeniden

konumlandirma, basarisiz ilaglar1 yenilemek ve basarili olanlarin uygulama alanlarini

genisletmek olarak tanimlanabilir (15).

Tablo 1. Yeniden konumlandirilan ilk 12 ilag. Seviye 2 ATC kodlar1 da parantez iginde rapor edilmistir (14).

ILAC ADI ORIJINAL ATC ONGORULEN ATC TERAPOTIK
TERAPOTIK SINIFI  SINIFI
CARBAMAZEPINE Antiepileptikler (N03) Kardiyak tedavi (C01)
CHLORPHENAMINE | Sistemik kullanim igin Psikanaleptikler (N06)
antihistaminikler (R06)
DOBUTAMINE Kardiyak tedavi (CO1) Beta bloke edici ajanlar (C07)
GEFITINIB Antineoplastik ajanlar ~ Sistemik kullanim i¢in antibakteriyeller
(LO1) Jor)
HYDROXYZINE Psikoleptikler (NO5) Sistemik kullanim i¢in antihistaminikler
(RO6)
IVERMECTIN Anthelmintikler (P02) Sistemik kullanim i¢in antibakteriyeller
Jor)
LEVOBUNOLOL Oftalmoloji (SO1) Beta bloke edici ajanlar (C07)
NICLOSAMIDE Anthelmintikler (P02) Antineoplastik ajanlar (LO1)
OXAMNIQUINE Anthelmintikler (P02)  Antineoplastik ajanlar (L01)
SPIRONOLACTONE Ditiretikler (C03) Genital sistemin seks hormonlari ve
modiilatorleri (GO3)
SULFACETAMIDE Oftalmoloji (SO1) Sistemik kullanim i¢in antibakteriyeller
Jor)
THIETHYLPERAZINE | Sistemik kullanim igin Psikoleptikler (NOS)

antihistaminikler (R06)

[lag yeniden konumlandirmanin birbiriyle iliskili bir dizi avantaji vardir. Esas olarak,

ozellikle Amerika Birlesik Devletleri gibi belirli iilkelerde daha 6nce onaylanmis bir ilacin

piyasaya siiriilmesine yonelik diizenleyici prosediirlerin basitlestirilmesinden olusurlar. Bu

prosediir, daha once elde edilen verileri, 6zellikle de yeniden konumlandirilan bir ilacin

gelistirilmesinin ilk asamalarint 6nemli 6l¢lide daha hizli ve dolayisiyla daha ucuz hale

getirebilen ve ilacin piyasaya arz edilme sansini artiran ilacin giivenligi ve toksisitesi

hakkinda ¢aligmalar1 ele alir (13). Yeniden konumlandirilan ilaglar Faz I, Faz Il ve Faz

[T'teki tim klinik testleri gegtigi i¢in giivenlikleri onaylanmistir. Ek olarak, yeniden

konumlandirilan bazi ilaglar molekiiler varliklar olarak pazarlanabilir ve yeni bir endikasyon

kesfedildiginde piyasaya siirlilmek i¢in daha fazla firsata sahip olabilir (5).



[lag yeniden konumlandirmasindaki temel konu, yeni ilac-hastalik iliskilerinin
saptanmasidir. Bu konuyu ele almak ig¢in, hesaplamali, biyolojik deneysel ve karma
yaklagimlar dahil olmak iizere cesitli yaklasimlar gelistirilmistir. Biyoloji mikrodizi
tekniklerinin hizla gelismesiyle ¢ok ¢esitli veritabanlar1 olusturulmustur (5). Ornegin
DrugBank (16), ChemBank (17), OMIM (18), KEGG (19) ve Pubmed (20) gibi ¢esitli ilag
ve hastalikla ilgili bilgi veritabanlar1 ve MIPS (21), PDB (22), GEO (23) ve GenBank (24)
gibi proteomik ve genomik veritabanlari. Cesitli verilerin birikimi (6rnegin, gen
ekspresyonu, kimyasal yapi, proteomik veriler, literatiir verileri ve elektronik saglik kayitlar
vb.), ilag-hastalik iliskileri ic¢in potansiyel adaylar1 vurgulayarak ilacin yeniden
konumlandirilmasi i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesine izin verir (25). Bu bilgi ve veriler,
cesitli yeni hesaplama yaklagimlarinin gelisimini daha hizli bir sekilde desteklemistir.
Spesifik bakis agilarina odaklanarak ilacin yeniden konumlandirilmasindaki genel stratejileri
ve zorluklar1 sunmak icin birkag kapsamli inceleme yapilmustir. ilag yeniden
konumlandirmaya yonelik bu hesaplamali yaklagimlar ii¢ stratejiye ayrilabilir: profil tabanlt
ilag yeniden konumlandirma, ag tabanli ila¢ yeniden konumlandirma ve veri tabanl ilag

yeniden konumlandirma (Sekil 2) (25).

1.3.1 Profil Tabanh ila¢ Yeniden Konumlandirma

Profil tabanl ila¢ yeniden konumlandirma, bir ilacin biyoaktif profilini diger ila¢ veya
hastalik profilleriyle birlikte kullanir. Bu profiller, ifade profilleri, kimyasal yap1 profilleri
veya klinik profiller olarak kategorize edilebilir. ilag-ilag tanimlamasi ve ilag-hastalik
tanimlamasi i¢in ifadeye dayali bir profil uygulanabilir. Yeniden konumlandirilan ilaglar,
hiicreler veya dokular gibi farkli biyolojik kosullar altinda benzer ekspresyon profillerini
gosteren ortak terapdtik mekanizmalar ortaya cikarir. Bu mekanizmalar, aday ilaglar1 ve
ilaglarin alternatif hedeflerini belirlememizi saglar. ilaglar arasindaki veya ilaglar ve
hastaliklar arasindaki transkriptomik profillerin karsilastirilmasi, bunlar arasindaki gizli
iliskileri tahmin edebilir (25). Profil tabanli yaklagim, mevcut yontemleri tamamlamak icin
kullanilabilir ve ilacin yeniden konumlandirilmasi ve yan etki degerlendirmesinde yeni bir

bakis agis1 saglayabilir (26).



Sekil 2. ilag yeniden konumlandirma icin hesaplamali yaklasimlar: profil tabanli ilag yeniden konumlandirma, ag tabanli
ilag yeniden konumlandirma ve veri tabanl ilag yeniden konumlandirma (25).

1.3.2 Veri Tabanh fla¢ Yeniden Konumlandirma

Bu ila¢ yeniden konumlandirma kesfi, klinik verilerin sistematik analizi ile degil, basit klinik
analizlerle tanimlanir. Elektronik saglik kayitlar ve klinik arastirma verileri gibi ¢esitli klinik
verilerin birlestirilmesi i¢in sistematik yaklagimlar artmistir. Elektronik saglik verileri,
laboratuvar testlerinin sonuglarini, ilag¢ recete verilerini, semptom agiklamasini ve goriintii
verilerini igeren hastalarin klinik ge¢misine iliskin ¢ok biiyiik verileri kapsar. Elektronik
saglik verilerindeki biiyiik bir miktar1 kapsar ve bu veriler ilacin yeniden konumlandirilmasi
icin kullanilmistir; bununla birlikte, Elektronik saglik verilerinin sinirlt erisilebilirligi ve
i¢csel karmasasi, ilacin yeniden konumlandirilmasi i¢in kullanimini sinirlamaktadir (25).
flacin yeniden konumlandirilmas: igin kullamlan klinik verilerin en temsili Srnegi
sildenafildir (27). Bu ilag basta pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisi i¢in gelistirilmistir;
ancak beklenmedik yan etkisi nedeniyle sildenafil sonunda erektil disfonksiyon igin

kullanilmis ve Viagra markasi altinda satilmistir. Meme kanserinde raloksifen ve kolorektal
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kanserde aspirin gibi retrospektif analizlerden tanimlanan birkag bagka drnekler de vardir

7).

1.3.3 Ag Tabanh Ila¢ Yeniden Konumlandirma

Karmasik molekiiler hastalik durumlarinit modelleme ve karsilastirma zorlugunun {istesinden
gelmek i¢in umut verici ag tabanli yaklagimlar Schadt ve arkadaslar tarafindan 6nerilmistir
(28). Ilacin yeniden konumlandirilmasina ydnelik ag tabanli yaklagimlar, onaylanmus ilaglart
ag iligkileri yoluyla yeni endikasyonlarla iligkilendirmeye calisir. Bircok yodnden, ilacin
yeniden konumlandirilmasina yonelik ag tabanli yaklasimlar, yeni ilag-hedef iliskilerini
kesfetmek icin kullanilanilabilir. Bununla birlikte, DrugBank gibi veri havuzlarinda bilinen
onayl bilesikler olan ila¢ hedefleri ve bu ilaclar ile endikasyonlar1 arasinda baglantilar

saglayan hem ag¢ik hem de etiket dis1 receteler ile iligkili ¢ok sayida bilgi mevcuttur (28).

Insan Genomu Projesi'nin basaristyla, genom capinda iliskilendirme ¢alismalarindan
(GWAS) elde edilen veriler kullanilarak yaygin hastaliklar etkileyen genetik varyantlari
bulmak i¢in bir¢ok c¢alisma yapilmigtir. GWAS verilerini kullanan ila¢ yeniden
konumlandirma ¢aligmalar1 genellikle hastalikla iligkili mutasyonlara sahip proteinlerin bir
hastalig1 tedavi eden ilaglarin dogrudan hedefi olup olmayacagina odaklanir. GWAS
calismasindan elde edilen genler hedeflenebilir olmadiginda, ag tabanli bir yaklasim, GWAS
ile iligkili genlerle protein etkilesimleri olan yeni aday genler saglayabilir. Bu yaklasim,
cesitli veritabanlarindan elde edilen ilaglar ve ilgili genlerin hedeflenebilirligiyle ilgili
bilgileri birlestirir ve potansiyel ilag adaylarin1 tahmin eder (25). Bu tez ¢alismasinda ilag

yeniden konumlandirma yontemi olarak Ag Tabanli yaklagim kullanilmastir.

Hesaplamali ilag yeniden konumlandirma ¢alismalari, geleneksel ilag kesfi ve gelistirme
yaklagimina kiyasla zamandan ve maliyetten tasarruf ederek yeni ilaglarin klinik oncesi
slirecini optimize etmek i¢in yiiriitiiliir; ancak 6nerilen molekiillerin basarisini anlamak i¢in
yeniden konumlandirilan ila¢ adaylarimin etkinligini 6l¢mek gerekmektedir. Bu 6l¢timler; in
vitro deneyler, in vivo deneyler, elektronik saglik kayitlari, ¢apraz dogrulama, Onceki
modellerle kiyaslama, vaka c¢alismalari, literatiir ¢apraz referansi ve alan uzmanlarina
danigsma olarak siiflandirilabilir (29). Bu tez c¢alismasinda melanom i¢in ila¢ yeniden
konumlandirma ile belirlenen aday ilaglarin etkinligine in vitro sitotoksisite deneyleriyle

bakilmistir.



1.4 Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetlenme (docking), kimyasal ligandlar ve hedeflerin ii¢ boyutlu yapilari
arasindaki iligkileri, bunlarin dogrudan fiziksel etkilesimlerinin simiilasyonu ve
modellenmesi yoluyla kesfetmeyi amaclayan bir dizi hesaplama yontemini igerir (30). ilk
olarak Kuntz ve digerleri tarafindan tanitilan kenetlenme, (genellikle) iki baglanma
partnerinden olusan bir kompleksi sanal olarak tahmin etmeye calisan bir hesaplama
yontemidir (31). Molekiiler kenetleme, ilgili belirli bir proteine baglanan bir ligandin "en

uygun" yonelimini tanimlayan bir optimizasyon problemi olarak tanimlanabilir (32).

Molekiiler kenetlenme, bir proteinin baglanma cebindeki ligandlarin dogru pozlarim
belirlemeyi ve ligand ile protein arasindaki afiniteyi tahmin etmeyi amaglar. Ligand tiirlerine
gore kenetlenme su sekilde siniflandirilabilir: protein—kiigiik molekiil (ligand), protein-
niikleik asit, protein-protein kenetlenmesi. Protein-kii¢iik molekiil (ligand) kenetlenmesi,
karmasiklik spektrumunun daha basit bir ucunu temsil eder ve proteinleri potansiyel olarak
engelleyebilecek molekiilleri tahmin etmede oOzellikle iyi performans gosteren bircok

programdan yararlanilabilir (33).

Molekiiler kenetlenme ic¢in c¢esitli sunucular ve programlar mevcuttur. Her arag, poz
olusturma, iyilestirme ve reseptor-ligand etkilesimlerinin hesaplanmasi i¢in farkli giic
alanlar1 ve algoritmalar kullanir. Algoritmalar1 ve genel bilgileri de dahil olmak iizere baglica
kenetlenme programlarimin kisa bir listesi Tablo 2’de gosterilmistir. Bu programlar
arasindan ticretsiz olan Autodock Vina yazilimi miikemmel bir baglangi¢ noktasidir ve ¢esitli

protein ailelerine kars1 gosterdigi iyi performans nedeniyle "her igin ustasi" olarak goriilebilir

(34).

Tablo 2. Protein-ligand kenetlenmesi i¢in mevcut yazilim drnekleri ve bunlarin arama algoritmasi (34)

Isim ARASTIRMA ALGORITMASI TUR REFERANS
AUTODOCK4 Lamarckian genetik algoritmasi Akademik  Morris, 2009 (35)
DOCK Sekil eslestirme Akademik  Allen, 2015 (36)
OEDOCKING Sekil eslestirme Akademik  Kelley, 2015 (37); Mcgann, 2011 (38)
FLEKSY Kiime-temelli Ticari Nabuurs, 2007 (39); Wagener, 2012
(40)
SWISSDOCK Evrimsel optimizasyon Akademik  A. Grosdidier, 2011 (41)
GOLD Genetik algoritma Ticari Jones, 1997 (42)
GLIDE Hibrit Ticari Friesner, 2004 (43)
VINA Bolgesel optimizasyon Akademik  Trott & Olson, 2009 (44)
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RDOCK Hibrit Akademik  Ruiz-Carmona, 2014 (45)

LEDOCK Benzetimli-tavlama Akademik  Unzue, 2016 (46)

PLANTS Karinca koloni optimizasyonu Akademik  Korb, 2009 (47)

HADDOCK Hibrit Akademik  Dominguez, Boelens & Bonvin, 2003
(43)

SURFLEX- Sekil eslestirme Ticari Spitzer & Jain, 2012 (49)

DOCK

MOE Hibrit Ticari Vilar, Cozza & Moro, 2008 (50)

FLEXX Sekil eslestirme Ticari Kramer, Rarey & Lengauer, 1999 (51)

FITTED Hibrit Ticari Corbeil & Moitessier, 2009 (52); De
Cesco, 2017 (53); Englebienne &
Moitessier, 2009 (54); Moitessier,
2016 (55)

LIGANDFIT Sekil eslestirme Ticari Venkatachalam, 2003 (56)

ICM Hibrit Ticari Neves, Totrov & Abagyan, 2012 (57)

IGEMDOCK Evrimsel optimizasyon Akademik  Yang & Chen, 2004 (58)

Molekiiler Kenetleme islemi 3 ana boliime ayrilabilir; 1) Ligand ve Proteinin Hazirlanmasi

(59); 2) Kenetlenme Tiiriinii Tanimlama; Esnek ve Sabit (60); 3) Ligand Konformasyonlari

Icin Arama Stratejilerini Ayarlama (61). Molekiiler Kenetleme islemlerinin bir sonraki

asamasinda verilerin analizi i¢in 4) Puanlama/Skorlama iglevleri ve 5) Kenetleme dogrulugu

1yi anlagilmalidir (Sekil 3).

[ Hedef Protein Ligand

\ } "'-fff (‘ /
&
\]/ wft;’,‘.!.-

[ Sistem Hazirhgi

l B

‘

[ Kenetleme Hesaplamalari

|

[ Skorlama

l

[ Sonugclarin Analizi

Sekil 3. Molekiiler kenetleme asamalari (62)
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1.4.1 Ligand ve Proteinin Hazirlanmasi

Herhangi bir hesaplama yapmadan once ligand ve protein dikkatlice secilmeli ve
hazirlanmalidir. i1k adim, hedef proteinin, tercihen hali hazirda ligandla bagli, yapisini elde
etmektir. Yiiksek c¢oziiniirliige sahip ii¢ boyutlu yapilarin veya dogal substratlarla birlikte
kristalize edilmis yapilarin dikkate alinmasi bu asamada tavsiye edilir. Baz1 proteinler igin
bu her zaman bodyle olmayabilir. Bu gibi durumlarda, 6nceden molekiiler kenetlenme veya
yapisal ¢alismalar1 bulunan yapilar kullanilabilir. Genellikle ligand ve protein ayr1 olarak

islenir ve hazirlanir (34).

Protein yapilari, PDB ve benzeri protein veri bankalarindan elde edilebilir ve kii¢iik molekiil
ligand yapilar1 arastirmanin konusuna gore DrugBank, ChEMBL gibi farkli kaynaklardan
temin edilebilir. Ligand ve protein hazirliginin ardindan, tahmini baglanma bolgesi se¢ilmeli
ve arama o bolgeyle sinirlandirilmalidir. Bu adim, koordinatlar belirtilerek manuel olarak
veya herhangi bir bagl ligandin koordinatlar1 kullanilarak otomatik olarak yapilabilir.
Baglanma bdlgesinin haritalanmasi (kenetlenme hesaplamalarinin ortalanacagi yer)
genellikle GRID yontemi ile yapilir (63). Kisaca GRID, bir arastirma atomunun olas1 bir
etkilesim konturunu ¢izdigi daha kiiciik kiiplere boliinmiis, belirli boyutlarda bir kutu olarak
diisiiniilebilir. Bu nedenle, sonuglar GRID ¢6ziiniirliigiine ve boyutuna baglidir. Bu noktay1
aciklamak i¢in 1yi bir 6rnek Autodock Vina'dir; Autodock Vina bunu aninda yaparak daha
hizl1 bir hesaplama saglar (44).

1.4.2 Kenetleme Tiiriinii Tanimlama

Protein ve ligand hazirliginin ardindan kenetleme tipi se¢ilmelidir. Giintiimiizde molekiiler
kenetlenme i¢in bir¢ok yazilim ve program kullanilmaktadir. Bu yazilimlar yontemine gore
3 tlire ayrilmaktadir: 1) Siki (rijit) Kenetleme; Kenetleme sirasinda molekiillerin konumu,
uzamsal sekli bozulmadan degistirilmektedir. Molekiil bir degisiklige ugramaz. 2) Esnek-
Sik1 Kenetleme; Kenetleme sirasinda makromolekiil reseptoriiniin yapisi sabit, kiigiik
molekiiliin yapis1 esnektir. Sabit kenetlemeye gore dogruluk orani daha yiiksektir. 3) Esnek
Kenetleme; Kenetleme sirasinda hem makromolekiil reseptor yapist hem de kiigiik molekiil
yapist esnektir (Sekil 4). Molekiillerdeki hareketli baglar dogada oldugu gibi programda da
hareketlidir. Bu da daha gercek¢i sonuglarin alinmasini saglar. Ancak bu daha fazla

hesaplama yiikii demektir ve daha fazla islemci kapasitesi gerektirir (64). Esnek
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kenetlenmede, residiiler enerji hesaplamasi igin ek kosul olarak se¢ilir. Bu manuel olarak

(Autodock, Vina) veya otomatik olarak (ICM, MOE) yapilabilir.

A Sabit
L I ' — !
V. +— J

p Ligand
Reseptor
B
(J\i + (/J = L/ !
/ - f -« : f
Reseptor Ligand

Sekil 4. Molekiler kenetlemenin iki modeli (64).

1.4.3 Ligand Konformasyonlari icin Arama Stratejilerini Ayarlama

Ligand yapist ve yerlesimi, kenetleme algoritmasinin se¢imine bagli olacaktir. Bu,
konformasyonel bir arastirmay1 ve puanlama fonksiyonuna gore en uygun ¢dziimiin se¢imini
igerir. Bu arama sistematik veya rastgele olabilir (64). Sistematik arama, konformasyonlarin
kapsamli bir 6rneklemesini ve yapisal parametrelerin kombinasyonunu igerir. Bununla
birlikte, bu yaklagim, daha fazla kaynak kullanir ve konformerleri olusturmak ve bunlari ayri
ayr1 degerlendirmek i¢in Onemli Ol¢lide daha fazla zaman alir. Ek olarak, gergek bir
sistematik arama bir kombinatoryal patlama olusturabilir. Bu sorunu 6nlemek i¢in, ligandi
farkli pargalardan olusturarak sistematik arastirma yapilir: biri ana yap1 olarak segilir ve

sirayla kalan parcalarin kombinasyonlari eklenir (64).

1.4.4 Puanlama Islevleri

Puanlama islevi, kenetleme sonucu olusan yapilar1 potansiyel baglanma yakinliklarina gore
degerlendirmek ve siralamak ic¢in kullanilir (65). Puanlama islevleri kabaca dort sinifa
ayrilabilir: kuvvet alanm tabanli, bilgi tabanli, ampirik ve birlesik. Farkli yazilimlar farkli
puanlama tiirleri kullanabilir. Ornegin, AutoDock puanlama islevi klasik molekiiler mekanik
kuvvet alanlarina dayaliyken, AutoDock Vina puanlama islevi herhangi bir fiziksel modele
degil, 'makine 6grenimi' bigimciligine dayalidir (65). Kenetleme algoritmalari, baglanma
bolgesi igindeki ligand igin bir dizi yonelimi (poz) tahmin eder. Ongériilen ligand
konformasyonlarinin degerlendirilmesi ve siralanmasi, skorlama fonksiyonlari olarak

bilinen bazi yaklasik matematiksel fonksiyonlar tarafindan yiiriitiliir. Serbest enerji
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pertiirbasyonu yaklasimlari, ¢esitli baglanma bilesenlerin dikkate alan bir formiille ifade
edilir (Denklem 1). Bu denklem, ¢oziiciiniin ligand ve protein ile etkilesiminin etkisi
nedeniyle AGsolvent, protein ve liganddaki konformasyonel degisikliklerin etkisi nedeniyle
AGeont, spesifik protein-ligand etkilesiminin serbest enerjisi nedeniyle AGint, genellikle
entropik katki olarak bilinen, donabilen donebilen baglardan kaynaklanan serbest enerji
nedeniyle AGrot, 1ki cismin (protein ve ligand) tek bir cisim (protein-ligand kompleksi)
olusturmak {izere birlesmesinden kaynaklanan translasyonel ve rotasyonel serbest enerji
kayb1 nedeniyle AGuansiot ve titresim modlarindaki degisiklikler nedeniyle AGvib gibi

parametreleri barindirir (66) (Denklem 1).

A Gbind:A Gsolvent+A Gconf‘l_ A Gint+A Grot+A Gtrans/r0t+A Gvib

Denklem 1. Baglanma serbest enerji bilesenleri denklemi

Puanlama iglevi, her poz i¢in bir puan iiretir ve elde edilen degerler, farkli pozlar1 ve
ligandlar1 siralamak igin kullanilir. Metodolojik anlamda kenetlenme siirecinde iki bagimsiz
asama vardir: poz olusturma ve puanlama. Poz olusturmada, farkli ligand yapilarini proteinin
baglanma bélgesi i¢inde hizalamak i¢in kullanilan yontemleri ifade eder. Ikincisi, puanlama,

poz kalitesinin nicel bir tahmini i¢in kenetlenme siirecinde gereklidir (31).

1.4.5 Kenetleme Dogrulugu

Docking yontemlerinin dogru pozlari belirlemede ortalama olarak %60-75 civarinda basari
oranina sahip oldugu gosterilmistir (67). Kenetlenmenin kapsami ve yetenekleri yillar
boyunca tartisildi. Bugiine kadar, farkli kenetlenme programlarimi karsilastiran birkag
kiyaslama c¢aligmas1 yaymlanmistir (34). Sanal taramanin dogru asamasinda dogru

kenetlenme algoritmasini kullanmak ¢ok 6nemlidir (68).

Wang ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, PDBBind veri tabanindan (siiriim 2014)
alinan 2002 protein-ligand komplekslerinin kapsamli bir veri setine dayanarak, bes ticari
program (LigandFit, Glide, GOLD, MOE Dock, ve Surflex-Dock) ve bes akademik program
(AutoDock, AutoDock Vina, LeDock, rDock ve UCSF DOCK), baglanma pozu tahmini
(6rnekleme giicli) ve baglanma afinite tahmininin (puanlama giicii) dogruluklari incelenerek
sistematik olarak degerlendirilmis, sonugta GOLD ve LeDock’un en iyi drnekleme giiciine
(GOLD: en ¢ok puan alan pozlar i¢in %59,8 dogruluk; LeDock: en iyi pozlar i¢in %80,8

dogruluk) ve AutoDock Vina’nin en iyi puanlama giicline sahip oldugunu gosterilmistir
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(rp/rs cinsinden 0.564/0.580 ve 0.569/0.584 en yiiksek puanli pozlar ve en iyi pozlar) (67).

Bu tezde kenetleme ¢alismalar1 Autodock Vina yazilimi ile yapilacaktir.

1.4.6 Sonuclarin Analizi

Herhangi bir teknikte oldugu gibi, kenetlenme protokollerinin de dogrulanmasi gerekir (69).
Bu siireg, protein modellemesi ve se¢imi de dahil olmak iizere simiilasyondan 6nce baslar.
Yukarida belirtildigi gibi kenetlenme girdisi farkli kaynaklardan gelebilir, ancak en yaygin
olan1 deneysel yollarla bulunmus {i¢ boyutlu yapilari iceren PDB’dir (70).

Molekiiler hedefin ii¢ boyutlu yapisim hazirladiktan sonra, kenetleme protokoliiniin
dogrulanmas1 i¢in yaygin kullanilan bir uygulama, referans ligandin ilgilenilen reseptore
yeniden kenetlenmesidir. Bu, kenetleme algoritmasinin dogru bir poz liretip iiretmedigini ve
puanlama islevinin bunu bir {ist poz olarak tanimlayip tanimlayamayacagini test etmek icin
yapilir. Standart veya ortak bir dogrulama 6lg¢iitii olarak arastirmacilar, her iki yapinin tiim
agir atomlarinin tahmin edilen koordinatlarina karsi ilk uyumun koordinatlarini kargilagtiran
kok ortalama kare sapmay1 (RMSD) kullanir (Denklem 2). RMSD, bu baglamda genellikle
atomlar (alfa-karbonlar) olmak iizere iki nokta arasindaki Oklid (diiz ¢izgi) mesafesini 3B
uzayda 6l¢menin bir yoludur. Basit¢e x, y ve z koordinatlarinin karesi alinir (herhangi bir
isareti kaldirmak i¢in), toplanir ve ardindan biiyiikliigii dogru diizeye dondiirmek i¢in tiimii
karekoklenir. Denklem 2’de N, atom sayisidir; i, degisken; ci, 1. molekiiliin atomlar1 di,
ikinci molekiiliin atomlar1 ve x,y ve z 3B koordinat vektorleridir. Genel olarak, RMSD
degerleri 2,0 A’den az olmalidir; biiyiik bir sapma, kenetleme programinin sonu¢ pozunun
tahmini i¢in uygun olmadigini gosterir (71). RMSD'ye ek olarak, dogru poz degerlendirmesi
etkilesim-geri kazanima dayali olmalidir, yani protein-ligand etkilesimleri referans ve

tahmin ile eslesmelidir.

RMSD:\/% Z?’:l(xci — Xai) +(Yei-Yai) +(Zci-2ai)

Denklem 2. Kok Ortalama Kare Sapma (RMSD) formiilii

1.5 In Vitro Sitotoksisite Analizleri
[lag yeniden konumlandirma hem hesaplamali hem de deneysel yontemlerden yararlanr.
Hesaplamali yaklasimlarla segilen aday bilesiklerin, in vitro ve in vivo deneysel testler veya

elektronik saglik kayitlar1 ile uygun sekilde dogrulanmasi gerekir. Genomik verisindeki
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ilerlemeler sayesinde, hastaliklarla baglantili yollar ve bunlarin veritabanlarindan saglantyor
olusu, kisisellestirilmis tipta ilag yeniden konumlandirmanin uygulamasinin 6niini

agmaktadir (72).

Biyolojik degerlendirme ve tarama testlerinden biri olan in vitro sitotoksisite testi, hiicre
bliylimesini, cogalmasini1 ve morfolojik etkilerini in vitro olarak gézlemlemek i¢in dokudan
elde edilmis hiicre hatlarin1 kullanir (73). Sitotoksisite, tercih edilen ve zorunlu maddelerle
birlikte bir dizi avantaji oldugu i¢in biyolojik degerlendirme i¢in en dnemli yontemlerden
biridir (74). Sitotoksisite, uygulanan molekiiliin dozuna ve maruz kalma siiresine bagl
olarak hiicrelerin farkli derecelerde zarar gordiigii bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye
maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucunda 6lebilir ya da iireme
ozelliklerini kaybedebilirler (75). In vitro deneyler sonucunda hiicrelerin sitotoksisite
degerleri dl¢tilmelidir. Canli hiicreler, tetrazolyum bilesiklerini, bir spektrofotometre ile bir
absorbans degisikligi olarak tespit edilebilen yogun renkli formazan {iriinlerine indirger.
ATP ol¢timii, kiiltiirde bulunan canli hiicre sayisinin gecerli bir gdstergesi olarak genis ¢apta
kabul gormiistiir. Hiicre kiiltiirii altinda, metabolizmay1 biiyiik 6l¢iide degistirmeyen
deneysel kosullar altinda, ATP miktar1 canli hiicrelerin sayistyla dogru orantilidir (76).
Cansiz hiicreler yalnizca ATP sentezleme yetenegini kaybetmekle kalmaz, ayn1 zamanda

mevcut ATP'yi hizla tiiketen endojen ATPazlar1 da igerir (77).

1.5.1 Sitotoksisite Olciimiinde Kullanilan Yontemler
In vitro sitotoksisite testleriyle canlilik 6l¢iimii i¢in kullanilan yontemler 4 ayr1 baslik altinda

aciklanabilir.

1) Boyama yontemleri: Bu yontemle canli hiicreler boyay1 gegirmezken 6lii hiicreler
boyanir ve gériintiilenmesi kolaylasir. n vitro testler i¢in kullanilan boyalara Tripan Blue,

Eozin ve Eritrosin B 6rnek verilebilir.

2) Kolorimetrik yontemler: Bu yontemler i¢inde en sik kullanilan testler, metabolik
aktivitenin Gl¢iimiinii baz alan hiicre 6liimii ve proliferasyonu testleridir. Notral kirmizisi
alim (NRU) testi, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) testi,
XTT testi, MTS testi, suda ¢ozlinen formazan 1 (WST-1) testi, sulforhodamin B (SRB) ve
suda ¢oOziinen formazan 8 (WST-8) testi bu yontem igin Ornek gosterilebilir. Testler

uygulandiktan sonra spektrofotometrik okumalarla hiicre canlilig1 tespit edilir.

3) Florometrik yontemler: alamarBlue testi ve CFDAAM testleri bunlara o6rnek

verilebilir.
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4) Luminometrik yontemler: Ger¢ek zamanli canlilik belirleme yontemleri ve ATP

miktar1 6l¢timii sik kullanilan luminometrik testlere 6rnek verilebilir.

5) Apoptozun belirlenmesi: Bunun i¢in kaspazlarin aktiviteleri olgiilebilir. DNA
kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglayan TUNEL yontemi kullanilabilir. Apoptotik ve
Nekrotik hiicreler ve oranlar1 akis sitometrisi ile belirlenebilir ve bunlarin oranlari

belirlenebilir. Ayrica, apoptozda rol alan proteinlerin ekspresyonlari belirlenebilir.

6) Otofajinin belirlenmesi ic¢in kullanilan teknikler: Otofajide rol alan proteinlerin

ekspresyonlarinin belirlenmesinden yararlanilabilir.

Bunlar arasindan en ¢ok tercih edilen yontemler ucuz ve kolay uygulanabilir olmasi
sebebiyle kolorimetrik yontemlerdir. Canlilik 6l¢iimii testinden sonra IC50 (inhibitor
konsantrasyon 50), yani hiicrelerin %50°nin 6ldiigi konsantrasyon degeri kullanilarak

toksisistenin degerlendirmesine farkli analizlerle devam edilir (78).
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2. MATERYAL VE METOT

Bu tez c¢aligmasinda melanoma yonelik ila¢ yeniden konumlandirmak ve yaglanmanin
melanom Tlizerine etkilerini belirleyerek ortak ila¢ Onerisi yapmak i¢in dncelikle Gene
Expression Omnibus (GEO) (23) veri tabanindan ilgili transkripsiyon veri setleri elde
edilmistir. Bu veri setlerinin R tabanli GEO2R ile analizi sonucunda mRNA seviyesi anlamli
olarak degisen genler (SEG) olarak tespit edilmistir. Anlamli olarak ifade edilen genlerin
hastalik durumunda ayni zamanda iki kattan fazla yukari- veya asagi-regiile oldugu
belirlenirse anlatimi anlamli oranda farklilik gosteren gen (DEG) olarak kabul edilmistir.
Tezin ilk asamasinda; melanoma yonelik olarak belirlene DEG’ler kullanilarak
geneXpharma (79) ile ila¢ yeniden konumlandirma yapilmis ve aday ilaglar i¢in AutoDock
Vina (44) kullanilarak yapilan molekiiler kenetlenme ¢aligsmalar1 sonucunda belirlenen en
uygun aday ilacglar in vitro sitotoksisite deneyleriyle test edilmistir. Melanomla ilgili tiim bu
calismalar TUSEB 2019-TA-02 4591 no’lu proje ile desteklenmistir. Tezin ikinci
asamasinda; melanom ve yaslanma arasindaki iligskiyi analiz etmek {izere 6ncelikle yaslanma
ile ilgili genleri barindiran GenAge veri tabanindan (80) genler alinarak STRING web arac1
(81) ile bu genlerin kodladig1 proteinler ve komsularini igeren protein-protein etkilesim agi
olusturulmustur. Melanom ve yaslanmaya yonelik protein-protein etkilesim agini incelemek
ve transkriptom verilerini haritalayarak alt aglar1 olusturmak amaciyla Cytoscape (82)
programinda KeyPathwayMiner (KPM) (83) eklentisi kullanilmistir. Sonugta elde edilen alt-
agdaki proteinleri hedefleyen ilaglar DGIdb (84) veri tabanindan elde edilmistir. Melanom
ve yaslilikla ilgili ilag-protein ¢iftleri i¢in molekiiler kenetleme ¢alismalar1 yapildiktan sonra
belirlenen en uygun ila¢ adaylan literatiir taramasiyla birlikte incelenmistir. Tezin ikinci

kismui i¢in izlenen yontemler Sekil 5°te 6zetlenmistir.
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Geng, Orta yasl ve yasli
melanom hicrelerine ait
gen veri setlerinin GEO’dan
eldesi

Yaslanma ile ifadesi artan
genlerin veri setlerinin
eldesi

Bu veri setlerinin analizi Bulunan bu veri setleriyle
sonucu SEG (Anlamli PPI (protein-protein
farklihk gosteren genler) etkilesim) agi
tespiti olusturulmasi

Cytoscape kullanilarak
KPM(KeyPahwayMiner)
aractile alt aglarin
olustrulmasi

En cok ifade edilen
genlerin tespit edilmesi
ve gen-ilag ciftlerinin
belirlenmesi

Sekil 5. Melanom ve yaglilikla ilgili ilaglar belirlerken kullanilan yontem basamaklari.

2.1 Melanom Ve Yaslanmanin Melanom Uzerilerine Etkileri I¢in Transkripsiyon

Veri Setlerinin Eldesi

Bu tez ¢alismasinda melanoma yonelik olarak ilag yeniden konumlandirma yapilarak test
edilmis ve daha sonra yasliligin melanom {izerine etkileri incelenerek ortak ilag Onerisi

yapilmistir.
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2.1.1 Melanom icin Transkripsiyon Veri Setlerinin Elde Edilmesi

Calismanin amacina gore segilen transkriptom veri setlerinde, hastalikli 6rneklere karsilik
saglikli bireylere ait gen ekspresyon verileri se¢imine dikkat edilmistir. Ayrica,
heterojeniteyi olusturacak nitelikteki farkliliklar (doku veya hiicre tipi, kanserin agamasi,
sagkalim, vb.) dikkate alinarak ornekler siiflandirilmistir. Bu gereksinimi karsilayacak
nitelikte melanom Ornegi igeren GSE31879 ve GSE6887 mRNA gen ekspresyon
(transkriptom) veri setleri Gene Expression Omnibus (GEO) veri bankasindan (85) elde
edilmistir. GSE31879 veri seti, 4 normal (kanser olmayan) melanosit ve 10 birincil melanom
ornegi ile toplam 14 6rneklem sayisina sahiptir ve Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0 Array platformu kullanilarak analiz edilmistir. GSE31879 veri seti daha 6nce ¢alisma
arkadasimiz Nevin Betiil Imat’in tez calismasinda (86) incelenmis olup bu tez kapsaminda
eklenen yeni veri setiyle birlikte tekrar analiz edilmistir. Yeni eklenen GSE6887 veri seti
ise, 23 normal (kanser olmayan) ve 23 melanom hasta 6rnegi ile toplam 46 6rneklem sayisina
sahiptir ve Agilent-012097 Human 1A (V2) G4110B platformu kullanilarak analiz

edilmistir.

2.1.2 Melanom Ve Yashlikla Tlgili Transkripsiyon Veri Setlerinin Elde Edilmesi

Bu calismada, ayrica, hem yaslanan hiicrelerin onarimina hem de melanoma doniismiis
epidermis hiicrelerine yonelik kullanilabilecek ortak ilaglar 6nerilmesi hedeflenmektedir. Bu
yilizden transkriptom veri setlerini segerken yasliligin melanom {iizerine etkisini inceleyen
calismadan elde edilen transkriptom veri seti de kullanilacaktir. Bu amacla GSE57445 veri
seti GEO veri bankasindan elde edilmistir. Bu veri setinin eldesinde yaslanan mikro ortamin
melanom hiicre gen ekspresyonu iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in, transwell odalar1

kullanilarak tiger kopya halinde {i¢ farkli melanom hiicre hatt ile:

e UACCI1273, 50 yasinda erkekten alinan melanoma hiicre hatti;

e M93-047, 75 yasinda kadindan alinan melanoma hiicre hatt;

e UACC903, 25 yasinda erkekten alinan melanoma hiicre hatti;
geng (<35 yas), orta (35-55 yas) ve yasli (>55 yas) bireylerin dermal fibroblastlariyla birlikte
kiltiirlenmistir. Yani farkli kombinasyonlarda toplam 3x3x3 = 27 6rneklem bulunmaktadir
(Tablo 3). 96 saatlik ortak kiiltiirden sonra iist oyuktaki fibroblastlar ¢ikarilmis ve melanom

hiicreleri (alt bolme) mikrodizi analizine tabi tutulmustur (87).
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Tablo 3. M93-047, UACC-903, UACC-1273 melanom hiicre hatlar1 ve bu hiicre hatlariyla 3 tekrarli olarak
yapilmis deneylerden elde edilen transkriptom veri setleri.

M93-047 HUCRE HATTI

UACC-903 Hiicre Hatt1

UACC-1273 Hiicre Hatti

Geng Fibroblastlar 1. Tekrar
Geng Fibroblastlar 2. Tekrar

Geng Fibroblastlar 3. Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 1.
Tekrar

Orta Yagh Fibroblastlar 2.
Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 3.
Tekrar

Yasli Fibroblastlar 1. Tekrar
Yash Fibroblastlar 2. Tekrar
Yash Fibroblastlar 3. Tekrar

Geng Fibroblastlar 1. Tekrar
Geng Fibroblastlar 2. Tekrar

Geng Fibroblastlar 3. Tekrar

Orta Yasli Fibroblastlar 1.
Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 2.
Tekrar

Orta Yasli Fibroblastlar 3.
Tekrar

Yasl Fibroblastlar 1. Tekrar
Yash Fibroblastlar 2. Tekrar
Yasli Fibroblastlar 3. Tekrar

Geng Fibroblastlar 1. Tekrar
Geng Fibroblastlar 2. Tekrar

Geng Fibroblastlar 3. Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 1.
Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 2.
Tekrar

Orta Yash Fibroblastlar 3.
Tekrar

Yasl Fibroblastlar 1. Tekrar
Yasli Fibroblastlar 2. Tekrar
Yagl Fibroblastlar 3. Tekrar

2.2 Tiim Transkripsiyon Veri Setleri icin mRNA Seviyesinde Anlatimi Farkhiik
Gosteren Genlerin Tespit Edilmesi

Saglik ve hastalik kosullar1 karsilastirildiginda, anlatim/ekspresyon seviyesinde anlamli
olarak degisen (significantly expressed gene, SEG) ve anlamli oranda farklilik gosteren
genlerin (differentially expressed gene, DEG) bulunmasi i¢in her veri seti bagimsiz olarak
R/Bioconductor (88) yazilim platformu altinda istatistiksel olarak analiz edilmistir. Analiz
stiresince, RMA normalizasyonu (89) ve mikrodizin verileri i¢in linear modeller (LIMMA)
(90) metodu kullanilmistir. Coklu hipotez testleri geregince p-degerlerinin diizeltilmesi FDR
(yanlis kesif oran1) yontemi ile gerceklestirilmis ve veri setinin istatiksel analizi sonrasinda

DEG’ler tespit edilmistir.

Veri setlerinin istatiksel analizi yapilirken melanom i¢in kullanilan GSE31879 ve GSE6887
veri setleri i¢in p-degeri iist sinir1 sirasiyla 0,05 ve 0,01 olarak belirlenmistir (2. veri setinden
cok fazla sayida SEG geldigi i¢in daha diisiik bir p-degeri se¢ilmistir). p-degeri istatiksel
anlamliligin varligin1 veya farkliligini, bu farkliligin eger varsa diizeyini belirlemek icin
kullanilan bir degerdir. Her istatistiksel testin sonucunda kullanilan test istatistigine ait bir
p-degeri hesaplanir. Bu p-degeri “ilgili hipotez testi sonucunda anlamli fark vardir” denilen
durumlarda hatali karar verme olasiliginin ne oldugunu gosterir. Her ne kadar p-degerinin
0,05’ten kiiciik olmast tip literatiiriinde “istatistiksel olarak anlamli” kabul edilse de
aragtirmacinin tercihlerine gore 0,01 olarak da kabul edilebilir. p-degeri ne kadar kiiciik

olursa sifir hipotezini reddetmek i¢in elimizdeki kanit o kadar yiiksek olur (91).
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Gen anlatimindaki degisikligin yonii (gen anlatimi artan/azalan) belirlenirken kat degisim
(fold change, FC) degerleri i¢in 2 tabaninda logFC 1’in iistiindeyse (gen anlatiminda 2 kat
artan) yukari-regule ve -1’in altindaysa (gen anlatiminda yar1 yariya azalan) asagi-regule
olarak dikkate alinmistir. Genlerin isimlendirmeleri (gene symbol, Entrez Gene ID, Affy ID

vs.) ile alakali degisiklik yapilmasi gerektiginde bioDBnet platformu kullanilmistir (92).
2.3 Tespit Edilen SEG ve DEG’leri Hedefleyen ilaglarin Belirlenmesi

2.3.1 Melanom icin fla¢ Yeniden Konumlandirma

geneXpharma (79), istatistiksel analizlerle desteklenen transkriptomik giidiimlii bir ilag
yeniden konumlandirma (repozisyon) aracidir. Bu biyoinformatik arag, 15 farkli veri
tabanini birlestiren Drug Gene Interaction Database (DGIdb 2.0) (84) veribankasindan
kapsamli ilag-gen etkilesim verisini kullanarak, gen ifadesine dayali bir ila¢ yeniden
konumlandirma analiziyle rahim agzi1 kanserinin de i¢cinde bulundugu 48 hastalik icin ilag
adaylar1 sunar. geneXpharma, 48 hastalik i¢in 118 hastaliga 6zgii gen ekspresyon profil veri
setini, gen-hastalik ve ilag-hastalik iligkileri i¢in istatistiksel degerlendirmeleri igerir.
Istatistiksel baglant1 yontemi (93), gen ekspresyon verisine uyarlanmis ve ilag-veri seti
iliskilerinin 6ngoriilmesinde kullanilmistir. Bir ilacin hastalik veri seti ile iliskisi,
hipergeometrik olasilik yogunluk fonksiyonu kullanilarak yapilan istatistiksel bir test ile
belirlenmektedir (Denklem 3) ve geneXpharma, mRNA seviyesinde anlatim1 anlamli oranda
farklilik gosteren genler (DEG) saglandiginda ilaglarin o veri setindeki ilag-gen etkilesimi

i¢cin p-degeri vermektedir.

Denklem 3

Denklem 3’te, p, ilac alfanin veri kiimesi beta ile iliskisinin olasiligini agiklar; N, veri kiimesi
beta'daki prob sayisidir; m ise veri kiimesi betadaki toplam DEG’lerin sayisidir. n, biitiin
ilag-ilac etkilesimleriyle ilgili, ila¢ alfa ile iligkili genlerin sayisidir, x ise, veri seti betada
ilag a ile etkilesime giren genlerin sayisidir. Kisaca, m/N insan genomu igerisinde hastaliga

bagli genlerin oranin1 ve x/n ilag alfa ile etkilesime giren, ancak veri seti beta ile iligkili olan
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genlerin oranini gosterir. Ayni prosediir, ilacin en az bir etkilesimi de dahil olmak tizere her

olasi ila¢ veri kiimesi ¢ifti i¢in tekrar edilmistir (93).

[lag-gen etkilesimleri secilirken melanom veri setinde hipergeometrik olasilik yogunluk
fonksiyonu ile daha once anlatilan sekliyle hesaplanan ilag-gen etkilesim p-degeri siniri
0,001 olarak se¢ilmis ve bu degerin altinda kalan etkilesimler kenetlenme ¢alismalar1 i¢in
degerlendirilmistir. p-degerinin 0,001 olarak belirlenmesinin sebebi deneysel adima gegmek

icin aday ilag¢ sayisin1 azaltmaktir.

2.3.2 Melanom Ve Yaslanma ile iliskili Protein-Protein Etkilesim Agina Alt Ag

Analizi Yapilarak ilaclarin Belirlenmesi

2.3.2.1 Yaslanma ile iliskili genlerle protein-protein etkilesim ag1 olusturulmasi ve
anlatimi farkhilik gosteren genlerin haritalanmasi

Protein-protein etkilesimleri (PPI) hiicrenin metaboliksel isleyisi, kontrolii, hiicreler arasi
iletisimi gibi bir¢ok biyolojik proses sonucu olusan etkilesimlerdir (94). PPI ile yapilan
caligsmalar, proteinlerin hiicre i¢i fonksiyonlarini anlamak i¢in dnemlidir. Tanimlanamayan
bir proteinin fonksiyonlari, fonksiyonlar1 daha once tespit edilmis bir protein ile olan
etkilesimleri tespit edilerek tahmin edilebilir. PPI’larin ayrintili bir sekilde incelenmesi,
hiicresel siireclerin anlagilmasi i¢in model gelistirme siirecini hizlandirmistir (95). Yaslanma
ile ilgili protein-protein etkilesim agi olusturmak i¢in GenAge (80) veri tabanindan
igerisinde yaslilikla iligkili 309 gen bulunan liste elde edilmistir. Daha sonra bu genler
protein-protein iliskilendirme ag1 verisi sunan STRING’de (81) c¢oklu protein analizi

kisminda analiz edilmistir.

Transkriptom verilerine R-bazli gen ekspresyon analizi gerceklestirebilen bir web araci olan
GEO2R kullanilarak karsilagtirmali analiz yapilmistir. Analizler GEO2R programinda her
hiicre hatt1 i¢in ayr ayri, Yash-Geng fibroblastlar, Yasli-Orta yasli fibroblastlar ve Orta
yasli-Geng fibroblastlar karsilagtirilarak yapilmistir (Tablo 3).

2.3.2.2 Alt Ag Analizi

Transkriptom verilerinin PPI aglarina haritalanmasiyla, ilgili duruma bagh olarak ifade
seviyeleri 6nemli 6l¢iide degisen genler tarafindan kodlanan proteinler belirlenebilir ve yeni
modiiller elde edilebilir (96). Bu yaklasim, daha 6nce hastalik durumuyla iliskili oldugu
bilinmeyen proteinleri ve hiicresel mekanizmalar1 ortaya ¢ikarabilir. Boylece, entegre bir
transkriptom ve proteom analizi yaklagimiyla, ag§ dinamiklerinin altinda yatan farklh

mekanizmalar vurgulanabilir (97). Cytoscape'in KeyPathwayMiner (KPM) eklentisi (83),
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biyolojik bir agdaki maksimum bagli tiim alt aglar1 verimli bir sekilde ortaya g¢ikarabilir
(98,99). Farkli kosullar altinda alt ag bulma algoritmalarinin performanslarini karsilastiran
bir caligmada KPM ile analizin yiiksek performans gosterdigi bildirilmistir (100). KPM
algoritmast, transkriptom verilerini, p degerlerini "1" veya "0" olarak isler (101), bu nedenle
p-degerleri, anlamli 6lgilide ifade edilen genler (SEG veya DEG'ler) i¢in "1" ve digerleri i¢in

"0" olarak diizenlenir. Tiim analizler i¢in dosyalar bu kurallara gore diizenlenmistir.

2.3.2.3 Alt Ag1 Hedefleyen Ilaclarin Tespit Edilmesi

Tiim melanom hiicre hatlarindan gelen Yasli-Geng, Yagli-Orta yasl, Orta yasli-Geng
karsilastirmali veri analizi ile yaglilikla durumunda anlamli olarak ifade edildigi tespit edilen
genler KPM ile analiz edilip alt PPI aglar1 olusturulmustur. KPM analizi sonucunda elde
edilen protein setini hedefleyen ilaglarin tespiti i¢in DGIdb (102) veri bankasindan
yararlanilmistir. DGIdb, genler ve bunlarin bilinen veya potansiyel ilag iligkileri arasinda
baglantilar saglar. Elde edilen bu veri ¢iftleri arasindan en ¢ok hedefe yonelik olan ilaglar

molekiiler kenetleme ¢aligmalar1 i¢cin uygun bulunmustur.

2.4 Molekiiler Kenetleme Calismalar:

Belirlenen aday ilag-gen ¢iftleri p-degeri sinirina gore elenip siralandiktan sonra molekiiler
kenetlenme ¢alismalar1 igin incelenecek ilaglar ve karsisindaki genin kodladigi proteinler
secilmigstir. Molekiiler kenetlenme programi olarak AutoDock Vina yazilimi kullanilmistir
(44) ve kenetlenme caligmalarini yapmak i¢in ti¢ girdi gerekmektedir: (i) Ligand yapist, (ii)
Protein yapis1 ve (iii) Kenetlenme parametresi. Son olarak kenetlenme sonucunda elde
edilen kompleks yapilarimin detayli incelenmesi PyMOL goriintiileme programi (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.3.2, Schrodinger, LLC.) kullanilarak
yapilmistir.

Molekiiler kenetleme g¢alismalarinin yapilmasi i¢in ligand olarak kullanilan ilaglarin ve
proteinlerin ii¢ boyutlu yapisinin bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle molekiiler
kenetleme calismalar1 i¢in 3D yapist hali hazirda var olan ilaglar temel alindi. Her bir
ligandin 3D yapisim Drugbank veri bankasindan (16) ‘pdb’ formatinda elde edildi.
Autodock’un girdi olarak kullanilacak dosyalar1 ‘pdbqt’ formatinda kabul etmesinden dolay1
AutoDockTools (v1.5.6) kullanilarak protein yapilart ve ligandlar ‘pdbqt’ formatinda

kaydettikten sonra kenetlenme c¢aligmalari i¢in hazir hale getirildi.

Genlerin kodladig1 proteinlerin yapisini elde etmek icin protein veri bankas: (RCSB PDB,
Protein Data Bank) (70) kullanilmigtir. PDB deneysel olarak belirlenmis olan 3 boyutlu
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biyomolekiil yapilariin evrensel olarak depolandigi veri bankasidir. Her bir proteinin
yapisini ortaya ¢ikarmak ve gorsellestirmek i¢in x-151m1 kristalografisi, NMR spektroskopisi
ve kriyo-elektron mikroskobu gibi yontemler sonucunda olusturulmus yapilar yer alir.
Birden fazla yapisi olan proteinlerden en iyi ¢oziliniirliige sahip olan yapilar ncelikli olarak
tercih edilerek kriterlere uygun olan yapilar belirlenmistir. Protein yapisina karar verirken
hali hazirda ligandla bagli olmasi, mutasyon bulundurmamasi ve ¢oziiniirliigliniin iyi olmasi
gibi parametreler dikkate alinmistir. Segilen protein yapis1 ‘pdb’ formatinda indirilmis ve
yapida bulunan ligand bilgisi dosyadan silinmistir. Daha sonra ligand1 silinmis olan protein
yapist AutoDockTools’da (v1.5.6) acilarak ‘pdbqt’ formatinda kaydedilip ilgili ligand ile

kenetlenme ¢aligmalari i¢in hazir hale getirilmistir.

AutoDock’ta kenetlenme calismast i¢in ligand ve protein yapisindan sonra en dnemli girdi
bilgisi kenetlenme parametresidir. Kenetlenme parametresi, kenetlenme ¢aligsmalarinda,
ligandin protein {lizerinde baglanmasini istedigimiz bolgenin koordinatlarinin belirlenmesi
icin gereklidir. AutoDockTools (v1.5.6) da bulunan ‘grid kutusundan’ yararlanarak ligandin
protein iizerinde baglanmast istenilen bdolge belirlenip, olusturulan koordinatlar
konfigiirasyon dosyasinda belirtildi. Bu ¢alismada grid kutusu hali hazirda var olan ligand
bolgesini kapsayacak sekilde secilmistir.

2.4.1 Melanom I¢in Belirlenen flaclara Yonelik Molekiiler Kenetleme Calismalari

Molekiiler kenetleme yapmak icin ilag yeniden konumlandirma ile belirlenen ilaglarin
mevcut olan kullanimlar1 disinda, antineoplastik sinifina ait olup olmadigi kontrol edilmistir.
Bu ilaglarin i¢inde kanser disinda depresyon, sizofreni, Alzheimer, AIDS, diyabet,
hipertansiyon, menapoz, madde bagimlilig1 gibi ¢esitli bir¢cok hastalikta ve bozuklukta hali
hazirda tedavi amaciyla kullanilan ilaglar mevcut olabilecegi i¢in ilaclar kullanim alanlarina
gore li¢ gruba ayrilmistir. Grup 1 olarak belirlenen ilaglar melanom veya ¢esitli kanser tiirleri
tedavilerinde kullanilmakta olan antineoplastik ajanlardan olusmaktadir. Grup 2 olarak
belirlenen ilaglar kanser tedavilerinde kullanilmayan fakat literatiirde kanser tedavisi
calismalarinda uygulanmis ve bununla ilgili ¢alismalar yapilmis ilaglardan olugmaktadir.
Grup 3 olarak belirlenen ve ¢alismanin devami i¢in ilag Onerisi yapilacak olan ilaglar ise
kansere yonelik olmayan, kanserle iliskisi olmadigi literatiir taramalariyla belirlenen

ilaclardir.

Melanoma yonelik yeni bir aday ilacin kesfi i¢in kanserde kullanimina gére gruplandirilmis

ilaglardan Grup 3, yani daha 6nce melanomda denenmemis olan ilaglar ve karsilarindaki
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genlerin kodladigi proteinler i¢in tliger tekrarli olarak molekiiler kenetlenme caligmalari
yapilmistir. Elde edilen ortalama baglanma serbest enerji degerlerindeki degisimler (AG,
kcal/mol) ve baglanma bélgelerinin uygunluguna gére melanoma yonelik ilag yeniden
konumlandirma i¢in en uygun ila¢ adaylar1 belirlenmistir ve deneylerle aday ilaglarin

uygunlugu test edilmistir.

2.4.2 Melanom Ve Yaslanma I¢in Belirlenen Ortak Genleri Hedefleyen Ilaclara
Yonelik Molekiiler Kenetlenme Calismalari

Melanom ve yaslanma i¢in ortak belirlenen genleri hedefleyen ilaclar ve bunlarla iliskisi
bulunan genlerin kodladigi proteinler icin iicer tekrarli olarak molekiiler kenetlenme
caligsmalar1 yapilmistir. Belirlenen alt agda ayn1 anda en ¢ok geni hedefleyen ilaclar analizde

onceliklendirilmistir.

2.5 Melanom icin Belirlenen Yeniden Konumlandirilan laclar icin 7nVitro
Sitotoksisite Analizleri

Melanom i¢in yapilan molekiiler kenetleme analizleri ve literatiir taramasi sonuglarina
bakilarak tespit edilen en uygun 5 ilag ile in vitro sitotoksisite deneyleri yapilmistir. Bu
dogrultuda sitotoksisite deneyleri i¢in iki farkli fenotipe sahip melanom hiicre hatlar1 olan
A375 VE SK-MEL-28 ve kontrol grubu olarak da saglikli siinnet derisinden elde edilmis
HFF-1 fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir. Bunlardan A375 malign melanomlu 54 yasindaki
bir kadin hastanin derisinden izole edilen epitel morfolojisi sergileyen bir hiicre hattidir. SK-
MEL-28 malign melanomlu 51 yasindaki bir erkek hastanin deri dokusundan izole edilen

melanositlerdir.

Ilk olarak, ATCC hiicre bankasindan elde edilen hiicre hatlar1 belirtildigi sekilde
kiiltiirlenerek c¢ogaltilip stoklanmistir. A375 ve SK-MEL-28 hiicre hatlari, DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, katalog no. 30-2002, ATCC) besiyeri, %10 fetal sigir
serumu (FBS-fetal bovine serum, GIBCO) ve 1% penisilin-streptomisin (GIBCO)
kullanilarak 37°C’de %5 CO? iceren inkiibatorde kiiltiire alinmistir. HFF-1 hiicre hatt1 ise
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, katalog no. 30-2002, ATCC) besiyeri, %15
fetal s1g1r serumu (FBS-fetal bovine serum, GIBCO) ve 1% penisilin-streptomisin (GIBCO)
kullanilarak 37°C’de %5 CO:2 igeren inkiibatdrde kiiltiirlenmistir. Hiicrelerin yogunlugu
biytitiildiikleri petri kabinda yaklasik %70-80 oranina ulastiginda alt kiiltiirleri (pasaj)
yapilmistir. Cogaltilan hiicreler %10 DMSO iceren bazal besiyeri ile sivi azotta

dondurularak ¢alismalarda kullanilmak tizere stoklanmistir.

26



Molekiiler kenetlenme ¢aligmalar1 sonrasi aday ilaglardan 6ne ¢ikan 5 tanesi belirlenmistir
ve kullanilacak ilaglar i¢in yapilan literatiir taramasindan sonra her ila¢ i¢in denenmesi
kararlastirilan konsantrasyon araliklari se¢ilmistir. Yapilan literatiir taramasina gore ilaglar
icin dozlar belirlenmis ve daha sonra yeniden diizenlenerek deneyler yapilmistir. Buna gore
tim ilaglar i¢in Once en yliksek konsantrasyon hazirlanip, sonrasinda da uygulanacak
konsantrasyona gore seyreltmeler yapilmistir. IC50 degerlerinin belirlenebilmesi igin
CVDK-8 ile kit protokoliine uygun olarak hiicre canlilig1 6l¢giilmiistiir. Hiicrelerin flaska
yapisabilmesi i¢in bir gece inkiibe edilip ve farkli siire ve konsantrasyonlarda ila¢ tatbik
edilmis ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak dl¢limler yapilmistir. Artan siire ve

artan doz aralig1 kullanilarak birbirinden bagimsiz 3 deney tekrar1 yapilmstir.
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3. BULGULAR

3.1 Hesaplamah ve Deneysel Yontemleri Kullanan Biitiinlesik Yaklasimla Melanom

f¢in ila¢ Yeniden Konumlandirma

3.1.1 Melanom i¢in Transkriptom verilerinin Analizi ve Ila¢ Yeniden

Konumlandirma Calismalar:

GSE31879 veri setinin analizi sonucunda 826 tane gen asagi-regule, 383 tane gen ise yukari-

regule olarak belirlenmistir. GSE6887 veri setinin analizi sonucunda ise 77 tane gen asagi-

regule, 38 tane gen ise yukari-regule olarak belirlenmistir. Tablo 4 ve Tablo 5’te sirasiyla

GSE31879 ve GSE6887 veri setlerinde asagi ve yukari regule olarak belirlenen ilk 10 gen,

p-degerleri ve kat degisimi (FC) degerleri ile birlikte gosterilmistir. Daha sonra her iki veri

seti i¢cin de mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genler (DEG) listelenmis ve

geneXpharma kullanilarak melanom igin ilag-gen g¢iftlerini belirlemek amaciyla hazir hale

getirilmigtir.

Tablo 4. GSE31879 veri seti icin mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerden 6rnekler.

Asagi-Regule

Yukari-Regule

Gen p-degeri
SLC16A6 4.33E-07
TYR 7.36E-05
DPP4 9.72E-12

DKK3 2.09E-06
MMP1 0.002107
ABCBS 2.39E-10
SLC39A6 3.09E-09
DPP6 9.39E-06
CDK2 7.93E-07
CTNNB1 1.11E-07

Kat Degisim
(FC)
0.012074
0.015133
0.021018
0.026976
0.03539
0.037962
0.039287
0.039713
0.047053
0.047521

Gen

MGP
CXCR4
LYZ
SERPINA3
NR3C1
PECAM1
CXCLS8
SOCS3
SPP1
VCAM1

p-degeri

0.000916
6.19E-05
0.004307
0.000505
8.37E-05
0.000253
0.000977
0.000427
0.002389
0.006908

Kat Degisim
(FC)
89.26931
43.96514
20.75511
15.51111
14.95516
14.68679
13.95756
13.37661
12.12713
12.11786

Tablo 5. GSE6887 veri seti i¢in mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerden 6rnekler.

Asagi-Regule

Yukari-Regule

Gen p-degeri
APOBEC3B 0.00184

RSAD2 1.11E-06
IFIT3 9.89E-07
NRIR 2.77E-06
IFIT1 5.92E-06
IFI144L 1.02E-06

CXCL10 0.000451

Kat Degisim
(FOC)
0.389867
0.445389
0.455324
0.470717
0.47623
0.492147
0.500042

Gen

NCS1
CTNNAL1
RPS26
YWHAG
ELPS
NRCAM
CCR9

p-degeri

3.66E-05
0.00206
0.000759
0.00846
2.47E-06
0.00745
0.00937

Kat Degisim
(FC)
1.732663
1.525275
1.439884
1.369924
1.307636
1.288324
1.275125
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flag yeniden konumlandirma ile belirlenen ilaglarm var olan kullanimlar1 disinda,
antineoplastik smifina ait olup olmadigi belirlenmistir. Bu ilaglarin i¢inde kanser disinda
depresyon, sizofren, Alzheimer, AIDS, diyabet, hipertansiyon, menapoz, madde bagimlilig
gibi c¢esitli bircok hastalikta tedavi amaciyla kullanilan ilaglar mevcut oldugu
gozlemlenmistir. Bu ilaclar, her veri seti ayr1 olarak ele alinip, kendi arasinda li¢ gruba

ayrilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Veri setlerindeki DEGleri hedefleyen ilaglarin gruplandiriimasi.

VERI SETI TOPLAM 1. GRUPTAKI 2. GRUPTAKI 3. GRUPTAKI
ILAC SAYISI  ILAC SAYISI  iLACSAYISI  ILAC SAYISI

GSE31879 303 87 139 77

GSE6887 64 35 18 11

3.1.2 Melanom i¢in Yeniden Konumlandirilan ilaglar ve Hedef Proteinleri I¢in
Yapilan Molekiiler Kenetleme Sonuglari
Gruplandirilan ilaglardan en iyi skorlu olan 10 tanesi i¢in molekiiler kenetlenme ¢aligsmalari

yapilmustir (Tablo 7-9).

Tablo 7. Grup 1 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlari

ILAC GEN PROTEIN ORTALAMA
PDB KODU AG
(KJ/MOL)
PACLITAXEL GSTP1 5DAL -10.4
RRM1 3HNC -13.4
IRINOTECAN RRM]1 6L7L -10.1
GSTP1 6Y1E -9.9
DOCETAXEL RRM1 6L7L -10.4
MDM4 7C44 -84
TRAMETINIB BCL2L1 3SP7 -8.6
YAPI 6G8K -10.1
TEMSIROLIMUS CDK2 1GZ8 9.3
MDM4 3FE7 -8.9
DOXORUBICIN SMPD1 5181 -8.7
CYCS 5TY3 -8.1
VEMURAFENIB BCL2L1 3SP7 -8.7
PML 5YUF -6.9
OLAPARIB AKT1 1UNQ -6.3
KIT 6MOB 9.2
LENALIDOMIDE PML 5YUF -7.5
KIT 6MOB -6.9
MITOXANTRONE | MECP2 60GK -74
GSTP1 6Y1E -6.6
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Tablo 8. Grup 2 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlart.

iLAC GEN PROTEIN ORTALAMA
PDB KODU AG
(KJ/MOL)

CYCLOSPORINE | CREBBP ANYX 9.1
GSTP1 SDAL -10.3
ATAZANAVIR ABCC1 2CBZ 7.9
ABCC6 6BZR -10.8
NADH CYBSR3 1UMK 8.6
IDH3G 6L59 9.8
MOMETASONE NR3C1 4HNS 9.5
ICAMI SMZA 7.7
RIBOFLAVIN CAT IDGF -8.7
CYBSR3 1UMK 8.2
PREDNISONE CCNDI 6PSH 7.8
GSTP1 SDAL 8.6
KETOTIFEN PDESA 3ECM 7.3
PDG 4GWG 6.7
LEUCOVORIN GSTP1 SDAL 6.5
NMT1 5067 8.2
METHYLENE BLUE | CAT IDGF 7.0
CYBSR3 1UMK 6.5

PAROXETINE GSK3B 1GNG 7
PML SYUF 6.5

Tablo 9. Grup 3 i¢in belirlenen ilaglar ve molekiiler kenetlenme skorlart.

ILAC HASTALIK GEN PROTEIN ORTALAMA
PDB KODU AG
(KJ/MOL)

OLANZAPINE* Sizofreni GSTP1 13GS -6.9
PPARG 6MS7 -8.1

HALOPERIDOL* Sizofreni COMT 3BWY -7.3
ATP2A2 7BT2 -5.9

FLAVIN ADENINE Keratit, G6z hastaliklar1 CYBS5R3 1UMK -8.6
DINUCLEOTIDE NQOI1 1D4A -8.1
DEXTROMETHORPHAN Oksiiriik, Soguk alginlig SIGMAR1 SHK1 -8.2
PML 5YUF -6.2

TENOFOVIR* HIV, Hepatit B, HHV-2 AK2 2C9Y -1.5
OCRL 3QBT 213

VENLAFAXINE* Depresyon GSK3B 1J1B -7.9
KIT 6MOB -6.6

INOSITOL 1,3,4,5- Osteoartrit AKT1 1UNQ -6.9
TETRAKISPHOSPHATE CYTH3 4KAX =17
TRIMIPRAMINE Depresyon KIT 1T45 -71.5
PML 5YUF -6.4

DOXEPIN* Depresyon KIT 6MOB -7.2
CYP1A2 2HI4 -10.6

GUANOSINE-5'- (Organik bilesik) GSPT1 5SHXB -8.8
DIPHOSPHATE RABSA IN6H -6.4

*en iyi skoru veren ve ayni zamanda hiicre hatti ila¢ denemeleri i¢in kriterleri uygun bulunan ilaglar.

3.1.3 Melanom i¢in Yeniden Konumlandirilan ilaclarin Yapisal Analizleri
Grup 3 i¢in belirlenen ilaglarin sadece kenetlenme skorlarini dikkate alarak ilag 6nermek

yeterli olmayacag i¢in bu sonuglar gorsellestirilip, ilaglarin proteinlerin dogru bdlgelerine
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baglanip baglanmadig1 yapisal olarak incelenmistir. Yapisal analiz sonucunda 5 ilacin ilgili
hedef proteinlerin dogru bolgesine baglandigi tespit edilmistir. Baglanma bdlgesinin yerini
tespit edebilmek icin proteinlerin PDB’de bagli oldugu referans ligandlar kullanilmis ve

yapisal hizalama yapilmistir (Sekil 6).

vy

1]13-Pp§’den indirilen - r 1J1B- PDB’den indirilen
‘ yapidaki ligand ” f’ \ yapidaki ligand
1 ) Referans ligand Venlafaxine kenetlenme

kenetlenme sonucu sonucu
\ ) F

“} ) AT
Venlafaxine — GSK3B /’L

AG = -8.8 kj/mol G =-7.9 kj/mol
6MOB-PDB’den
indirilen yapidaki ligand J

Referans ligand
kenetlenme sonucu

LY

Venlafaxine kenetlenme
sonucu

” 6MOB- PDB'den indirilen
/) yapidaki ligand

_z-\k

‘\L.\'IJ TR

AG =-14.7 kj/mal Venlafa)“ne - KIT AG =-6.6 kj/mol
2C9Y- PDB’den indirilen
yapidaki ligand

4 Referans ligand
r kenetlenme sonucu
W ‘) ' }
Te

AG 8 4 kj/mol

2C9Y- PDB’den indirilen
yapidaki ligand
Tenofovir

kenetlenme sonucu

nofovir — AK

3QBT- PDB’den indirilen
& yapidaki ligand I

Referans ligand

kenetlenme sonucu

AG = 7 5 kJImoI

3QBT-PDB’den indirilen
yapidaki ligand

Tenofovir
kenetlenme sonucu

Tenofovir — OCRL [
S ,.‘ . i
AG =-10.9 kj/mol AG =-7.3 kj/mol
W 13GS-PDB’den indirilen / 13GS-PDB’denindirilen
yapidaki ligand yapidaki ligand
Referans ligand Olanzapine
f ) - kenetlenme sonucu kenetlenme sonucu
)
e
ac=-738k/moi Olanzapine — GSTP1 26 = 6.9 kj/mol
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yapidaki ligand yapidaki ligand

\\’ '\ ’ 6MS7-PDB’denindirilen @" \, 6MS7-PDB'den indirilen

Referans ligand
kenetlenme sonucu

AG =-8.5 kj/mol Olanzaplne PPARG AG =-8.4 kj/mol
b4l

3BWY-PDB'den indirilen \ i g/ i 3BWY-PDB'den indirilen
yapidaki ligand ? yapidaki ligand

‘ Olanzapine
kenetlenme sonucu

Referans ligand
kenetlenme sonucu

Haloperidol
kenetlenme sonucu

Al O
o
AG = -9.2 kj/mol Haloperldol COMT AG =-7.3 kj/mol

( s A ‘\ 7BT2-PDB'den indirilen . ) < r 7BT2-PDB'den indirilen
/ yapidaki ligand \ yapidaki ligand

Referans ligand Haloperidol
kenetlenme sonucu kenetlenme sonucu

AG = -5.2 kij/mol Haloperidol — ATPA2 AG = -5.9 kj/mol

6MOB-PDBdenindirilen| ) 4 _‘ ' J 6MOB-PDB'den indirilen
yapidaki ligand , l ( “'J / yapidaki ligand
Referans ligand 4 \ . = Doxepin

kenetlenme sonucu I kenetlenme sonucu

R -

Doxepin = KIT

— N
AG = 14.7 kj/mol

AG =-7.3 kj/mol
2HI4- Ligand in structure \V‘ f/ 2HI4- Ligand in structure
' from PDB ‘ from PDB
Referance ligand Doxepine
docking result docking result
AG = -14.8 kj/mol Doxepin — CYP1A2 AG=-10,6 kil

Sekil 6. 5 aday ilag, hedefledikleri 2’ser protein ve proteinlerin referans ligandlari igin yapilan kenetlenme
calismalari.

3.1.4 In Vitro Sitotoksisite Analiz Sonuclar1

Calisma grubumuz tarafindan yiiriitiilen ve sonuglanan TUSEB 2019-TA-02 4591 no’lu
proje kapsamindaki ila¢ yeniden konumlandirma ve kenetlenme caligmalar1 sonucunda
belirlenmis olan 5 ilacin (Tablo 10) in vitro sitotoksisite dl¢climleriyle test edilmesine karar

verilmistir.
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Tablo 10. Melanom tedavisi i¢in hiicre kiiltiiriinde denenmesi igin belirlenen ilaglar

ILAC HASTALIK
OLANZAPINE SIZOFRENI
TENOFOVIR HIV, Hepatit B, HHV-2
HALOPERIDOL SIZOFRENI
VENLAFAXINE DEPRESYON
DOXEPIN DEPRESYON

llaglarin iizerinde denenecegi HFF-1, A375 ve SK-MEL-28 hiicre hatlar1 ATCC hiicre
bankasindan satin alinmis ve hiicre bankasinin belirttigi (Boliim 2.5’te detaylar1 olan) sekilde
kiiltiirlenmis ve gézlem yapilmistir (Sekil 7).

 SK-MEL-28

Sekil 7. ATCC firmasindan alinip ekimi yapilan HFF1, A375 ve SK-MEL-28 hiicre hatlarmin 151k mikroskobu
goriintiileri (10X).

Molekiiler kenetlenme ¢aligmalar1 sonrasi aday ilaglardan 6ne ¢ikan 5 tanesi belirlenmistir
ve kullanilacak ilaglar i¢in yapilan literatiir taramasindan sonra her ilag i¢in denenmesi
kararlastirilan konsantrasyon araliklar1 se¢ilmistir. Yapilan literatiir taramasina gore Lu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada, feokromositoma hiicreleri (PC-12) Tenofovir
disoproksil fumarat (TDF) ile doz aralig1 olarak 25, 50, 100, 200 ve 400 umol/l igeren 100
pl DMEM ile muamele edilmistir. (103). Venlafaxine ile insan periferik kan lenfositlerinde
(PBL'ler) yapilan bir baska ¢alismada doz olarak 25, 50 ve 100 pg/ml dozlarda ilag 24 ve 48
saat muamele edilmistir (104). Doksepin ile yapilan bir bagka calismada 24 saat boyunca
insan periferik lenfositlerine her iki ilacin dort farkli konsantrasyonu (1, 2.5, 5 ve 10 pg/mL)
uygulanmistir (105). Canlilik iizerindeki etki i¢in yapilan bir baska deneyde, glioma hiicre
hatlar1 olarak secilen U87 ve U251 hiicre hatlar1 icin 5, 10, 20, 50 ve 100 uM
konsantrasyonlarda ve T98 i¢in ise 10, 20, 40, 80 ve 160 uM konsantrasyonlarda haloperidol
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denenmistir (106). Son olarak Xiong ve arkadaslarinin yaptig1 bir deneyde olanzapinin PC12
hiicrelerinde rotenon kaynakli toksisiteye karsi ndroprotektif etkileri arastirilmis ve 5'-
adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK)’1 etkinlestirip
etkinlestirmedigini belirlemek i¢in PC12 hiicreleri 24 saat 10, 20 ve 40 uM olanzapin ile

muamele edilmistir (107).

[lag denemeleri igin Tenofovir, Venlafaxine, Haloperidol ve Olanzapine DMSO ile (Dimetil
Siilfoksit), Doxepin ise su ile ¢Ozdiiriilmiistir. Ilag denemeleri farkli ilag
konsantrasonlarinda (A375 i¢in: Tenofovir, 100, 200, 400, 600, 800 uM; Venlafaxine, 200,
400, 600, 800 uM; Doxepin, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.5, 25 pg/ml; Haloperidol 1, 1.2, 1.4,
1.6, 1.8, 2 ng/ml; Olanzapine, 0.5, 1, 2, 4, 8, 10 ug/ml; SK-MEL-28 icin: Tenofovir, 100,
200, 400, 600, 800 uM; Venlafaxine, 200, 400, 600, 800 uM; Doxepin, 10, 12.5, 15, 17.5,
20, 22.5, 25 pg/ml; Haloperidol 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2, 2.2 pug/ml; Olanzapine, 1, 1.2, 1.4,
1.6, 1.8, 2 pg/ml; HFF-1 i¢in: Tenofovir, 100, 200, 400, 600, 800 uM; Venlafaxine, 200,
600, 800 uM; Doxepin, 10, 15, 17.5, 22.5, 25 pg/ml; Haloperidol 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2
ug/ml; Olanzapine, 1, 1.2, 1.4, 1.6, 1.8, 2 ng/ml) 96 well-plate ile yapilmistir. Ekimi yapilan
hiicreler 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra ilag eklemesi yapilmistir ve 48
saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra CVDK-8 Kiti uygulanarak 4 saat daha bekletilmis
ve kolorimetrik &lgiim igin spektrofotometrede 6lciim yapmmuistir. Uger tekrarli olarak
yapilan sitotoksisite deneyleri sonucunda elde edilen degerler analiz edilmis ve IC50
degerleri hesaplanmigtir. A375, SK-MEL-28 ve HFF-1 i¢in konsantrasyon degerleri, hiicre
canlilik hesaplamalar1 ve 1C50 degerleri sirasiyla Tablo 11, Tablo 12 ve Tablo 13’te

gosterilmistir.

Tablo 11. A375 hiicre hatt1 i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri.

A375 IC50 Sonuglar1

Tlac¢ Konsantrasyon (uM) Canhhik ICS50(uM)
Tenofovir 100 105,9725
Tenofovir 200 97,19765
Tenofovir 400 82,67799 950,54
Tenofovir 600 76,62667
Tenofovir 800 58,05237
Venlafaxine 200 85,70984
Venlafax%ne 400 70,09326 785,85
Venlafaxine 600 60,37306
Venlafaxine 800 50,19689
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Ila¢ Konsantrasyon (pg/ml) Canhhk  IC50(ug/ml)

Doxepin 10 89,51275
Doxepin 12,5 75,17464
Doxepin 15 59,91093
Doxepin 17,5 38,20293 16,69
Doxepin 20 30,15194
Doxepin 22,5 16,76563
Doxepin 25 8,959134
Haloperidol 1 92,88208
Haloperidol 1,2 89,22176
Haloper%dol 1,4 68,27345 1,7367
Haloperidol 1,6 59,62383
Haloperidol 1,8 48,05158
Haloperidol 2 31,27041
Olanzapine 0,5 100,5824
Olanzapine 1 96,28859
Olanzap%ne 2 35,11361 3,412
Olanzapine 4 8,029329
Olanzapine 8 6,843487
Olanzapine 10 7,112036

Tablo 12. SK-MEL-28 hiicre hatti i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri.

SK-MEL-28 IC50 Sonuglar1

ila¢ Konsantrasyon (uM) Canlhihk IC50(uM)
Tenofovir 100 106,2551
Tenofovir 200 106,4027
Tenofovir 400 101,3589 1.450,67
Tenofovir 600 91,09324
Tenofovir 800 74,78624
Venlafaxine 200 95,30693
Venlafaxine 400 79,19617 135.7
Venlafaxine 600 62,53357 ’
Venlafaxine 800 43,59525

Ila¢ Konsantrasyon (ug/ml)  Canhhk  IC50(pg/ml)
Doxepin 10 75,81641
Doxepin 12,5 69,83845
Doxepin 15 54,76508
Doxepin 17,5 45,83766 16,35
Doxepin 20 31,43619
Doxepin 22,5 24,87031
Doxepin 25 12,78099
Haloperidol 1 82,38519
Haloperidol 1,2 74,28889
Haloperidol 1,4 71,24444 5,04
Haloperidol 1,6 64,4
Haloperidol 1,8 55,22963
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Haloperidol
Haloperidol
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine

46,58519
21,71111
94,60926
86,3633
84,97286
71,50718
64,3691
65,10521

6,61

Tablo 13. HFF-1 hiicre hatt i¢in hiicre canlilik degerleri ve IC50 degerleri.

ila¢
Tenofovir
Tenofovir
Tenofovir
Tenofovir
Tenofovir
Venlafaxine
Venlafaxine
Venlafaxine
ila¢
Doxepin
Doxepin
Doxepin
Doxepin
Doxepin
Haloperidol
Haloperidol
Haloperidol
Haloperidol
Haloperidol
Haloperidol
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine
Olanzapine

HFF-1 IC50 Sonuglari

Konsantrasyon (uM)
100
200
400
600
800
200
600
800

Konsantrasyon (ug/ml)

10
15
17,5
22,5
25
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
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Canhhk
98,20128
95,59533
90,18163
82,28481
81,25823
85,0173
54,05837
51,90278
Canhhk

102,9972
97,08289
91,93348
90,59054
90,30594
92,55733
87,90134
75,81999
57,83643
49,77066
54,98053
99,71319
95,89779
66,45229
46,79298
33,67808
26,92508

IC50(uM)

1.934,10

766,9

IC50(ng/ml)

59,89

1,933

1,64

IC50 degerleri hesaplandiktan sonra kontrol hiicreleri olan HFF-1 ile A375 ve SK-MEL-28
ile yapilan denemelerin IC50 degerleri hesaplanmis ve bu hesaplamalar sonucunda
karsilastirmali analizler yapilmistir (Tablo 14). Bunun sonucunda 6zellikle Doxepin ilacinin

melanom iizerinde potansiyel antitimoral ajan olabilecegi yapilan

ilag yeniden



konumlandirma ve molekiiler kenetleme calismalariyla gdsterilmis, in vitro sitotoksisite
deneyleriyle pekistirilmistir. Doxepin ilacinin melanom hiicreleri olan A375 VE SK-MEL-
28 iizerinde oldiirticii etkisi goriiliirken kontrol hiicresi olarak kullanilan HFF-1 {izerindeki

sitotoksik etkisinin minimum oranda oldugu bulgular arasindadir.

Tablo 14. A375 ve SK-MEL-28 in HFF-1 ile IC50 karsilagtirmali degerleri

Tenofovir Venlafaxine Doxepin Haloperidol = Olanzapine
HFF HFF HFF HFF HFF
SK-MEL 1450,67 62,61751 735,7 51,82 16,35 95,99 5,04 -92,145 6,61 -354,72
uM pM uM uM pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
A375 950,54 75,67091 785,85 48,89 16,69 95,7 1,7367 58,9842 3,412 40,55277
uM uM uM uM pg/ml  pg/ml pg/ml png/ml png/ml pg/ml

Yapilan hiicre hatti deneyleri sonucunda ilaglarin molekiiler kenetleme c¢alismalari
sonrasinda elde edilen verilerin in vitro sitotoksisite deneylerine paralel sonug verdigi
gozlemlenmistir. Buna gore molekiiler kenetleme sonucunda AG (kj/mol) degerleri uygun
bulunan ilaglarin melanom hiicre hattinda hiicre canliligimi disiiriicii etki gosterdigi

gozlenmistir.

3.2 Melanom ve Yaslanma Arasindaki iliskinin Analiz Edilmesiyle Ortak ilac

Onerilmesi

3.2.1 Melanom Ve Yaslanma I¢in Belirlenen Ortak Genler

Yaglilik gen seti kullanilarak STRING’de yaslilikla ilgili PPI ag1 olusturulmustur (Sekil 8).
306 node, 7862 edge bulunduran etkilesim agina Cytoscape’te KPM araciligiyla GEO2R ile
yapilan analizler sonrasinda elde edilen transkriptom verileri haritalanmistir. Cytoscape’de
yapilan topolojik analizler sonucunda her gruptan en yiiksek dereceye sahip ilk 10 anlaml
degisen gen Tablo 15°te 6rnek olarak gosterilmistir. Ayrica 3 hiicre hatt1 i¢in yapilan GEO2R
analizleri sonucunda yasli-geng, genc-orta yash ve yasli-orta yagh karsilagtirmali analizleri
sonucu ekspresyonunda anlamli degisim gozlenen gen (SEG) sayilar1 Tablo 16’da
verilmigtir. Ayni zamanda gen ekspresyonundaki degisimin yonii, 2 tabaninda log(FC)
degerlerine gore belirlenmistir. Katlama degisiminin logaritmasi (logFC) degeri 1'in
izerinde olan genler yukari regiile edilmis ve -1'in altinda olanlar asag1 regiile edilmis olarak
kabul edilmistir. Buna gére M93-047 hiicre hatt1 i¢in yapilan yagli-geng ve yasli-orta yash

karsilagtirmali analizleri sonucunda gen ekspresyonunda anlamli oranda degisim gozlenen
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13 adet gen (DEGQG) tespit edilmistir (Tablo 17). Bu genlerden PTCH1 hem yasli-gen¢ hem
de yasli-orta yasl karsilastirmasinda ortak DEG olarak tespit edilmistir ve her iki durumda
da gen ekspresyon orani yaridan fazla azalmakta yani asagi-regiile olmaktadir. PTCHI1
embriyonik morfogenezde rol alan ve merkezi sinir sistemi, uzuvlar, parmaklar dahil
viicudun diger bircok boliimiiniin organizasyonunu kontrol eden Sonik Kirpi
Proteini(SHH) nin bir reseptoriidiir. Cho ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
SHH'nin ve onun ana reseptdrii PTCH1'in ekspresyon seviyelerinin, yaglanmayla belirgin
sekilde azaldig1 ve SHH aktivitesinin , giiclii bir yaglanma karsit1 faktor olarak hem in vitro
hem de in vivo yaslanma ile agik¢a azaldigini gosterilmektedir (108). Ayrica Ozreti¢ ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada qPCR kullanilarak, saglikli dokuya kiyasla
melanom tiimor 6rneklerinde daha diisiik PTCH1 seviyeleri gozlenmistir boylece PTCHI
geninin melanom tiimor dokularinda agagi regiile oldugu gdsterilmistir (109). Literatiirdeki

bu giincel yayinlar bizim bulgularimizi destekler niteliktedir.

Sekil 8. Yaslilikla ilgili protein-protein etkilesim agi.
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Tablo 15. Cytoscape ile yapilan analiz sonucu en yiiksek dereceye sahip ilk 10 anlamli degisen gen ve
dereceleri.

YASLI-GENC YASLI-ORTA YASLI ORTA YASLI-GENC
GEN DERECE GEN DERECE GEN DERECE
CTNNBI 42 AKTI1 44 EGFR 39
SIRT1 42 SIRT1 41 CTNNBI 38
STAT3 41 CTNNBI 40 SIRT! 35
MAPK3 41 STAT3 40 MAPK3 35
PTEN 38 MAPK3 38 HIF1A 32
EGFR 38 EGFR 36 IL6 32
CREBI 36 PTEN 35 IGF1 28
ATM 35 ATM 35 APP 27
HSP90AAL 35 MAPKS 34 BRCAL 26
MAPKS 34 CREBI 33 CDK1 25

Tablo 16. 3 hiicre hattinda GEO2R analiz sonucu p-degerine gore ifadesi anlamli degisen (SEG) ve anlaml
degismeyen gen sayilart.

M93-047 UACC-903 UACC-1273
SEG SEG Degil SEG SEG Degil SEG SEG Degil
Yash-Geng 2712 18044 827 19932 782 19977
Yash-Orta 2712 18044 471 20288 782 19977
Yash
Orta Yash 1091 19665 1424 19335 1761 19998
Geng

Tablo 17. Gen ekspresyonunda (Log-FC degerine gore) anlamli oranda degisim gozlenen genler (DEG).

P-DEGERI LOG-FC GEN
0,0230997 -1,66406215 CCL2
0,0305057 -1,39814539 COL1A1
0,0046774 -1,28576198 PTCHI
0,0083666 -1,28092245 RASLI12
M93-047 Yasli-geng  0,0107496 -1,12096236 HEYL
0,0359335 -1,11981752 Cdorf3
0,0100656 -1,11334212 TNFRSF11B
0,033776 -1,03239354 LIMCH1
0,0149374 -1,01077312 SYNC
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0,0347179 1,00798753 CSGALNACT?2
0,0123066 1,01310588 RNVU1-7
0,0090324 1,03859899 RNU1-3
0,0023103 1,1085563 SERPINBS
M93-047 Yasli-Orta 0,04229 -1,01785752 PTCHI1
Yash

3.2.2 Melanom Ve Yaslanma icin Ortak flac-Gen Ciftleri Kullanilarak Yapilan
Kenetleme Calismalari

Son olarak, melanom ve yaslanma baglantistyla ilgili hiicre hatlariyla yapilan ti¢ farkli hiicre
hatt1 analizi sonucunda tiim analizlerde ortak SEG olarak bulunan ve alt-aglardan gelen 15
adet gen DGIdb veri bankasinda (102) aratilarak 458 adet ilag-gen veri cifti elde edildi.
Bunun i¢in énce KPM analizi sonucunda elde edilen genler listelenmistir. KPM analizi
sonucunda ii¢ hiicre hattinda ortak olarak yapilan analizler sonucunda elde edilen ifadesi

anlaml olarak degisen gen (SEG) sayilar1 Tablo 18’de gosterilmistir.

Tablo 18. Ug farkl1 grup i¢in KPM analizi sonucunda Cytoscape’den elde edilen SEG sayilari.

YASLI - YASLI- ORTA ORTA YASLI -
GENC YASLI GENC
ANLAMLI OLARAK
IFADE EDILEN GEN 80 76 77
SAYILARI (SEG)

Analiz sonucunda listelenen bu {i¢ gruptan olusan bu anlamli degisen genler DGIdb
programinda aratilarak bu genlerin kodladig1 proteinlerle iliskili bulunan ilaglar elde
edilmistir. Buna gore bu ii¢ grupta ortak olarak bulunan 15 adet protein DGIdb veri
bankasinda arama kismina yazilarak bu proteinlerle iliskili olan ilaglar listelenmistir. Daha

sonra bu ilaglar ve ilaglarin hedefledigi proteinler molekiiler kenetleme i¢in segilmistir.

Sonugta 458 adet ilag-gen veri cifti elde edilmistir ve elde edilen ilaglardan en ¢ok proteini
hedefleyenler kenetleme i¢in secilmistir. Bunun igin ilaglar alt-agda hedefledigi protein
sayisina gore iki gruba ayrilmistir. Bunlardan Resveratrol, Sorafenib ve Gefitinib en fazla
yani ayni anda dort proteini hedefleyen ilaglardir ve molekiiler kenetleme sonuglar1 Tablo
19°da gosterilmistir. Diger grup, yani alt-agdaki iic proteini hedefleyen ilaglar ise liste
halinde Tablo 20’de gosterilmistir.
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Tablo 19. Ayni anda 4 proteini hedefleyen ligandlar ve bu ligandlarla eslesen proteinlerin kenetleme
calismalari.

LIGAND PROTEIN PDB KODU SONUC ORT AG

(KJ/MOL)
Resveratrol APP 3UMH -5.2
MAPK14 6SFO -6.0
PRKCA 4DNL -5.3
SIRT1 4|5| -8.8
Sorafenib MAPK14 6SFO -8.8
MAPK3 4QTB -9.0
MAPKS 4G1W -7.7
EGFR 75YD -8.0
Gefitinib EGFR 75YD -6.7
MAPK14 6SFO -6.1
MAPKS8 4G1W -7.4
CHEK?2 2W0J -4.9

Resveratrol

Resveratrol (trans -3,5,4'-trihidroksistilben veya 5-[(E)-2-(4-hidroksifenil)-etenil]benzen-
1,3-diol; Ci4H1203), liziim, kirmiz1 sarap, dut, yer fistig1 ve raventin ¢ekirdeklerinde ve
kabuklarinda bulunan bir polifenolik flavonoiddir. Polifenoller, bircogu sagligi iyilestirdigi
ve yagam siiresini uzattigi bilinen bir miidahale olan kalori kisitlamasiyla etkinlestirilenlerle
ayni olan hiicre ici yollari etkinlestirerek ¢esitli saglik yararlari saglarlar (110). Arastirmalar,
bu bilesigin maya ve sineklerin émrii {izerindeki etkisine dair ilging bilgilere istinaden
resveratroliin yasa bagli insan hastaliklarini tedavi etmede yaslanma karsiti potansiyel bir

ajan olabilecegini gostermektedir (111).

Resveratrol, kirmizi sarapta bulunan ve memeli NAD+ bagimli deasetilazlarin ¢ok 6nemli
bir iiyesi olan ve yaslanmayla ilgili bir¢ok hastalik i¢in ¢ekici bir terapotik hedef olarak
ortaya ¢ikan SIRT1'in aktivasyonu yoluyla potansiyel saglik yararini gosterdigi 6ne siiriilen

dogal bir bilesiktir (112).

SIRT1 geni ile ilgili bir caligmada normal cilt ve normal melanositlerle karsilagtirildiginda
SIRT1'in klinik insan melanom dokularinda ve insan melanom hiicre hatlarinda (Sk-Mel-2,
WM35, G361, A375 ve Hs294T) asir1 eksprese edildigini bulunmustur. Ek olarak, A375,
Hs294T ve G361 melanom hiicre hatlarinin kiigiik molekiillii bir SIRT1 inhibitorii olan
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Tenovin-1 ile tedavisi, hiicre biiyiimesinde ve hiicre canliliginda 6nemli bir diisiisle
sonu¢lanmistir. Bu c¢alismaya gore SIRT1, melanomlarin ¢ogunda mutasyona ugramamis

olan tiimor baskilayici p53'iin aktivitesi yoluyla etki ediyor gibi gériinmektedir (113).

Literatiir taramas1 sonucunda Resveratroliin, kanser dnleyici 6zelliklere sahip, dogal olarak
olusan bir bilesik oldugu melanom tedavisinde kemoterapiye ek olarak kullanilabilecek bir

bilesik potansiyeli oldugu goriilmiistiir (114).

Menicacci ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, resveratroliin yaglanmis melanom
hiicreleri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Buna goére iyi bilinen bir in vitro yaslanma modeli
olan insan MRCS5 fibroblastlariyla sartlandirilmis ortam olusturulmus ve A375 ile A375-M6
melanom hiicreleri bu ortamda kiiltiire alinmistir. Melanom hiicreleri iizerindeki fonksiyonel
deneyler, Gen¢ MRCS5 kiiltiirleri tarafindan {iretilen sartlandirilmis  ortam ile
karsilastirildiginda, Yaslanmig MRCS5 hiicreleri tarafindan {iretilen sartlandirilmis ortamin
protiimoral bir etkisini ortaya ¢ikarmistir. Yaslanmis sartlandirilmis ortam kullanildiginda

her iki melanom hiicre hattinin invazivliginde bir artig 6l¢lilmiistiir (115).

A375 ve A375-M6 hiicreleri, yaglanmis MRCS5 sartlandirilmis ortaminin protumorijenik
etkisi ile iligkili olabilecek genlerin mRNA ekspresyonu i¢in analiz edilmigtir. MRC5
fibroblast kiiltiirlerinin 5 uM resvertrol ile tedavi protokolii, yaslanan sartlandirilmis ortamda
tiretilen A375 ve A375-M6 hiicre hatlarinin habis 6zellige neden oldugu zararli etkileri
azaltma yetenegine sahiptir. Resveratrol ile islenmis yaslanmis hiicrelerin sartlandirilmis
ortam ile inkiibasyonu, hiicre farklilasmasi, cogalmasi ve hayatta kalmasi ile iligkili olan p38
ve ERK /2 proteinlerinin fosforilasyon seviyelerinin diisiiriilmesinde etkili olmustur. Bu da
resveratroliin yaslanan melanoma hiicreleri iizerinde antitlimoral etkisi olabilecegini

gostermektedir (115).

Melanom, i¢sel kemorezistans direnci nedeniyle standart kemoterapiye zayif yanit verir.
BRAF kinaz genindeki aktive edici bir mutasyon da dahil olmak {izere ¢oklu genetik ve
molekiiler kusurlar, melanom ile iliskilidir ve proliferasyonu ve apoptozu diizenleyen sinyal
iletim yollarinda ortaya c¢ikan degisikliklerin, kemorezisans direncine katkida bulundugu
diistiniilmektedir. BRAF kinaz1 hedefleyen bir multikinaz inhibitorii olan Sorafenib,
ilerlemis renal hiicreli ve hepatoseliiler karsinomlarda kullanim i¢in Gida ve Ila¢ Dairesi

tarafindan onaylanmistir (116).

Sorafenib
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Sorafenib, timii Raf-MAPK/ERK kinaz-ERK yolu tarafindan yonlendirilebilen hiicre
proliferasyonunu, hiicre sagkalimini ve anjiyogenezi bloke eder. Melanom hiicre hatlarinin

sorafenib ile tedavisi, hiicre 6liimii ve tiimor biiyiimesinde gecikme ile sonuglanmistir. (117).

Hilda ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada ilerlemis Hepatoseliiler Karsinom
(HCC) hastalarinda sorafenibin tedavi veya cerrahi miidahalelere uygun olmayan daha geng
(<70 yas) ve daha yash (=70 yas) hastalar arasinda sorafenibin etkinligini ve tolere
edilebilirligi degerlendirilmistir. Tedavi sonucunda yasli hastalarda yasa atfedilebilecek

hicbir beklenmedik toksisite kaydedilmemistir (118).

Literatiirde farkli kanser tiirleri i¢in sorafenible tedavi yontemini arastiran caligmalar
bulunsa da yasli melanom hastalar1 i¢in yapilmis bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica
sorafenibin yaglanma karsiti ajan olarak kullanilabilecegi yoniinde bir caligmaya

rastlanmamuistir.
Gefitinib

Gefitinib, siklikla hem koroidal hem de koroidal olmayan melanom hiicrelerinde eksprese
edilen bir epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) inhibitoriidiir (119). Bir ¢alismada,
EGFR mutasyonu olan ilerlemis kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli (NSCLC) 75 yas
tstii yash hastalarda gefitinib ile birinci basamak tedavinin giivenliligi ve etkililigi
dogrulanmistir. Gliglii antitiimor aktivitesi ve hafif toksisitesi goz oniine alindiginda, yash

hastalar i¢in birinci basamak gefitinib, standart kemoterapiye tercih edilebilir (120).

Yapilan bagka bir c¢alismada ise Gefitinibin malign melanom iizerindeki etkisi ve
mekanizmasi aragtirllmistir. Wan ve arkadaglarinin yaptigi calismada A375 hiicre hatt1 in
vitro kiiltlirlenmis ve gefitinib gruplarina (5 ve 10 uM) ve bir kontrol grubuna ayrildi. Hiicre
proliferasyonu bir MTT testi kullanilarak 6l¢iilerek ve kaspaz-3 aktivitesi bir kit kullanilarak
degerlendirilmistir. Tiimor biliylimesinde ve metastazinda 6nemli bir proanjiyojenik faktor
olarak vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve melanom metastazini tesvik eden
protein kinaz AKT'nin mRNA ve protein ekspresyon seviyeleri, ters transkripsiyon-kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu ve western blot analizleri kullanilarak tespit edilmistir. Sonugta
gefitinibin, melanom hiicre proliferasyonunu 6nemli Olgiide inhibe ettigi, kaspaz 3

aktivitesini arttirdig1 ve tiimor hiicresi istilasini baskiladig: goriilmiistiir (121).

Yapilan analizler sonucunda 3 proteini hedefleyen ilaglar ve bu ilaglarla yapilmis olan

molekiiler kenetleme ¢alismalarinin sonuglar1 Tablo 20°de gosterilmistir.
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Tablo 20. Ayni anda 3 proteini hedefleyen ligandlar ve bu ligandlarla eslesen proteinlerin kenetleme
calismalari.

Ligand Protein PDB Kodu Sonu¢ Ortalama AG
(kj/mol)
Cenisertib CHEK2 2W0J -7.0
EGFR 7SYD -8.6
MAPKS 4G1W -8.7
CI_1040 MAPK14 6SFO -6.6
MAPKS 4G1W -7.1
PRKCA 4DNL -5.2
Etoposide E2F1 SMY9N -8.5
EGFR 7SYD 93
MAPK3 4QTB -9.8
GO _6976 CHEK2 2W0J -10.2
EGFR 7SYD -10.7
MAPKS 4G1W -10.3
Ilorasertib CHEK2 2W0J -6.2
EGFR 7SYD -7.7
MAPK14 6SFO -6.1
Irinotecan E2F1 SMON -10.1
EGFR 7SYD -11.1
UBE21 2GRN -8.8
Quercetin E2F1 5SMON -8.1
MAPK3 4QTB -9.0
PRKCA 4DNL -7.1
Cenisertib

Cenisertib, AurA ve B dahil olmak {izere bir dizi kinaza kars1 genis bir inhibitor aktivite
gosterir (122). Bir ¢aligmada test edilen ikinci nesil antimitotik ve Aurora inhibitorii olan
cenisertib Akut Miyeloid Lésemi (AML) i¢in umut vadetmistir (123). Bu bilesik hayatta
kalmay1 ve biiyiimeyi destekleyen bir sinyal iletim yolu olan AKT hedefleyerek kanser

arastirmalart i¢in potansiyel tasir (124).

Literatiir arastirmasi sonucunda cenisertibin melanom ve yaslanmayla ilgili yapilmis

caligsmasina rastlanmamustir.
CI_1040 (PD184352)

MAPK/ERK (MEK) hiicre yiizeyindeki bir reseptdrden gelen bir sinyali hiicrenin
¢ekirdegindeki DNA'ya ileten hiicredeki bir sinyal yoludur (125). CI-1040, Pfizer/Warner-
Lambert tarafindan klinik asamada yiiriitilen ilk MEK inhibitoriidiir (126). CI-1040,
kolorektal kanser, meme kanseri, pankreas kanseri ve akciger kanseri i¢in faz II'de

gelistirilmistir, ancak zay1f ¢ozliniirliigli ve hizl atilim ile ilgili maruziyet oldugu ve yetersiz
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antitimor aktiviteye yol actigi bulunmustur (127). PD-0325901, MEK inhibitorii CI-1040'in
bir tiirevidir. Melanom, kolonik neoplazmalar ve gégiis neoplazmalarinin tedavisine yonelik
bir faz I/Il calismasi, kas-iskelet, norolojik ve okiiler toksisite nedeniyle 2007'de

sonlandirtlmistir (128).

Literatiir taramas1 sonucunda CI-1040 molekiilii icin yaslanma iizerine yapilan ¢aligmalarla

ilgili verilere rastlanmamustir.
Etoposide

Etoposid , testis ve kiiciik hiicreli akciger timoérlerini tedavi etmek i¢in kullanilan bir
podofillotoksin tiirevidir. Direngli testis timorlerinin tedavisinde ve kiiciik hiicreli akciger
kanseri (NSCLC) hastaligina sahip kisilerde birinci basamak tedavi olarak diger
kemoterapoétik ajanlarla kombinasyon halinde kullanim i¢indir (129). Yapilan bir ¢alisma,
etoposidin yiiksek oranda metastaz yapmis melanomlarin tedavisi i¢in kullanilabildiginden

ve dolayisiyla onlar1 azaltabildiginden dolay1 bu molekiiliin 6nemini vurgulamigtir (130).

Etoposid, kii¢tik hiicreli akciger kanseri (SCLC) tedavisi i¢in en aktif ajanlar arasindadir;
hem oral hem de intravendz preparatlar mevcuttur. Etoposid oral yolla tedavinin
biyoyararlanimi %15 ila %75 arasinda degisir. Histolojik olarak SCLC tanist dogrulanmis
yash hastalarda (70 yas ve iistii) etoposid ile ilgili bir faz II denemesi gergeklestirmistir bu
denemede yasli hastalar i¢in yiiksek yanit oran1 ve anlamli sagkalim uzamasi ile milkemmel
bir palyatif tedavi oldugu goriilmiistiir. Ek olarak, terapi minimal toksisite ile iliskilidir ve

tamamen ayakta tedavi bazinda uygulanabilir (129).

Bu calismaya gore Etoposid’in yasli melanom hastalarinda da kullanilabilecek bir ajan

olarak aragtirilabilecegi gortilmektedir.
GO-6976

Protein kinaz C(PKC)'nin kalsiyuma bagimli izoformlarinin bir inhibitériidiir (131). PKC,
serin veya treonin fosforilasyonu yoluyla ¢esitli biiytime ve hareketlilikle iligkili proteinlerin
islevini diizenleyen, en az 12 izoformdan olusan 6nemli bir sinyal veren multigen enzim
ailesidir (132). Bir ¢aligmada, PKC’nin bir izoformu olan PKC-a'nin immiin yetmezIligi olan
farelerde cok sayida metastaz olusturan agresif bir metastatik melanom hiicre hattinda
melanom hiicre migrasyonunda rol oynadig1 gosterilmistir. Bulgular secici inhibitér GO-
6976 taratindan PKC- o yikiminin melanom hiicre gogiinii 6nemli Olgiide azalttigini

gostermistir (133). Bir calismada meme kanseri ¢alismasinda NF-kB'nin uygun bir hedef
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oldugunu ve NF-kB inhibe edici aktiviteye sahip Go6976 veya benzer bilesiklerin meme

kanseri hastalar1 i¢in potansiyel olarak yeni terapotik ajanlar oldugunu onerilmistir (134).

Kanser arastirmalarinda umut vadeden GO-6976 molekiilii i¢in yaslanan bireydeki

antitimoral etki ile ilgili ¢aligmalara rastlanmamustir.
Hlorasertib

Ilorasertib, Miyelodisplazi, Solid Neoplazma, Ileri Kanserler, ileri Kat1 Tiimérler ve Akut
Miyeloid Losemi gibi hastaliklarin tedavisini inceleyen ¢alismalarda kullanilmistir.
Ilorasertibin Aurora A, B ve C ve VEGF ve PDGF reseptor kinazlar1 dahil olmak tizere ¢oklu
kinazlarin gii¢lii bir inhibitdri oldugunu gosteren preklinik ¢alismalar1 desteklemektedir. Bu

nedenle Akut Miyeloid Losemi gibi hastaliklarda klinik aktiviteye sahip olabilir (135).
Ilorasertibin melanom ve yaslanma iizerine etkileri ile ilgili bir calismaya rastlanmamastir.
Irinotecan

Tas ve arkadaglarmin yaptigi bir calismada metastatik malign melanomlu hastalarin
tedavisinde 3 haftalik intravendz dosetaksel ve irinotekanin etkinligi ve toksisitesi
arastirilmistir. Sonugcta intravendz docetaxel ve irinotecan kombinasyonu etkisiz goriilmiis

ve Onerilmemistir (136).

Aragtirmalar irinotecan ile tedavide 65 yas iistii hastalarda 3. veya 4. derece ishalin iki kat
daha sik meydana geldigini gostermistir (137). Ancak bazi arastirmalar da, 70 yas tistii yash

hastalarin irinotekan ile giivenli bir sekilde tedavi edilebilecegini diisiindiirmektedir (138).
Quercetin

Quercetin, saglikla ilgili ¢esitli sorunlar1 tedavi etmek i¢in kullanilabilen giiclii bir
molekiildiir. Quercetin, hem in vivo hem de in vitro antioksidan ozellikler gosterir.
Quercetin'in serbest radikal siiplirme aktivitesi, yasa bagh cesitli bozukluklardan korur
(139). Calismalar, quercetin'in yasa bagli bozukluklarin énlenmesinde ¢ok dnemli bir rol
oynadigim1 kanitlamistir. Quercetin, su anda cesitli farmasoétiklerde kullanilan giiclii bir
antioksidandir. Quercetin'in 6zellikleri, diger ¢esitli bozukluklarda daha fazla aragtirilabilir.
Quercetin, anti-oksidatif, anti-inflamatuar, anti-proliferatif, anti-kanserojen, anti-diyabetik
ve anti-viral Ozelliklere sahiptir. Molekiil lipofiliktir ve BBB'yi (Kan-Beyin Bariyeri)
kolayca gecebilir ve bu nedenle nérodejeneratif hastaliklardan korur. Cesitli in vivo ve in

vitro ¢aligmalar, quercetin'in roliinii gostermistir ve burada, quercetin'in ndrodejenerasyon,
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diyabet, kanser ve inflamasyonda iyilestirici bir ajan olarak ayrintili bir incelemesi
yapilmistir. Quercetin'in nanoformiilasyonlar1 ve lipozomal formiilasyonlari, yasa baglh
diger hastaliklar1 tedavi etmek i¢in potansiyel tasir (140). Quercetinin giiglii bir sekilde
melanom biiylimesini ve invaziv ve metastatik potansiyeli inhibe ettii; bu nedenle,
metastatik melanomun kombinasyon terapisinde ve melanom metastazlarinin dnlenmesinde

degerli bir ara¢ olusturabilecegi ¢alismalarda gosterilmistir (141).

3.2.3 Ortak ila¢ Onerisi

Yapilan literatiir taramalar1 ve molekiiler kenetleme ¢alismalar1 sonucunda yagam siiresini
uzattigt ve yaslanma ile ilgili hastaliklarin tedavisinde potansiyel oldugu bilinen
Resveratroliin, kanser onleyici 6zelliklere sahip, dogal olarak olusan bir bilesik oldugu
melanom tedavisinde kemoterapiye ek olarak kullanilabilecek bir bilesik potansiyeli oldugu

goriilmiistir.

Sorafenib i¢in melanoma ydnelik arastirmalarda pozitif sonuglar gozlenirken yasl melanom

hastalar1 ile yapilmi bir ¢aligmaya rastlanmamagtir.

Gefitinib i¢in kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserli 75 yas iistii yasli hastalarda birinci
basamak tedavinin giivenliligi ve etkililigi dogrulanmistir. Ayni1 zamanda melanom icin de
pozitif aragtirma sonuglart bulunan gefitinibin melanom iizerinde etkili bir molekiil olabilme

potansiyeli vardir.

Etoposide yiiksek oranda metastaz yapmis melanomlarin tedavisi i¢in kullanilabildiginden
ve dolayisiyla onlar1 azaltabildiginden dolay1 bu molekiiliin 6nemi yapilan ¢aligmalarda
vurgulanmistir. Ayni zamanda yaslt hastalar i¢in yiliksek yanit oran1 ve anlamli sagkalim
uzamasi etkisi yapilan c¢alismalarda goriilmiistir. Bu molekiil de yaslanan melanom

hiicreleri iizerinde potansiyel tagimaktadir.

Yasa bagli bozukluklarin 6nlenmesinde ¢ok onemli bir rol oynadig1 kanitlanan Quercetin,
melanom biiylimesini ve metastazini 6nledigi ve bu yiizden yaslanan hiirelerde veya yasl

hastalarda melanomum tedavisi i¢in 6nemli bir arag¢ olabilecegi caligsmalarda gosterilmistir.

Literatiir taramas1 sonucunda bu bilesiklerin yagliligin neden oldugu melanoma, yashlikla
artan tedavi zorluklarinin asilmasi veya yaslanan hiicrelerdeki tedavinin iyilestirilmesi ile
ilgili potansiyel tasidig1 goriilmiistiir. Yapilan ila¢ yeniden konumlandirma ve molekiiler
kenetleme caligsmalariyla bu bilesiklerin melonom kanseri hiicrelerindeki proliferasyonu

Onleyebilecegi gosterilmistir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Melanom, kansere bagli 6liimlerin biiyiik bir kismindan sorumludur. Tedavinin zorluklar1
ve hastaligin insidansinin artmas1 etkili ila¢ kesif yOntemlerinin gelistirilmesini
gerektirmektedir. Bununla birlikte, yaslanma, bagisiklik sisteminin diizensizligi ile iligkilidir
ve yash popiilasyonda melanom tedavisinin basarisini etkilemesi muhtemeldir. laglarin
yeniden konumlandirilmasi, mevcut ilaglar i¢in yeni kullanim alanlar1 saglayan yenilikgi bir
yaklasimdir. Bu ¢alismada ilk olarak literatiirden melanom yaslanma i¢in transkriptom (gen
ekspresyon) veri seti elde edilerek mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gdsteren genler
(DEQG) tespit edilmis ve gen ekspresyonu aracili bir ilag yeniden konumlandirma yazilimi

kullanilarak melanoma yonelik anlamli ilag-gen ciftlerinin tahmini elde edilmistir.

Bu tez calismasimin ilk kisminda yiiriitiilen hesaplamali ve deneysel ¢aligmalar TUSEB
2019-TA-02 program kodlu, 4591 numarali ve “Melanom tedavisine yonelik biitiinlesik bir
yaklagim: hesaplamali yontemler olan ilag yeniden konumlandirma ve molekiiler
kenetlenme ile in vitro validasyon deneylerinin birlestirilmesi” isimli proje kapsaminda
desteklenmistir. Bu proje kapsaminda yapilan molekiiler kenetleme sonuglarinin in vitro
sitotoksisite deneyleri ile paralel sonu¢ verdigi gozlenmistir ve se¢ilmis olan 5 ilacin
melanoma hiicreleri iizerinde 6ldiiriicii etkisi oldugu goriilmiistiir. Ozellikle Doxepin ilacinin
melanom iizerinde potansiyel antitiimoral ajan olabilecegi yapilan ilag yeniden
konumlandirma ve molekiiler kenetleme caligmalariyla gdsterilmis, in vitro sitotoksisite
deneyleriyle pekistirilmistir. En kuvvetli aday ilag olarak antidepresan olarak kullanilan
Doxepin 6n plana ¢ikmistir ¢linkii A375 VE SK-MEL-28 melanom hiicreleri {izerinde
oldiirticti etkisi goriiliirken kontrol hiicresi olarak kullanilan HFF-1 {izerinde sitotoksik

etkisinin minimum oranda oldugu gézlemlenmistir.

Tez ¢aligmasinin ikinci kisminda yapilan melanom ve yaslanmaya yonelik ortak ila¢ kesfi
caligmalarinda Sorafenib, Gefitinib, Etoposide ve Quercetin bilesiklerinin yaslanan
melanom hiicreleri lizerine etkisi, yasliliga bagl olarak goriilen melanomun tedavisi ve yasa
bagli kanser tedavisinin iyilestirilmesinde potansiyel olabilecegi goriilmiistiir. Literatiir
taramasinda hem yaslanma {izerinde yaslanma karsit1 etki gosteren hem de melanoma ve
yaslanan melanoma tizerinde etki gdsteren potansiyel bir bilesik olan Resveratroliin rolii de

yapilan ila¢ yeniden konumlandirma ¢alismalarinda gozlemlenmistir.
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Yasli insanlardaki kanser tedavisi genglerdekine gore ilag duyarliligi, ilacin uygulama siiresi
vs. agisindan daha zor bir siirectir. Bu sliregte yaslanan hiicrelerin ilaglardan alacagi olumsuz
etkiler ve yan etkiler en aza indirilmelidir. Bu yiizden yaslh kanser hiicreleri iizerindeki etkisi
acisindan ilaglarin yeniden konumlandirilmasi ve yaslt hastalar iizerinde ilacin giivenle

kullanimi i¢in ilag aragtirmalar1 6nem arz etmektedir.

Bu tez ¢alismasinin devaminda tespit edilen 4 potansiyel bilesik olan Sorafenib, Gefitinib,
Etoposide ve Quercetin bilesikleri i¢in daha sonra hiicre hatti deneyleri yapilmasi
onerilmektedir. Hem gen¢ hem de yasli melanom hiicre hatlarinda bu bilesiklerin in vitro
sitotoksisite deneylerinin yapilmasi geng hastalarin hiicrelerinde etkili olan ilaglarin yasl
hiicre hatlarinda da ayni etkiyi gosterip gostermeyecegine ve yan etkilere dair bilgi vermesi
beklenmektedir. Bununla ilgili gen¢ melanom hiicre hatti1 olan LM-MEL-19 (ATCC, 28 yas)
ve yasli melanom hiicre hattt olan LM-MEL-75 (ATCC, 75 yas) gibi hiicre hatlar

karsilastirmali olarak in vitro deneylere tabi tutulup daha sonra analiz edilebilir.
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