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TESEKKUR

Kimya lisans boliimii mezunu olarak girdigim disiplinler arasi Nanobilim ve
Nanomiihendislik Anabilim Dali’na adaptasyonumda, caligmalarimi
yonlendirmesinde, arastirmalarimin her agamasinda bilgi, 6neri ve yardimlarini higbir
zaman esirgemeyerek akademik ortamda bana verdikleri sonsuz motivasyon ve
destekleri igin, bana her zaman sonsuz giivendikleri ve beni tez ¢alismam boyunca
hem ¢ok degerli hissettirip hem insani iligskiler agisindan deger kattiklar1 hem de
bilgime bilgi katarak benim gelismeme bu kadar katki sagladiklari i¢in, bu siirecte gece
giindiiz demeden higbir iletisim ag1 farketmeksizin benimle daima iletisim iginde
olduklar igin ve bu siireci biiyiik bir 6zveri ve sabirla yonettikleri i¢in sayin Dr. Ogr.
Uyesi Saliha Ece ACUNER ve sayin Dr. Ogr. Uyesi Beste TURANLI hocalarima,
tezimi yazarken katildigimiz akademik etkinlik olan HIBIT (The International
Symposium on Health Informatics and Bioinformatics) sempozyumunda
hazirladigimiz poster sunumuna verdikleri destek icin Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi (BAP)’ne ve yine tez yazinu siirecinde Tiirkiye Saglik Enstiitiileri Bagkanligi
(TUSEB) tarafindan agilan Hesaplamali Yapisal Biyoloji Straejik Ar-Ge Proje
Cagrisi’na yaptigimiz basvuru sonucunda kabul alan projemiz ‘Melanom tedavisine
yonelik biitiinlesik bir yaklagim: hesaplamali yontemler olan ila¢ yeniden
konumlandirma ve molekiiler kenetlenme ile in vitro validasyon deneylerinin
birlestirilmesi’ i¢in aldigimiz biitge destegi sebebiyle TUSEB’e ve bu yogun calisma
siirecinde bana gosterdikleri iistiin sabir, sagladiklart miikkemmel ¢alisma ortami ve
manevi desteklerini esirgemeyen canim ailem Nevin IMAT, Kenan IMAT, Berre Nur

IMAT ve Sena Beyza IMAT’ a sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.
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OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Yiiksek Oliim oranlar1 olan melanom olaylari kiiresel olarak hizli bir sekilde
artmaktadir ve tedavideki zorluklar etkin ilag kesif yontemlerinin gelistirilmesini ¢ok
onemli kilmaktadir. Ilaglarm yeniden konumlandirilmasi, mevcut ilaglar igin yeni
kullanim alanlar1 saglayan yenilik¢i bir yaklasimdir. Bu tez ¢alismasi ile hesaplamali
yaklasimlar olan ilaglarin yeniden konumlandirilmasi ve molekiiler kenetlenme
metotlar1 birlestirilerek melanom tedavisine yonelik ilag gelistirme ¢abalarina katkida
bulunmak hedeflenmektedir. Bu dogrultuda ilk olarak gen ekspresyonu rehberli bir
arama aract olan geneXpharma kullanilarak, melanoma yonelik anlamli ilag-gen
ciftleri tahmin edilmistir. Tahmin edilen ilag-gen ciftleri kanserle ilgilerine gore
gruplandirilarak (kanser tedavisinde kullanilan; kanser tedavisinde tamamlayici olarak
kullanilan; heniiz kanser tedavisi ile iliskilendirilmemis olan ve rastgele secilen
kontrol grubu) her grup i¢in temsili ilag-gen ciftleri se¢ilmistir. Son olarak, bu se¢ilmis
ciftlerdeki genler tarafindan kodlanan proteinler ve ilgili ilaglar i¢in molekiiler
kenetlenme (docking) ¢alismalari yapilmis ve her gruptan secilen bazi ilag-protein
ciftlerinin kenetlenmis yapilar1 detayli olarak incelenmistir. Analizler sonucunda
molekiiler kenetlenme ile tahmin edilen ilag-protein yapilarindan bazilarinin veri olan
durumlarda literatiire uyumlu oldugu gosterilmis, bazi etkilesimler ise yapisal
detaylariyla birlikte ilk defa bu tez ¢caligmaanda 6nerilmistir. Sonug olarak, melanom
tedavisine yonelik yeniden konumlandirilan aday ilaglar arasindan 6ne ¢ikan ii¢ ilag:
astim ve kronik obstriiktif akciger hastaliginda kullanilan Salmeterol, Hepatit ve
HIV’ye yonelik kullanilan Tenofovir ve kalp yetmezligi, hipertansiyon gibi

hastaliklarin endikasyonunda kullanilan Bepridil olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Melanom, molekiiler kenetlenme, ilaglarin yeniden

konumlandirilmasi.
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ABSTRACT AND KEYWORDS

There is a rapid increase in the melanoma incidences globally with high mortality rates.
The challenges in the treatment maket the development of efficient drug discovery
methods are crucial. Drug repositioning is an innovative approach providing new
usage areas for existing drugs. This study aims to combine the computational
approaches of drug repositioning and molecular docking to contribute to the drug
development efforts against melanoma. Towards this aim, a gene expression-guided
search tool (geneXpharma) was used to predict the significantly relevant drug-gene
pairs in melanoma. The predicted significant drug-gene pairs were then categorized
into groups based on their relevance to cancer (antineoplastic; combinatorial therapy;
not related to cancer treatment yet and random drug-gene pairs). The representative
pairs were selected for each group. Lastly, molecular docking studies were performed
for the proteins encoded by the listed significant genes and their ligand drugs. Selected
the docking results for the drug-protein pairs in each group were further analyzed
structurally. As a result of this study, the predicted drug-protein structures through
molecular docking were shown to agree with literature (if data available) and novel
drugs, with structural binding details, were suggested for melanoma. In conclusion,
among the drugs repositioned for melanoma, the top three drugs are determined as:
Salmeterol used in chronic obstructive pulmonary disease, Tenofovir used against
Hepatitis and HIV and Bepridil, used in the indication of diseases such as heart failure

and hypertension.

Keywords: Melanoma, molecular docking, drug repositioning.
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GIRIS

Cilt kanserinin en Oliimciil tiirlerinden biri olan melanom giiniimiizde hizla
yayilmaktadir ve onemli bir halk sagligi sorunudur. Arastirmalar ultraviyole (UV)
radyasyonuna maruz kalmanin melanom riskini arttirdigin1 agikca ortaya koymustur.
Giines 1s181na maruz kalmanin en aza indirgenmesi gibi dnlemler ve erken asamada
teshis melanom oranlarini ve melanomla iliskili Olimleri azaltmada onemli bir
potansiyele sahiptir (Tripp, Watson, Balk, Swetter, Gershenwald, 2016). Melanom
tedavisine yonelik olarak, anti-timor aktivitesi ve hayatta kalma siiresini i¢eren, yeni
hedefe yonelik tedaviler ve immiinoterapilerden faydalanilmaktadir. Bununla birlikte,
hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde goriilen melanom tiirtindeki kanserler igin, son
zamanlarda gelistirilen hedefli tedaviler yapilan c¢alismalara biiyiik 6l¢iide alternatif

olmaktadir (Siegel, Miller, Jemal, 2020).

Kanserin diger tiirlerine benzer sekilde melanoma yonelik olarak da yeni ilag
gelistirmek olduk¢ca maliyetli olmakla birlikte uzun zaman siirecek caligmalar
gerektirmektedir. Yeni ilag gelistirmenin zorluklarindan dolayr son yillarda var olan
ilaclarin yeniden konumlandirilmasi yaklagimina agirlik verilmistir. Hesaplamali olan
bu yaklagim kullanilarak yapilan c¢alismalarda ilaglar yeniden konumlandirilarak
uygulama hedefinden farkli hastaliklar i¢in Onerilmektedir. Cesitli hastaliklar igin
kullanilan mevcut ilaclarin yeni endikasyonlarin1 bulmak amaciyla ilaglarin yeniden
konumlandirilmasi, yillardir arasgtirma konusu olmus ve bulunan yeni ilag
endikasyonlar1 tedavilerde basariyla uygulanmistir. Sildenafil (Viagra), spesifik
fosfodiesteraz tip 5'in (PDES) bir inhibitoriidiir ve 1980'lerde Pfizer tarafindan koroner
arter hastaligmin tedavisi i¢in gelistirilmistir. Sildenafilin yan etkisi olan, penis
ereksiyonu isaretlenmis indiiksiyonu, tesadiifen hipertansiyon ve anjina pektoris
hastalarinda Faz I klinik ¢alismalar sirasinda bulunmustur. Sildenafil, anjina tedavisi
icin Faz II klinik caligmalarda basarisiz olduktan sonra, erektil disfonksiyonlarin
tedavisine yonlendirilmistir. Pfizer 1996°da ilacin patentini ve ABD Gida ve Ilag
Dairesi’nin (FDA) onayini alarak diinyada en ¢ok regete edilen ilaglardan birinin
kesfedilmesine neden olmustur. Ilaglarin yeniden konumlandirilmasma bir baska

ornek Thalidomide’dir. Thalidomide, 1957'de Alman ila¢ sirketi Griinenthal



tarafindan bir yatigtirict olarak gelistirilmis ve hamile kadinlarda sabah bulantisini
hafifletmek igin kullanilmustir. ilacin piyasaya siiriilmesinden kisa bir siire sonra, ciddi
dogum kusurlarina neden oldugu bulunmustur. 46 iilkede 10.000'den fazla ¢ocugun
talidomid kullanimima bagli olarak uzuvlarinda ve diger viicut ekstremitelerinde
malformasyonla dogmasi ve yaklasik yarisinin dogumdan birkag ay sonra 6lmesi
ilacin piyasadan g¢ekilmesine yol acar (McBride WG, 1977). Sonraki yillarda, birkag
arastirma grubu talidomidin antikanser aktiviteye sahip oldugunu bulmustur. Robert
D'Amato ve Judah Folkman tarafindan hayvan modellerinde anjiyogenezi inhibe ettigi
bulunduve daha sonra refrakter multipl miyelom ve metastatik prostat
kanseri tizerinde umut verici terapotik etkiye sahip oldugu gosterildi (RJ, MS, E, J.,
1994). 2006 yilinda talidomid, deksametazon ile kombinasyon halinde multipl
miyelom tedavisi icin ABD-FDA onayi almistir (Shim ve Liu, 2014). Bir diger basarili
ilag yeniden konumlandirma ¢aligmasinda, Gupta ve digerleri diyabet i¢in kullanilan
Metformin ilacinin yeni endikasyonunu bularak meme ve prostat kanserinde
uygulanabilecegini gostermislerdir (Gupta, S.C. ve digerleri, 2013). Son on yilda
gelistirilen hesaplamali yontemler basarili sekilde uygulanan ilag yeniden

konumlandirma c¢aligsmalar1 hizla artmaktadir.

[lag yeniden konumlandirma ile hedef hastaliga karsi yiizlerce aday ilag
belirlenmektedir ve aday ilaclarin hedef proteinlerine baglanma mekanizmalarinin
molekiiler kenetlenme (docking) c¢aligmalar1 ile yapisal olarak incelenmesi ve

elenmesi; daha sonra yapilmasi gereken deneysel ¢alismalara yol gosterici olacaktir.

Molekiiler kenetlenme yontemi ile kii¢iik molekiillerin (ligand) bir hedef proteinin
baglanma bdlgesindeki davraniglar1 arastirnllmaktadir. Her gegen gilin deneysel
yontemler olan x-1s51m1  kristalografisi, niikleer manyetik rezonans (NMR)
spektroskopisi veya cryo elektron mikroskopisi kullanilarak daha fazla protein yapist
belirlendiginden, molekiiler kenetlenme yontemi de ila¢ kesfedilmesinde bir arag
olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir. Ayrica yapilari bilinmeyen proteinler i¢in
de homoloji-modellenmis hedeflere karsi kenetlenme ¢aligmalar1 yapmak, miimkiin
olmaktadir. Kenetlenme stratejileriyle, daha ileri optimizasyon islemleri igin
bilesiklerin ilaglanabilirlik Ozellikleri ve belirli bir hedefe kars1 ozgiilliikleri
hesaplanabilir. Molekiiler kenetlenme programlari, ligandin konformasyonunun

minimum enerjiye yakinlagma saglamasina kadar tekrarl bir sekilde degerlendirildigi



bir arama algoritmasi icermektedir. Son olarak, aday pozlar1 degerlendirmek igin
elektrostatik ve van der Waals enerjilerinin toplamini hesaba katan bir afinite

puanlama fonksiyonu kullanilir (Pagadala, Syed, Tuszynski, 2017).

Bu tez calismasinda, veri bankalarinda var olan ilaglar gen ekspresyonu rehberli
(geneXpharma, Turanli, Giilfidan ve Arga, 2017) bir ara¢ kullanilarak melanom
hastalig1 i¢in yeniden konumlandirilmis ve Onerilen aday ilaglar ile hedef proteinleri
arasinda molekiiler kenetlenme caligsmalar1 yapilarak en uygun adaylar se¢ilmistir.
Secilen en iyi aday ilag-protein ¢iftleri icin molekiiler kenetlenme ile tahmin edilen
yapilar detayli olarak analiz edilmis ve veri olan durumlarda literatiir ile dogrulama
saglanmistir. Ayrica bu ¢alismanin devami olarak uzun vadede in vitro deneysel

calismalarla onerilen ilaglarin uygunlugunun gosterilmesi planlanmaktadir.

Tezin amaglar1 ve bu amaclar dogrultusunda kullanilacak yontemlerin bu boliimde
(Girig) tanitilmasinin ardindan, takip eden bdliimde melanom hastalifi ve tezde
kullanilan ila¢ yeniden konumlandirma ve molekiiler kenetlenme yaklagimlari ile ilgili
detayli literatiir dzeti verilmistir (Birinci Boliim). ikinci Béliim’de tezde kullanilan
Materyal ve Metotlar tanitilmistir. Sonuglar ve Tartisma (Ugiincii Boliim) kisminda
analiz sonuglar1 verilmis ve sonuglarin biyolojik olarak anlamlari tartigilmistir. Son
olarak tez sonuglandirilmis, temel bulgular 6zetlenmis (Sonuglar) ve gelecege yonelik

baz1 deneysel ¢alismalar igin tavsiyeler verilmistir (Tartisma ve Oneriler)






BOLUM I

1. LITERATUR OZETI

1.1 Melanom

Melanom, viicudun bazi bolgelerinde meydana gelen kotii huylu bir kanser tiirtidiir.
Melanom genellikle melanositlerin, kotli huylu (malign) hiicreler iiretmesiyle
meydana gelir (Domingues, Lopes, Soares, Popula, 2018). Melanomun viicutta
goriilmesi diger kanser tiirlerine yakalanma riskini de arttirmaktadir (Perera,
Gnaneswaran, Jennens ve Sinclair, 2014). Bu sebeple bu hastalikta erken teshis,
yasama sansini arttirmak i¢in ¢ok Onemlidir. Melanom o6liimciil kanser tiirlerinden
biridir. Ornegin 2016°da Ingiltere’de yapilan bir galismada 76.380 kisiye melanom
teshisi konulmus ve hasta bireylerin 10.130 tanesinin hayatim1 kaybettigi tespit
edilmistir (Amado, Thomas, 2018). Melanomun bireyde ortaya ¢ikmasina, genetik
yatkinlik, giines 1s18ina/ultraviyole radyasyona ¢ok maruz kalinmasi, hassas cilde
sahip olunmasi veya bagisiklik sisteminin zayiflig1 gibi nedenler gosterilebilir (Perera
ve digerleri, 2014). Giinesin zararli UV 1sinlarina kronik olarak maruz kalinmasindan
kaynakli goriilen melanom bazi gen mutasyonlarini igerir ve bunlarin en yaygin

ornekleri NRAS, KIT ve BRAF mutasyonlaridir (Wrobel, Przybylo ve Stepien, 2019).

Melanom genellikle bireylerin derisinde meydana gelirken goz, i¢ kulak, bagirsak gibi
viicudun diger bolgelerinde de rastlanabilir (Domingues ve digerleri, 2018). Melanom
pigmentli veya pigmentsiz goriilebilmekle birlikte, hastalarin genelinde pigmentli
olarak ortaya ¢ikar. Melanom tiirlerine gore dort alt sinifta toplanabilir. Yiizeysel
yayillma melanomu, ¢illi kotii huylu melanom, akral ¢illi melanom, nodiiler melanom
(McCourt, Dolan, Gormley, 2014). Bunlardan en sik goriilen yiizeysel yayilma

melanomu, cilt ylizeyinde biiylir viicudun her bolgesinde olusabilir ve pigmentli olarak



ortaya ¢ikabilir (McCourt, Dolan, Gormley, 2014). Cilli melanom yiizeysel yayilma
melanomuna benzerdir. Akral ¢illi melanom ise meydana geldigi bolge olarak
digerlerden farklilik gosterir. Tirnaklarin altinda, ayak tabanlarinda ve avug iclerinde
pigmentli olarak goriilebilir. Melanomun en tehlikeli olan sinifi nodiiler melanomdur
ve genellikle siyah renkli olmakla birlikte farkli renklerde de olabilir. Bireyin
govdesinde, bacaklarinda, sirtlarinda bunun yani sira erkeklerin kafa derisinde
goriilebilir (McCourt, Dolan, Gormley, 2014). Sekil 1’de goriildiigii gibi tiimorler
genellikle siyah veya kahverengi goriiliir ancak beyaz, mor, pembe gibi farkli

renklerde de olabilirler.

Sekil 1. Viicudun Farkli Bolgelerinde Goriilen Farkli Renk ve Boyutlardaki Melanom
Timorleri (WEB1L)

Melanomun mevcut tedavi yonteminden baslicalari: cerrahi miidahale, kemoterapi,
fotodinamik tedavi, immiinoterapi, biyokemoterapi ve hedefe yonelik tedavilerdir.
Sekil 2°de melanom tedavi yontemleri gosterilmistir (Wrobel ve digerleri, 2019).
Kemoterapi yontemine alternatif bir¢ok tedavi olmasina ragmen hala kullanilan en

yaygin yontemdir (Sekil 2).
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Sekil 2. Melanom Hastaliginda Uygulanan Tedaviler (Wrobel ve digerleri, 2019
kaynagindan adapte edilmistir.)

Cesitli  hastaliklarin  tedavisinde kullanilan ilaglarin yeniden konumlandirilma
calismalar1 1971°de baslamis ve halen ilag gelistirme ¢aligmalar1 devam etmektedir.
1975°te ilk olarak “Dacarbazine” gelistirilmis ve ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan onaylanmistir. O zamandan beri melanom igin gelistirilen ilaglar farkl
tedavi yontemlerinde kullanilmistir. Tedavi yontemleri ardisik ya da birlikte
uygulanabildigi gibi, tedavi siiresine ilaglar da tek baslarina ya da ilag kombinasyonu
seklinde uygulanmaktadir. Melanom tedavisinde siklikla kullanilan kemoteropatik
ilaclara 6rnek olarak, Cyclophosphamide ve Temozolomide ilaglar1 6rnek verilebilir
(Wrobel ve digerleri, 2019). Ayrica, Pembrolizumab, Nivolumab, Ipilimumab ve
Atezolizumab ise son yillarda immiinterapide yaygin olarak kullanilan ilaglardir
(Wrobel ve digerleri, 2019). Hedefe yonelik tedavilerde en ¢ok kullanilan ilaglar ise
Trametinib, Dabrafenib, Cobimetinib ve Vemurafenib’tir (Wrobel ve digerleri, 2019)
(Sekil 3).
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Sekil 3. Uluslararasi Klinik Arastirmalar Kayit Platformu (ICTRP) Veri Tabaninda 1971°den
2018’e Kadar Melanomda En Sik Kullanilan 20 ilag (flacin altindaki numaralar kullanildig

klinik tedavi say1si ¢aligmasi anlamina gelmektedir.) (Wrobel ve digerleri, 2019)

1.2 ilaclarin Yeniden Konumlandirilmasi

Yeni bir ilag kesfetmek mesakkatli, 10-15 yil kadar zaman alan, maliyeti milyonlarca
dolar1 bulan ve risk faktorii yiiksek bir siirectir. (Sertkaya, Birkenbach, Berlind ve
Eyraud, 2014). ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA)’ne gére 1995°ten bu yana yeni ilag
kesifleri sayisinda azalma oldugu belirtilmistir (WEB2). Ote yandan, Sekil 4 teki
grafikte goriildiigii gibi, [lag Arastirmalari ve Amerika Ureticileri (PhRMA) tarafindan
ilag gelistirmeye yonelik yapilan yatirnmlarin giderek arttirildigr bildirilmistir
(WEBB3). Ilaglarin yeni endikasyonlarin1 bulmak amaciyla son yillarda artan bir sekilde
ilaglarin yeniden konumlandirilmas: yontemi uygulanmaktadir (Xue, Li, Xie, Wang,
2018). Bu yontem oldukga etkili, ucuz ve daha az risklidir. Ayrica daha kisa zamanda
ve giivenilir sonug vermesi geleneksel yontemlere karsi iistiinliglinii gosterir. (Xue ve

digerleri, 2018).



I Onaylananilaglar - ——————— yatinm

FDA tarafindan onaylanan ilaglarin sayisi
Yatirnim (Milyar dolar)

Sekil 4. 1995-2015 Yillar1 Arasinda PARMA Uyesi Sirketler Tarafindan ilag Gelistirmeye

Yapilan Yatirim ve FDA Tarafindan Onaylanan laclarin Sayis1 (Xue ve digerleri, 2018)

1.2.1 Ilaglarn yeniden konumlandirilmasina yonelik hesaplamah yaklasimlar

Ilaglar1 yeniden konumlandirmak icin ilk olarak yeni ilag-hastalik iliskilerini
kesfetmek gerekir. Bu asamada, kullanilan veriler arastirmacilara yol gostericidir.
DrugBank (Wishart, Knox, Guo ve digerleri, 2006), ChemBank (Seiler, George, Happ
ve digerleri, 2008), OMIM (Hamosh, Scott, Amberger, Bocchini, Mckusick, 2005),
KEGG (Ogata, Goto Sato, Fujibuchi, Bono, Kanehisa, 1999) ve Pubmed (WEB4) gibi
veritabanlari ilaglar ve tedavisinde kullanildig1 hastaliklar hakkinda bilgi verir. MIPS
(Mewes, Hani, Pfeiffer, Frishman, 1998), PDB (Bernstein, Koetzle, Williams, 1977),
GEO (Barrett, Wilhite, Ledoux, 2013) ve GenBank (Benson, Cavanaugh, Clark,
Karsch-Mizrachi, Lipman, Ostellnve digerleri, 2012) gibi genomik veritabanlar
sayesinde ise genler hakkinda bircok yapisal bilgiye ulasabilir ve hesaplama
yapilabilir. Biyolojik deneysel yaklagimlarin aksine; veri glidiimlii hesapsal
caligmalarla zaman ve maliyetten kazanarak uygun ilag-gen ciftleri belirlenebilir.
[laglarm yeniden konumlandirilmasina ydnelik hesapsal yaklasimlar1 genel olarak ii¢

alt baglikta toplayabiliriz (Xue, Li, Xie, Wang, 2018):



1) Ag tabanli yaklagimlar
2) Metin incelemesi temelli yaklagimlar

3) Anlambilim temelli yaklasimlar

1.2.1.1 Ag tabanh yaklasimlar
Bu tezde kullanilan ag tabanli yaklasimlari kendi arasinda iki alt baslikta
inceleyebiliriz (Xue ve digerleri, 2018):

1)Ag tabanl kiime yaklasimlari

2)Ag tabanli ¢ogalma yaklasimlar

1.2.1.1.1 Ag tabanh kiime yaklasimlari

Bu yaklasim; protein, ilag, gen gibi yapilarin biyolojik aglardaki topolojik yapilarina
bakilarak ve kiimeleme algoritmalar1 kullanarak ilag-hastalik, ilag-hedef veya ilag-ilag
gibi yaklasimlari dnerebilmeyi amaclar. Ornegin, Yu ve arkadaslar1 (Yu, Huang, Ma,
Zhang, Zou, Gao, 2015), simetrik baglanabilme olasiligini da igeren ClusterONE
algoritmasi kullanarak, hastalik-protein-ilag aglarinin olusturulmasi igin yeni bir
yaklasim Onermistir. Bu calismanin sonucunda olasi hastalik-ilag etkilesimleri
bulunmustur. Ornegin, Iloperidonun hipertansiyon tedavisinde kullanilabilecegini
gostermiglerdir. Wu ve arkadaslarnt (Wu, Gudivada, Aronow, Jegga, 2013)
ClusterONE ve Louvain (Subelj ve Bajec, 2011) yontemlerinin birlestirilmesi yoluyla
yeni bir yaklasim gelistirmiglerdir. 98 kalint1 ve 1160 hastalik-ila¢ etkilesimi
bulmuslardir. Luo ve arkadaslart (Luo, Wang, Li ve digerleri, 2016), MBIRW
yaklasiminin ¢alismalarini ii¢ adimda belirtmiglerdir: (i) benzerligi fazla olan ilaglar
ve hastaliklar arasindaki hesaplama; (ii) ilag-ilag¢ alt aglari, hastalik-hasta alt aglar1 ve
ilag-hasta alt aglar1 elde etmek ve (iii) iki rastgele yol algoritmasi kullanarak ilag-

hastalik iligkilerini bulmak.
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1.2.1.1.2 Ag temelli cogalma yaklasim

Bu yaklagim iki tiirde olabilir: Lokal ve global (Emig, Ivliev, Pustovalova ve digerleri,
2013). Lokal yaklasimlar agdaki siirli bilgileri kullanir ve her zaman dogru sonug
vermeyebilir. Global yaklasimlar agdaki biitlin bilgileri igerir ve bu sebeple daha ¢ok
tercih edilir (Kohler ve digerleri, 2008). Vanunu ve arkadaslarinin (Vanunu ve
digerleri, 2010) 6nerdikleri PRINCE yaklasiminda gen diigiimleri 6nceki bilgileri veri
girisi olarak kabul eder ve bu bilgiyi komsu diigiimler yakinsak olana kadar iletir.
Yontem, hastalik-gen ag1 temeliyle ilgili skor fonksiyonunu formiile etme
kisitlamalarina dayanmaktadir. Skor fonksiyonu, dngoriilen her hastalik-gen cifti i¢in
bir giivenilirlik seviyesi verir. PRINCE, OMIM'den gelen 1369 hastalik veri noktasi
tizerinde degerlendirilmis ve tip 2 diyabet, Alzheimer hastalig1 ve prostat kanserine
neden olan bilinmeyen genleri tahmin edilmistir. Bu yontemle Methotrexate,
Gabapentin, Cisplatin, Donepezil ve Risperidone ilaglarinin endikasyonlari
bulunmustur. Emig ve arkadaslar1 (Emig ve digerleri, 2013) bigimsel bir baglanim
modeli ile dort lokal ve global ag yaklasimini birlestiren bir yaklagim 6ne siirmiislerdir.
Yaklasim, ila¢ hedefleri bilinen 30 farkli hastalik iizerinde degerlendirilmis ve yiizde
seksenin tlizerinde bir AUC (egri altindaki alan) vermistir. Ayrica, melanomun ilag
hedefi olan c-Myc geni de basarili bir sekilde tahmin edilmis ve bu bulgu deneysel
calismalar ile de dogrulanmistir (Ai, Wood ve Welsh, 2015). Bu yaklasimlarda
kullanilan aglar iki sinifa ayrilir: homojen ve heterojen. Bir hastaligin tedavi yolunu
olusturmak igin dncelikle protein-protein etkilesimi (PPI) ag analizlerinden incelenir
(Al ve digerleri, 2015). Protein-protein etkilesimlerini inceledigimiz ag yaklasimlari
homojen aglar olarak siniflandirabilir ve bu tip aglar veri tabanlar1 olusturularak
deneylerle giincellestirilmistir. ilaglarin yeniden konumlandiriimasiyla ilgili olarak
homojen aglar zamanla yetersiz kalmislardir. Bu sebeple heterojen aglar ortaya
cikmigtir. Heterojen aglar farkli yapilarin birbirleriyle etkilesimlerini incelememizi
saglar. Ornegin, ilag-gen veya ilag-gen-hastalik gibi yapilar arasindaki etkilesimleri
gibi. Bu yaklagim mevcut yontemlerin iyilestirilmesini ve ayn1 zamanda daha kararli
ve verimli yapilar olusturmayi1 hedefler. Bu tezde kullanilan geneXpharma yontemi de

ilag-gen-hastalik arasinda iliski kuran heterojen ag yaklasimini igermektedir.
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1.2.1.2 Metin incelemesi temelli yaklasimlar

llaclarin yeniden konumlandiriimasiyla ilgili literatiirde yapilmis birgok c¢aligma
vardir. Bu baglamda, literatiirden bilgi edinerek biyolojik yapilar arasindaki iliskileri
tanimlama yaklasimi giinden giine artmustir (Papanikolaou, Pavlopoulos, Theodosiou,
Vizirianakis, Iliopoulos, 2016). Metin incelemesi yaklagiminda kullanilan araglarin
girdileri genellikle literatiirden alinan biyolojik terimlerdir ve buna uyan ¢iktilar
biyolojik terimlerin iliskilerinin listeleridir. iliskilerin giiven seviyeleri genellikle
hesaplamal1 yaklasimlar veya biyolojik deneyler kullanilarak degerlendirilir. Bu
araclar iki kategoriye ayrilabilir: Statik ve dinamik araglar. Statik araglar veritabanlar
veya biiyiikk boyutlu belgeler iizerine insa edilmistir. Veri biiyiikliigii sebebiyle bu
araglarin zaman agisindan performansi zayiftir. Bu sorunu ¢ézmek igin, statik
araglarda sorgu islemini hizlandirmak icin belgeler veya kayitlar icin dizinler
olusturulmustur. Ornegin, DrugQuest (Papanikolaou ve digerleri, 2016), ilag-ilag
iligkilerini tahmin etmek amaciyla kullanilan umut verici bir sorgu aracidir. Fakat
DrugQuest yalnizca ilag veri bankasi olan Drugbank veritabanini desteklemektedir, bu
da sorgulama sonuglarinin siirlandirilmasina neden olur. Statik araglarin genellikle
yalnizca eski sonuglara ulasabilmesi bazi sorunlara neden olabilir. Bu yiizden
dokiimanlarimi giinliik olarak giincelleyen bir¢ok dinamik arag¢ gelistirilmistir (Xue ve
digerleri, 2018). Bu araglarin maliyetini azaltmak icin dnbellek ve indeks tekniklerini
kullanmistir. Ornegin, PolySearch2 (Xue ve digerleri, 2018) yanit siiresini azaltmak
icin bir 6nbellek teknigi kullanmis, BEST (Lee, Kim, Lee, Choi, Kim, Jeon, 2016) ise
hesaplama siiresini azaltmak i¢in bir indeksleme teknigi kullanmistir. BEST; genler,
hastaliklar, ilaglar, hedefler, transkripsiyon faktorleri, miRNAlar ve mutasyonlar dahil
olmak iizere bir¢ok biyolojik yapiyr sorgulayabildigimiz bir aragtir. Glincel olmayan
sonu¢ sorununu Onlemek i¢in, arag PubMed sisteminden yeni indekslenen 6zetleri
otomatik olarak indirir ve dokiiman endekslerini her giin giinceller. Bununla birlikte
BEST 6nemli biyomedikal varliklarin, mutasyonlarin, hedefler ve ilaglar gibi yapilarin
iligkilerini sinirlar. Metin incelemesi araglari, ilacin yeniden konumlandirilmasinin
zaman karmagikligini azaltir ve arastirmacilarin deneysel sonuglarin1 dogrulamalarina

yardimei olur.
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1.2.1.3 Anlambilim temelli (semantik) yaklasimlar

Anlambilim temelli yaklagimlar temel olarak {i¢ adim igerir. Ilk olarak, biyolojik varlik
iliskileri tibbi veritabanlarindan alinir. Ardindan, mevcut ontoloji aglarina dayanan
semantik aglar, dnceki adimdan elde edilen bilgilere eklenerek olusturulur. Son olarak,
semantik agdaki yeni iliskileri tahmin etmek icin veri madenciligi algoritmalari
tasarlanmistir. Chen ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢calismada, ilaglar, hedefler,
proteinler ve hastalik yollar1 verilerine sahip 290.000'den fazla digiim ve 720.000
kenardan olusan bir anlamsal bagl ag kurulmustur (Chen, Ding, Wild, 2012). Daha
sonra, yazarlar ilag-hedef iligkilerini tahmin etmek igin istatistiksel bir model
uygulamuslardir. Ornegin, migren tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan Barbitiiratin,
uykusuzlugu tedavi etmek icin kullanilmas literatiir destegiyle 6ngoriilmiistiir (Chen
ve digerleri, 2012). Bir baska Ornekte ise yazarlar meme kanserinin tedavisinde
kullanilan bir ila¢ olan Tamoksifenin, literatiirde yapilan taramayla dogrulayarak
yumurtalik kanserini tedavi edebilecegini bildirmislerdir (Lee, Shin, Kim, 2012).
Anlambilime dayali yaklagimlar, biiylik Ol¢lide literatiirde yer alan anlambilim
bilgisinden tam olarak faydalanir. Bu tiir yaklagimlar biyolojik varliklarmn iligkilerini

ongorme firsat1 saglamaktadir.

1.3 ila¢ Gelistirmede Kullanilan Hesaplamah Yaklasimlar

Geleneksel ila¢ gelistirme yontemleri maliyetli, basarisizliga egilimli ve pahali
girisimlerdir. Bu nedenle, ilaglarin yeniden konumlandirilmastyla ilgili ¢aligmalar son
donemlerde 6nem kazanmustir ve klinik kullanimlar i¢in ilaglar tedavi amaciyla daha
hizli sunulmaktadir. Bununla birlikte, ilaglarin yeniden konumlandirilmasi, teknoloji,
ticari modeller, patentler, yatirnm ve pazar talepleri gibi ¢ok sayida faktorii igeren
karmagik bir siirectir. Birgok tibbi veri tabani olusturulmus olmasina ragmen, biiyiik
miktardaki tibbi veriden tam anlamiyla faydalanmak icin uygun yaklasimi se¢cmek
zordur. Fikri miilkiyet hakki (IP) sorunu, ¢oziilmesi gereken diger bir 6nemli konudur.
[laglarm yeniden konumlandirilmasi igin IP korumasi sinirhidir (Oprea, Bauman,
Bologa ve digerleri, 2011). Ornegin, arastirmacilar, ilac1 yeniden konumlandirarak
tespit edilen bazi yeni ilag-hedef-hastaliklar1 yayinlamistir veya veritabanlar ile
dogrulamistir; bununla birlikte, yasalar nedeniyle bu tiir IP korumasi istemek zordur.

IP sorunu, yeniden konumlandirilan bazi ilaglarin piyasaya girmesini Onler. Ayrica,
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baz1 yeniden konumlandirma projeleri zaman ve para kayb1 oldugu icin terk edilmek
zorunda kalmigtir (Roin, 2008). ilk ila¢ yeniden konumlandirma &rnegi, 1920'lerde
tesadiifi bir kesif olarak kayda gec¢mistir. Yaklasik yiizyilllik gelismeden sonra,
ilaglarin yeniden konumlandirilmasi siirecini hizlandirmak i¢in daha fazla yaklasim
Onerilmistir ve giiniimiizde ilaglarin  yeniden konumlandirilmasi basariyla
yapilmaktadir (Xue ve digerleri, 2018). EK-1’de verilen tabloda, literatiirden toplanan

75 ilag i¢in yeniden konumlandirma bilgileri listelenmistir.

Son yillarda, ilaglar i¢in yeni endikasyonlar bulmak amaciyla hesaplamali ve deneysel
yaklagimlar birlestirilmis ve kombine yaklasimlar ortaya c¢ikmistir. Burada
hesaplamali yontemlerinin sonucu, biyolojik deneyler ve klinik testlerle
dogrulanmistir. Hesaplamali yaklasimlari destekleyici bazi deneysel yaklasimlar
sunlardir: Hedef Tarama Yaklasimlari (Oprea TI, 2011; Roin BN, 2008; Swinney DC,
2011; Fields JD, 2009; Kuter DJ, 2007), Hiicre Tahlili Yaklasimlar1 (Selby P, 1983;
Shah ET, 2016; Eriksson A, 2015; Sant'anna R, 2016), Hayvan Modeli Yaklasimlari

ve Ilaglar ile Hastaliklar Arasinda Dogrudan Baglant1 Sunan Deneysel Yaklagimlar.

Kombine yaklagimlar, yeniden konumlandirilan ilacin etkili ve hizli bir sekilde
gelistirilmesinde yeni imkéanlar sunmustur. IP sorunu ¢oziildiigiinde, pek ¢ok iilkede
endise uyandiran bir¢ok yeniden konumlandirma projesi diisiik maliyetle sorunsuz bir
sekilde yiriitilmistiir. Ticari model ile ilgili olarak, paralel stratejiler ilacin yeniden
konumlandirilmasinda etkin bir gelisme saglar. Ornegin, bir aday ilag igin, yeniden
konumlandirma zamanmi ve maliyetini azaltan ¢ok sayida test veya g¢alisma
yapilmistir. Nadir goriilen hastaliklara bakildiginda, {izerinde calisilmas1 gereken
6000'den fazla hastalik vardir. Ancak, bunlarin yalnizca %5'1 arastirilmaktadir

(Sardana ve digerleri, 2011). Nadir hastaliklar kesfedilecek biiyiik ticari bir pazardir.

Tez arastirmalarimiz sirasinda ¢ikan giincel bir ¢alisma (Khosravi, Jayaram, Goliael,
Masoudi-Nejad, 2019) ile ortak sonug¢larimiz arasindaki (sonuglar hakkinda detayli
bilgi BOLUM III'te) benzerlikler tartisilmistir.
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1.4 Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler Kenetlenme, c¢aligmalar1 1980’lerin baslarinda yiizey alanlarinin
kullanilmastyla baslamistir ve glinlimiizde de bu alandaki ¢alismalar devam etmektedir
(Prieto-Martinez, Arciniega, Medina-Franco, 2018). Molekiiler kenetlenme, iki
molekiil arasindaki olas1 etkilesimlerin ve baglanma modellerinin tahminlerinde
kullanilan bir yontemdir (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018) (Sekil 5). Bu tez
caligmas1 kapsaminda, molekiiler kenetlenme metodu kullanilarak melanom igin
yeniden konumlandirilmasi yapilan aday ilaglarin ve hedef proteinlerinin baglanma
potansiyelleri ve tahmin edilen yapilar i¢in baglanma bdlgeleriyle ilgili detaylar elde

edilmistir.

HEDEF LIGAND KOMPLEKS

+ kenetlenme

v

kenetlenme

v

Sekil 5. Molekiiler Kenetlenme (WEBS)

Molekiiler kenetlenme ¢esitli bilgisayar yazilimlar araciligiyla ilag-protein, enzim-
substrat, ilag-niikleit asit, protein-niikleit asit, protein-protein etkilesimlerinin
baglanma modunu hesaplamayr ve molekiiller tanimayr saglayan hesaplama
yontemidir (Tablo 1). Deneysel yontemlerden daha ekonomik ve metot olarak daha
kolay olmas1 sebebiyle molekiillerin kompleks halindeki yapilarinin tanimlanmasinda
daha avantajlidir. Molekiiler tanimlamada veri bankalarindan ilag¢ ve proteinlerin {i¢

boyutlu yapilart segilerek birgok modelleme yapilabilir. Birgok olast konumlandirma
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tahminleri yapilir ve bunlarin arasindan birbiriyle en iyi eslesme yapan yapilar
secilebilir. Bu ¢aligmalarin sonucunda kenetlenme metoduyla uygun bulunan ilaglarin,
bilinen endikasyonlar1 disinda yeni endikasyonlar 6nerilebilir (Huang, S.-Y, Grinter,
Z., Zou, X, 2010).

Tablo 1. Protein-Ligand Kenetlenmesinin Bilgisayar Yazilimlari, Internet Sunuculari ve

Algoritmalari
iSim ARASTIRMA ALGORITMASI TUR REFERANS
AUTODOCK4 Lamarckian genetik algoritmast ~ Akademik  Morris ve digerleri, 2009
DOCK Sekil eslestirme Akademik  Allen ve digerleri, 2015
OEDOCKING  Sekil eslestirme Akademik ~ [<elley, ~ Brown, ~Warren &

Muchmore, 2015; Mcgann, 2011
Nabuurs, Wagener & De Vlieg,
FLEKSY Kiime-temelli Ticari 2007; Wagener, De Vlieg &
Nabuurs, 2012

SWISSDOCK Evrimsel optimizasyon Akademik A. Grosdidier, Zoete & Michielin,

2011
. . S Jones, Willett, Glen, Leach &
GOLD Genetik algoritma Ticari Taylor, 1997
GLIDE Hibrit Ticari Friesner ve digerleri, 2004
VINA Bolgesel optimizasyon Akademik  Trott & Olson, 2009
RDOCK Hibrit Akademik  Ruiz-Carmona ve digerleri, 2014
LEDOCK Benzetimli-tavlama Akademik  Unzue ve digerleri, 2016
PLANTS Karinca koloni optimizasyonu Akademik  Korb, Stiitzle & Exner, 2009
HADDOCK Hibrit Akademik g’é’ég'“g“ez' Boelens & Bonvin,
SURFLEX-DOCK Sekil eslestirme Ticari Spitzer & Jain, 2012
MOE Hibrit Ticari Vilar, Cozza & Moro, 2008
FLEXX Sekil eslestirme Ticari Kramer, Rarey & Lengauer, 1999
Corbeil & Moitessier, 2009; De
Cesco, Kurian, Dufresne,
FITTED Hibrit Ticari Mittermaier & Moitessier, 2017;
Englebienne & Moitessier, 2009;
Moitessier ve digerleri, 2016
. . — Venkatachalam, Jiang, Oldfield &
LIGANDFIT Sekil eslestirme Ticari Waldman, 2008 g
ICM Hibrit Ticari Neves, Totrov & Abagyan, 2012
IGEMDOCK Evrimsel optimizasyon Akademik  Yang & Chen, 2004

Kenetlenme temel olarak alt1 isleme dayanir:

1) Ligand ve proteinin (makromolekiil) hazirlanmasi (Halperin, Ma, Wolfson,
Nussinov, 2002)
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2) Kenetlenme tiiriiniin belirlenmesi (esnek veya sert) (Agarwal, Mehrotra,
2016)

3) Ligand konformasyonlarinin uygunluklari i¢in arama stratejisinin
belirlenmesi (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018)

4) Skor fonksiyonu (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018)

5) Kenetlenme Dogrulugu (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018)

6) Validasyon (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018)

1.4.1 Ligand ve proteinin hazirlanmasi

Hesaplamaya baslamadan once (eger varsa) protein ve ligandin birbirine bagli oldugu
yap1 tercih edilmelidir. Genellikle yiiksek ¢oziiniirliiklii i¢ boyutlu, birbiriyle ilgili,
kristalize edilmis veya dogal substratlar secilmelidir. Her proteinde bu o6zellikler
gecerli olmayabilir ve bu durumda daha once kenetlenme veya yapisal galisma
raporlar1 bulunan yapilar tercih edilir. U¢ boyutlu yapilar genellikle Protein Veri
Bankasi’ndan (PDB) elde edilir. PDB’deki dosyalarin bazen (Tablo 5’deki bazi
programlarin hazirlhik modiilii kullanilarak) diizeltilmesi gerekebilir (Warren, Do,

Kelley, Nicholls ve Warren, 2012).

Yazilimlarin parametreleme yontemleri farkli oldugu i¢in, kenetlenme sonuglarinin
karsilastirilmast ve hesaplanmasi amaciyla yapilan tiim g¢aligmalarin ayni yazilim
kullanilarak yapilmasit ve sonlandirilmasi ©Onerilir. Ornek olarak Autodock ve
SwissDock bir i¢ kuvvet alan1 kullanirken, MOE, LeDock, AMBER ve CHARMM
atom tiirlerini kullanirlar (Feher, Williams, 2012). Ligand ve protein verilerinin
hazirliginin ardindan baglanma yerlerinin belirlenmesi ve sinirlandirilmasi gerekir.
Bagli bir ligandin koordinatlarin1 kullanarak veya koordinatlar1 olusturarak baglanma
yerine karar verilir. Bazi programlar ise tahmini baglanma yerlerini gosterir ve tahmini

baglanma yerlerinin hesaplanmasina olanak saglar (Marzaro ve digerleri, 2013).

1.4.2 Kenetlenme tiiriiniin belirlenmesi
Protein ve ligandin hazirlanmasimin ardindan kenetlenmenin tiirtinii belirlemek

gerekir. Esnek kenetlenme enerji degerleri i¢in kalintilarin (rezidii) yan zincirlerinin
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farkli konformasyonlar1 kullanilir ve kalinti-ligand etkilesimi i¢in bu ‘yumusatilmig

potansiyel’’ anlamina gelir (Dastmalchi, 2016).

1.4.3 Ligand konformasyonlarimin uygunluklari i¢in arama stratejisinin
belirlenmesi

Ligand konformasyonlar1 ve yerleri kenetlenme algoritmasinin se¢imine baglidir. Bu
konformasyonlar1 belirlemek rastgele veya sistematik bir sekilde yapilabilir.
Sistematik arama bu konformasyonlarin kombine edilmis yapisal analizlerini ve
uyumlu eglesen yapilarin 6rneklerini kapsar. Bu arama i¢in ¢ok fazla kaynak taramak
gerekir ve bu da uzun zaman alabilir. Bu sebeple ligand1 par¢alamak, pargalari i¢in
arama yapilarak birini ana yap1 belirlemek ve kalan pargalarin kombinasyonlarini buna
eklemek gerekir (Ferreira, G., Dos Santos, N., Oliva, G., Andricopulo, D., 2015).
Rastgele secimlerde ise Monte Carlo (MC) veya Genetik Algoritmalar (GA)
kullanilabilir. Bu algoritmalar bag rotasyonlarina dayanan farkli agilar gelistirir

(Meng, X.-Y., Zhang, H.-X., Mezei, M., Cui, M., 2011).

Bu konformasyon calismalari bir¢ok sayida yapiy1 olusturur. Tabii ki bunlarin kii¢iik
bir kism1 biyolojik olarak birbiriyle ilgilidir. Molekiiller aras1 etkilesimler, ayrisma,
elektrostatik ve entropik etkilere bakilarak en 1yi sonu¢ digerlerinden ayrilir (Ferreira

ve digerleri, 2015).

1.4.4 Skor fonksiyonu
Puanlama islevleri kuvvet alanina dayali, deneysel (ampirik) ve bilgi temelli olarak

siniflandirilabilir.

1.4.4.1 Kuvvet alanina dayah skor fonksiyonlari

Bu yaklasim; bag germe, elektrostatik, baglanmayan etkilesimleri hesaba katan bir
“ana iglev” olusturmak i¢in bazi1 parametreleri kullanmaktadir ve asagida varsayimsal
kuvvet alanma dayali bir puanlama fonksiyonu 6rnegi verilmistir (Denklem 1). Bu
yaklasim uzun siiren hesaplamalar gerektirir (Kitchen, Decornez, Furr, Bajorath,
2004).
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Denklem 1. Varsayimsal Kuvvet Alanina Dayali Bir Puanlama Fonksiyonu

Aij Bij Aij Bij
ij

ri,-12 Tij6

)+ Welecy;; atqj

)+ WHbond ¥;; E(t)( rij (rij)

Tij6

1.4.4.2 Deneysel skor fonksiyonlar:

Bu puanlama skorlar1 daha ¢ok deneysel degerlerin ¢ogaltilmasini igerir (Denklem 2).

Denklem 2. Deneysel Skor Fonksiyonlari

EpLants = T pLp + T clash + T tors + Csite — 20

Atom tiplerine gore sekil tamamlayiciliginin degerlendirilmesi (fprp), ligandlarin
kesigmesi potansiyeli (fciash), torsiyonel kuvvetalani (fiors) tarafindan uygulanan ligand
potansiyeli ve ligand etkilesimlerini (csite) giiclendirmek amaciyla baglanma noktasi
katkilar1 ifade edilmistir (Korb, Stiitzle, Exner T, 2009). Burada -20 degeri skor
degisimi i¢in belirtilmistir ve bu enerji parametrelerinin yeterince gii¢lii olmadigi iddia
edilmistir (Ferreira ve digerleri, 2015; Meng ve digerleri, 2011). Deneysel skorlarin
¢ogu, birbirine 6zgli protein-ligand komplekslerinden ve heterojen verilerden elde
edilmistir bu yiizden bazi1 kisitlamalari vardir (Pason ve Sotriffer, 2016). Ama yine de
deneysel puanlama fonksiyonlari, kuvvet alanina dayali fonksiyonlardan daha hizh
hesaplanir ve baglayicilik anlaminda daha muhtemel tahminleri saglar (Murray,

Auton, Eldridge, 1998).

1.4.4.3 Bilgi temelli skor fonksiyonlari

Bu fonksiyonlar, enerji degerlerini degil yapilari yeniden olusturmak igin
tasarlanmistir. Yapilar, bilinen reseptor-ligand komplekslerinden tiiretilmis ikili
potansiyeller kullanilarak olusturulmustur (Ferreira ve digerleri, 2015; Kitchen ve
digerleri, 2004). Ornegin, Denklem 3 Kii¢iik Molekiil Biiyiimesi (SMoG2001)
tarafindan hesaplanan puanlamay1 gosterir (Prieto-Martinez, 2018). Ilk terim, protein

ve ligand arasindaki temas olasiliginin normallesmesini igerir, F™X, ligandlarm
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konformasyonel entropilerini azaltan "donmus" esnek baglarin katkisini gosterir ve

N™ tip I ve II'deki esnek baglarin sayisi belirtir (Ishchenko ve Shakhnovich, 2002).

Denklem 3. SMoG Kenetlenme Hesaplamasi

FsmoG2001 - Z r 2 p 2 l F(r’ Op, O'I) AFrotly\rotl y prot2 , pyrot2

Bilgi tabanli fonksiyonlarin, performans ve hesaplama siiresi arasindaki denge, diger
yontemlere gére daha avantajlidir. Bunlara ek olarak, siilfiir-aromatik gibi nadir
goriilen etkilesimleri dikkate alabilir (Meng ve digerleri, 2011). Bir referans durumun
tanimlanmas1 gerekir, bu durum ¢ift potansiyellerin sifir oldugu bir durumdur ve
sonuglar1 6nemli dlclide etkileyebilir (Muegge, 2000). Tahmini enerjiyi arttirma
caligmalar1 “hibrit” yaklagimlarla sonuglanmistir. Daha gelistirilmis siiriim olarak
SMo0G2016, deneysel verileri ve bilgi temelli potansiyelleri birlestirerek sonuglari
daha verimli kilmistir (Debroise, Shakhnovich, Cheron, 2017).

1.4.5 Kenetlenme dogrulugu

Bugiine kadar, farkli kenetlenme programlarini karsilastiran ¢aligmalar yapilmistir.
(Cross ve digerleri, 2009; Elokely & Doerksen, 2013; Perola, Walters ve Charifson,
2004; Tuccinardi ve digerleri, 2014; Wang ve digerleri, 2016). Kenetlenme
yontemlerinin molekiil etkilesimleriyle olusan kompleks yapilarin dogru bir sekilde
belirlenmesinde ortalama olarak yaklasik %60-75 lerde bir basar1 oranina sahip oldugu
gosterilmistir (Cole ve digerleri, 2017; Wang ve digerleri, 2016). Her zaman mutlak
degeri en yiiksek olan enerji degerindeki pozun en iyi poz oldugu sdylenemez
(Waszkowycz, Clark ve Gancia, 2011). Referans ligandlarin, ayni proteinin dogal
olmayan yapilarina yerlestirilmesi, genellikle baglanma modunun yanlis tahmin
edilmesine neden olur (Corbeil ve Moitessier, 2009). Kenetlenme enerji degerlerini

arttirmak icin topluluk ve konsensiis kenetlenme yontemleri uygulanabilir.
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1.4.5.1 Topluluk kenetlenme

Topluluk kenetlenme, farkli protein yapilarinda c¢oklu kenetlenme simiilasyonlar
gergeklestirilerek yapilir. Bu yaklasim, protein esnekligini kismen agiklar. Topluluk
kenetlenme dort boyutlu (4D) kenetlenme olarak kabul edilebilir ve yapilan
kenetlenme ¢aligmalarinin ylizde yetmis sekizinin dogru oldugu gosterilmistir.
(Bottegoni, Kufareva, Totrov, Abagyan, 2009). Hedef molekiilin uygun
konformasyonlar1  kristalografik ~ verilerden, NMR'den veya  hesaplama
modellemesinden elde edilebilir. Topluluk kenetlenme skorunu ve performansini
etkileyebilecek etkiler; toplama reseptorlerinin yapisi (Craig, Essex, Spiegel, 2010),
ligand esnekligi (Huang ve Zou, 2007), molekiiler benzerliklerdir (Ellingson, Miao,
Baudry, Smith, 2015; Korb ve digerleri, 2012).

Topluluk kenetlenme karmasik simiilasyonlar i¢in gegit teknigi olarak da islev goriir.
Ug boyutlu (3B) verilerin kullanilmasi, QSAR gibi diger metotlara entegre edilebilir
ve yapilarin uyumunu daha ayrintili bir yaklasimla gerceklestirmeyi miimkiin kilabilir
(Lill, 2007). Topluluk kenetlenmesinin, protein-protein etkilesimi, GPCR
modellemesi (Vilar, Costanzi, 2013), apo ve holo yapilarinin modellenmesi ve

toksisite alanlarinda (Evangelista ve digerleri, 2016) basarili oldugu kanitlanmistir.

1.4.5.2 Konsensiis kenetlenme

Konsensiis kenetlenme ile poz se¢imi ve baglanma kuvvetini gelistirmeye yonelik
calisilmigtir (Plewczynski, Lazniewski, Grotthuss, Rychlewski ve Ginalski, 2011).
Konsensiis kenetlenmeye alternatif yaklagimlar, baglayici pozlar1 degerlendirmek
amaciyla istatistiksel kriterleri kullanan siralama-temelli ve kesisim yontemleridir
(Feher, 2006). Bu yontemler pozun zenginlestirilmesine ve daha iyi skorlu siralama
sonuglarina izin verir (Du, Bleylevens, Bitorina, Wichapong, Nicolaes, 2014; Kukol,
2011). Bu kenetlenme tiirii, baska girdi veya hesaplamalar gerektirmez (Samanta, Das,

2017).
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1.4.6 Validasyon (Dogrulama)

Kenetlenme sonuglariin gesitli islemlerle dogrulanmasi gerekir (Verdonk, Taylor,
Chessari, Murray, 2007). Bu islem ilk olarak proteinin se¢ilmesi ve herhangi bir
simiilasyondan  segilen proteinin modellenmesiyle baglar. Kenetlenmenin
dogrulamasini1 yapabilmek i¢in bir¢ok veri bankasi kullanilabilir ve bunlardan en
yaygin olani Protein Veri Bankasi (PDB)’dir. PDB igeriginde 100.000’den fazla yap1
igerir (Berman ve digerleri, 2000) fakat tekrar etme, eksik atomlar, eksik kalintilar ve

belirsizlik gibi sebeplerle yeterli olmayabilir.

Validasyon agamasinda kenetlenme algoritmasinin iirettigi pozun, en iyi poz olup
olmadig1 deneysel yapi ile karsilastirilarak test edilir. Yapilarin karsilagtirilmasinda

yaygin olarak kok ortalama kare sapma (RMSD) kullanilir (Denklem 4).

Denklem 4. Kok Ortalama Kare Sapma denklemi

B O N PRI« I AL v Ay Sy
RMSD—\/N Zi=1(Xu Xdl) +(YC| Yd|) +(ZCI Zdl)

Bu denklem deneysel yapidaki atomlarin baslangi¢ koordinatlar: ile tahmin edilen
kenetlenmenin koordinatlarini karsilastirir (Dias, R., & de Azevedo Jr., W., 2008). Bu
deger 2A diisiik olmalidir ¢iinkii sapmanin biiyiik olmas: kenetlenme tahmininin
pozunun uygun olmadigint gésterir. RMSD hesaplamalari basittir ve dogrudan tahmin
ettigimiz  kenetlenme pozunu ve referans aldigimiz baslangic pozunu
karsilagtirmamiza yardimci olur. Fakat bu metrik sezgiseldir ve mutlak olarak kabul
edilmemelidir (Waszkowycz, Clark, Gancia, 2011). Yeniden eslestirmeyi en az 50 kez
tekrarlamak, kalinti ve referanslarin pozlarmmi belirli bir esik degerine gore
karsilagtirmasini olusturmak gerekmektedir (Morris, Lim-Wilby, 2008). RMSD'ye ek
olarak, dogru baglanma pozunun degerlendirilmesi, etkilesimin iyilestirilmesini temel
almali yani protein-ligand etkilesimleri referans alinan ve tahmin edilenler i¢in
eslesmelidir. Sanal tarama icin, kenetlenme performansinin bir baska nicel
degerlendirmesi, Alici-Kullanic1 Karakteristigi (ROC) egrisinin analizidir (Zou,
O’Malley ve Mauri, 2007) (Sekil 6). ROC egrileri 1 degerinde ozgiillige karsi
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hassasiyet gosterir. Ideal bir egri, sol iist kdseden ge¢melidir, buna karsin eksenlerin
tizerindeki bir diyagonal rastgele olanagi temsil eder (Brown ve Davis, 2006). Egri
altindaki alan (AUC), rastgele aktif bilesiklerin, rastgele aktif olmayan bilesiklerden
daha vyiiksek derecelendirilme olasiligimi temsil edecektir ((Prieto-Martinez ve

digerleri, 2018).

N

DOGRU POZITIF ORAN

RASTGELE OLAMNAK
TAHMIMI MODEL —

YANLIS POZITIF ORAN

Sekil 6. ROC Egrisinin Gosterimi. Ideal Model (bir okla isaretlenmistir); Varsayrmsal Egri
(yesil) ve Rastgele Sans (capraz ¢izgi (kirmizi))

1.5 Kenetlenme Ornekleri

1.5.1 Protein-ligand kenetlenmesi

Muhtemel protein-ligand kompleksinin davranigini test edebilmek igin, eger varsa,
deneysel yontemlerle belirlenmis {i¢ boyutlu yapilarindan faydalaniriz (Berman ve
digerleri, 2000). Protein Veri Bankasi’na (Protein Data Bank, PDB) yiiklenen deneysel
yapilar ligandin (mesela ila¢ molekiilii) proteine bagladig yer ile ilgili bilgi verir.
Protein-ligand kenetlenmesinde, sadece komsu kalintilar esnek olarak kabul edildigi

icin ve allosterik etkiler g6z dniine alinmadig: i¢in 6rnekleme alani dardir.
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Esnekligi 6rneklemenin bir yontemi, Protein Enerjisi Peyzaji Kesfi'dir (PELE). Bu,
protein ve ligand yapilarini birlestiren bir Monte Carlo yaklagimidir. Temel olarak, ii¢
ana yaklasim igerir: 1) ligand ve protein pertiirbasyonu (rotamer kiitiiphanesi
kullanarak); 2) yan zincir 6rneklemesi (algoritmalar yoluyla) ve 3) metropolis
kriterlerini kullanarak en aza indirme ve kabul etme. Bu islem hesaplama agisindan
daha pahal1 olabilir, ancak 6zellikle bir proteinin baglanma bolgesi bilinmediginde
faydali bir eleme yapilmasini saglar. Son zamanlarda yapilan bir ¢calisma, PELE'nin
cok esnek proteinler i¢in baglanma bodlgelerinin  ve pozlarinin  dogru
degerlendirilmesinde basarili bir sekilde uygulandigini gostermistir (Grebner ve

digerleri, 2016).

PELE'ye benzer sekilde, giivenilir sonuglara ulagabilmek i¢in baska Monte Carlo
yontemleri de uygulanmistir. Ornegin, serbest enerjiyi hesaplamak icin Monte Carlo
Entegrasyonunu kullanan MTflex uygulamasi bulunmaktadir. Sonuglari iyilestirmek
icin referans atom konumlar1 kullanilabilir. Bu yontemle daha verimli topluluklar

tiretilmis ve 6zellikle RMSD azaltilmistir (Bansal, Zheng, Merz, 2016).

1.5.2 Protein-Protein Kenetlenmesi

Protein-protein kenetlenmesi onemli modellemelerden biridir. Proteinler arasindaki
etkilesimler, yapilan kiigiik degisikliklerle bile oldukca karmasik hale gelirler (Bonvin,
2006). Kavramsal olarak, protein-protein kenetlenmesi, her bir proteini kaba modelleri
ile minimize eden ve baglanma bdlgeleri i¢in bolgesel arama kullanan biitiin
kompleksin 6ngoriisii olarak ele alinabilir. Bununla birlikte, kenetlenmenin bolgesel
minimize edilmis kisimlar1 ¢ok boyutlu bir hesaplamayi igerir, oysa algoritmalar
problemi fiziksel olarak dogru ¢o6zmeyebilir (Vakser, 2014). Bu nedenle, protein-
protein kenetlenmesi i¢in asil zor olan omurganin esnekligidir. Bu amagla, Rossetta
tarafindan Monte Carlo teknikleri protein-protein kenetlenmesinde basariyla
uygulanmistir (Wang, Bradley, Baker, 2007). Gergek¢i kompleks yapilari, tahmini
yapilardan ayirmak i¢in ayrintili ve kapsamli hesaplama g¢aligmalarinin yapilmasi
gerekir (Vreven ve digerleri, 2015). Bir kompleksin iki bileseninin ayr1 ayr1 ii¢ boyutlu
yapisin1 biliyor ve bir kenetlenme modeli olusturuyorsak, bu modelin ne kadar

giivenilir ve dogru oldugunu prestijli bir tahmin yarigmasi olan CAPRI (Etkilesim
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Ongoriilerinin Kritik Degerlendirmesi) ile degerlendirebiliriz. CAPRI gizli bir tahmin
deneyidir. Protein-protein etkilesimleri ve makromolekiiller arasindaki diger
etkilesimleri degerlendirmek i¢in tasarlanmis yapiya dayali bir yontemdir.
Yaymlanmamis deneysel kristal veya NMR kompleks yapilar1 CAPRI yonetimine
gizlice iletilir ve katilimeilar bu kompleks yapisini olusturan yapilart hedef olarak alip
deneye en yakin sekilde modellemeye calisirlar. CAPRI web sitesinde degerlendirme
icin on model set sunulur. Tahmin turu tamamlandiktan sonra, CAPRI
degerlendiricileri deneysel yapilarla yapilan tahminleri karsilagtirir ve modelleri
ongoriilen etkilesimlerin geometrisine ve biyolojik ilgi diizeyine bagli olan kriterler

tizerinde degerlendirir.

1.5.3 Kenetlenmede poz ve puanlama

Yapilarin kenetlenme 6ncesinde dogru hazirlanmasina yonelik 6nemli gelismeler
olmustur (Alonso, Bliznyuk ve Gready, 2006; Uehara, Tanaka, 2017). Ligand
hazirlamak icin, kullanilabilecek yontemler su sekildedir: semiempirik yiikler
kullanarak optimizasyon (Adeniyi ve Soliman, 2017; Marzaro ve digerleri, 2013;
Oferkin ve digerleri, 2015; Xu ve Lill, 2013), COSMO c¢o6ziilmesi (Oferkin ve
digerleri, 2015), molekiiler mekanigi Poison-Boltzmann/yiizey alan1 (Halperin,
Wolfson ve Nussinov, 2002) ve kuvvet alani optimizasyonu (Zoete, Cuendet,
Grosdidier & Michielin, 2011). Bunun disinda kuvvet alan1 optimizasyonunun, yari
deneysel yontemlerle (6rnegin CHARMM-GBSW gibi) karsilastirilabilir oldugu ve
komplekslerin daha iyi enerji tahminine olanak sagladigi gosterilmistir (Sulimov,
Kutov, Katkova, Ilin ve Sulimov, 2017). Ayrica, yeni modellerin sunulmasiyla ve
gelistirilmesiyle baglanmanin daha iyi tahmin edilebilecegi one siiriilmiistiir. Bu
amagla, baglanma tahminlerinin daha iyi sonuglari i¢in ilave modeller olusturulmustur
(Ballester, Schreyer ve Blundell, 2014). Kenetlenme skorlar1 bir test setinden
tiiretildigi i¢in simirlidir ve bir referansla karsilastirilmadik¢a tam olarak dogrulugu
iddia edilemez. Ozel durumlarda, yani simetrik ligandlar (Huang, Grinter ve Zou,
2010) ve enantiyomer giftleri kullanilan kenetlenme ¢aligmalarinda sonuglar belirsiz

olabilir (Ramirez & Caballero, 2016).
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1.5.4 Suda ¢6zme ve kenetlenme

Coziciiniin (6zellikle su molekiilleri) uzaklastirilmasi, kenetlenme caligsmalarindaki
onemli bir sorundur (Fischer, Merlitz ve Wenzel, 2008). Bu degerlendirmeler
puanlama fonksiyonu yaklasimlarina ve verilen sistemin serbestlik derecelerini
simnirlamak i¢in hesaplanan zamana dayanir. Bununla birlikte, bu kenetlenme
hesaplamalarindaki sorun su molekiillerinin dahil edilmesi ile sinirli kalmamakta, ayni
zamanda baglanmaya ve baglanmanin etkilerine su katkisini dogru degerlendirmek
onem arz ermektedir (Fischer ve digerleri, 2008; Parikh ve Kellogg, 2014).
Kenetlenme hesaplamalar1 sirasindna su molekiillerini dahil etmeye yonelik ilk
calismalar, skorlamada 6nemli bir iyilesme elde edilmedigini gostermistir (Roberts ve

Mancera, 2008).

Gliniimiizde ¢ogu kenetlenme programi hesaplamalar sirasinda su molekiillerinin
varligimi degerlendirebilir. Bununla birlikte, farkli etkilesimli sulari igeren
karsilastirmalar yapma ve yer degistirebilen degistiremeyen sular1 dogru sekilde ayirt
etme gibi bazi zorluklari devam etmektedir (Waszkowycz ve digerleri, 2011).
Dolayisiyla, buradaki ilk adim, kilit su molekiillerinin tanimlanmasi1 ve bu
molekiillerin kenetlenmeye katkilarini belirlemektir (Kumar ve Zhang, 2013). Su
molekiillerinin dogru temsilini gelistiren yontemler sunlari igerir: serbest enerji
pertiirbasyon yontemleri (Jorgensen ve Thomas, 2008), Monte Carlo olasilig1 (Parikh
ve Kellogg, 2014), baglanma bodlgesinde suyun molekiiler dinamigi (Schrédinger
tarafindan uygulandigi gibi) (Kumar ve Zhang, 2013; Waszkowycz, Clark ve Gancia,
2011), PLANTS tarafindan uygulanan suyun yer degistirmesi (Korb ve digerleri,
2009), su molekiillerinin ek torsiyonlar olarak ligandlara baglanmasi (Lie, Thomsen,
Pedersen, Schiott & Christensen, 2011), QM / MM hibrit yontemleri (Xu & Lill, 2013)
ve COSMO ¢oziilmesi ve ligandlar i¢in yar1 deneysel yiikler (Oferkin ve digerleri,
2015). Ayrica ek yontemler, Autodock (Forli ve digerleri, 2016), Rossetta (Lemmon
ve Meiler, 2013), Vina (Ross, Morris ve Biggin, 2012) tarafindan uygulanan protein
merkezli ve ligand merkezli hidrasyon i¢in “hidrat kenetlenme” senaryolaridir (Sridhar
ve digerleri, 2017).
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1.5.5 Kovalent kenetlenme

Kovalent inhibitorleri veya degistiricileri, genellikle toksisite sebebiyle ila¢ adayi
olarak pek 6nemsenmez. Kovalent degistiriciler bulasici hastaliklar i¢in daha segici ve
etkili olabilirler (Schroder ve digerleri, 2013). Kayda deger oOrnekler, asetil-
kolinesteraz modiilatorleridir (King ve Aaron, 2015). Kovalent kenetlenme igin
mevcut programlar arasinda Autodock, CovDock / Glide, DOCK, FITTED, FlexX,
GOLD, ICM ve MOE bulunur. Bununla birlikte, kovalent etkilesimler ve reaksiyonlar
cogu programda acikc¢a dikkate alinmamaktadir (Brés, Cerqueira, Sousa, Fernandes,
Ramos, 2014). Kovalent bir etkilesimin olasiligini tanimlamak i¢in, bir “link atomu”
tanimlanmal1 ve manuel olarak secilmelidir, kenetlenme algoritmasi her iki pargayi da
kovalent bag ile simiile etmek igin ayn1 hacmi isgal etmeye zorlar (Awoonor-Williams,
Walsh ve Rowley, 2017). Kovalent etkilesimler i¢in mevcut modellerin ana
dezavantaji, bilinen durumlar arasinda sadece bir bag olusumunu taklit etmeleridir,
ancak bir kovalent bag olusumu siireci, kuantum mekanigi tarafindan dogru bir sekilde
degerlendirilmelidir. Yaygin programlara ek olarak kovalent kenetlenme yaklagimlari,
CovalentDock'u (Autodock skorlamasini) kullanir ve yeni bir enerji katkisi olarak bag
olusumunu igeren 1zgara tabanli bir algoritmayi igerir (Kumalo, Bhakat ve Soliman,
2015). Kovalent kenetlenmede kullanilan diger énemli bir yaklagim ise Reseptorii
Azaltan Sterik Catismalardir (SCAR). Bu strateji, reaktif kalintilar1 uzaklastirmak ve
kovalent olmayan etkilesimi desteklemek i¢in protein mutagenezine dayanmaktadir

(Ai, Yu, Tan, Chai ve Liu, 2016).

Bu kenetlenmede kullanilan mevcut yaklasimlar; kovalent sanal tarama (Toledo
Warshaviak, Golan, Borrelli, Zhu ve Kalid, 2014) Cathepsin K, EGFR ve XPO1,
TAK1 inhibitorlerinin tanimlanmasi (Fakhouri ve digerleri, 2015), ubiquitin-
proteasome yolu inhibitorleri (Li ve digerleri, 2014) ve enzimatik substratlarin

tanimlanmasidir (London ve digerleri, 2015).

1.5.6 Metal baglanma kenetlenmesi
Metal kofaktorlerinin bir¢ok protein ailesi tizerindeki yliksek 6nemi iyi bilinmektedir.
Kovalent kenetlenmeye benzer sekilde, ligand-metal etkilesimlerinin modellenmesi de

daha gelismis yontemler gerektirir. Ozellikle ¢inko, kalsiyum ve magnezyum (ilag
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kesfedilmesinde belirgin metal iyonlar) ile etkilesimlerin modellenmesi son derece
onemlidir. Cinkonun dogru parametrelendirilmesi, alinabilir hedeflerde bulunmas1 ve
geometrisinin ¢gogunlukla tetrahedral olmasi nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir (Prieto-
Martinez ve digerleri, 2018). Ligand-ginko etkilesimi yar1 kovalent olabileceginden,
modellemesi farkli metotlar gerektirir, yani asidik davranisi etkilesimin “6zel”
hidrojen bagina izin verir (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018). Autodock diger
programlarla karsilastirildiginda, metal iyonlarini i¢eren kenetlenmelerin pozlama ve
puanlamalar1 igin daha dogru ¢6ziimler tiretmistir (Prieto-Martinez ve digerleri, 2018).
Metal tanima 6zelligine sahip ve kenetlenme caligmalarinin yapildigr programlar:
Autodock, DOCK, FITTED, FlexX, Glide, LigandFit, MOE ve MpSDock olarak

siralanabilir.
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BOLUM 11

2. MATERYAL VE METOT
2.1 Melanom Icin Aday Ilag-Gen Ciftlerini Belirleme

2.1.1 Transkriptom (gen ekspresyon) veri setinin eldesi

Calismanin amacimna uygun olarak segilen transkriptom veri setinde, hastalikli
orneklere karsilik saglikli bireylere ait gen ekspresyon verileri olmasina dikkat
edilmistir. Hastalikla iligkili gen ekspresyon veri setlerini belirlerken: veri setinin
hastalikli ve saglikli numuneler igermesine, bu numunelerin herhangi bir
maniplilasyon veya tedaviye (ilag, mutasyon, siRNA) tabi tutulmamis olmamasina ve
her grupta numune sayisinin en az {i¢ 0Olmasina dikkat edilmistir (Kolesnikov, Hastings
ve Keays, 2015). Bu kosullarla belirlenen veri setinde toplam 10 hasta ve 4 saglikli
numuneden olusan Orneklem vardir ve Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0

Array platformu kullanilmistir (Barrett ve Edgar, 2006).

2.1.2 mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gosteren genlerin (DEG) tespit
edilmesi

Saglik ve hastalik kosullar1 karsilagtirildiginda, anlatimi farklilik gdsteren genlerin
bulunmasi igin her veri seti bagimsiz olarak R/Bioconductor (WEBG6) yazilim
platformu altinda istatistiksel olarak analiz edilmistir. Analiz sliresince, RMA
normalizasyonu (Irizarry ve digerleri, 2003) ve mikrodizin verileri igin linear modeller

(LIMMA) (Smyth, 2005) metodu kullanilmistir.

Genlerin isimlendirmeleri (gene symbol, Entrez Gene ID, Affy ID vs.) ile ilgili

degisiklik yapilmasi gerektiginde bioDBnet platformu kullanilmistir (U., A., M., ve
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R.M, 2009). Anlatim1 farklilik gosteren genlerin tespit edilmesine yonelik sunulan bu
yontem (Sekil 7), farkli hastaliklarla ilgili ¢caligmalarda da kullanilmis olup 6nem arz
eden sonuglar vermistir (Kori ve digerleri, 2016; Gov ve Arga, 2016; Calimlioglu ve

digerleri., 2015; Sevimoglu ve digerleri, 2015; Karagoz ve digerleri, 2015).

N L
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Sekil 7. Gen Anlatiminda Farklilik Olan Genlerin Bulunmasi

Coklu hipotez testleri geregince p-degerleri FDR yontemi ile diizeltilerek veri setinin
istatiksel analizi sonrasi anlatimda farklilik gosteren genler bulunmustur. p-degeri {ist
siirt 0.001 alinmis ve gen anlatimindaki degisikligin yonii (gen anlatimi artan/azalan)
kat degisim (fold change) 1’in iistii yukari-regiile ve 1’in alt1 asagi-regiile olacak
sekilde dikkate alinmistir. p-degeri {ist sinirinin altinda kalan etkilesimler kenetlenme

calismalari i¢in aday olarak degerlendirilmistir.

2.1.3 GeneXpharma kullamlarak ila¢larin yeniden konumlandirilmasi

GeneXpharma (Turanli, Gulfidan ve Arga, 2017), istatistiksel analizlerle desteklenen
transkriptomik giidiimlii bir ila¢ yeniden konumlandirma aracidir. Bu biyoinformatik
arag, 15 farkli veri tabani birlestiren Drug Gene Interaction Database (DGIdb 2.0)
(Wagner, Coffman ve Ainscough, 2016) veri bankasindan kapsamli ilag-gen etkilesim
verisini kullanarak, gen ifadesine dayali bir ila¢ yeniden konumlandirma analiziyle
rahim agz1 kanserinin de i¢inde bulundugu 48 hastalik icin ilag adaylar1 sunmaktadir.
GeneXpharma, 48 hastalik i¢in 118 hastalifa 6zgli gen ekspresyonu profil veri setini,

gen-hastalik ve ilag-hastalik iliskileri i¢in istatistiksel degerlendirmeleri igermektedir.
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GeneXpharma, mRNA seviyesinde anlatimi farklilik gdsteren genler iizerinden

ilaclarin o veri setindeki ilag-gen etkilesimi i¢in de p-degeri atamaktadir.

[statistiksel baglant1 ydntemi (Amelio 1., Gostev M., Knight R., Willis E., Melino G.
ve Antonov V, 2014), gen ekspresyon verisine uyarlanarak ilag-veri seti iliskilerinin
ongoriilmesinde kullanilmistir. Bir ilacin hastalik veri seti ile iligkisinin,
hipergeometrik olasilik yogunluk fonksiyonu kullanilarak yapilan istatistiksel bir test

ile olmasi beklenir.

Denklem 5. Herhangi bir veri kiimesinde anlatimi farklilik gésteren genler (DEG)
my (N—-m
_ (x ) ( n—x )

T
n

Bu noktada, pap ilag a’nin veri kiimesi, B ile iliskisinin tahmini olasiligini agiklar. N,
veri kiimesi [ 'daki prob sayisidir; m ise veri kiimesi ’daki toplam anlatim farklilig
gosteren gen sayisidir. n, biitiin ilag-ilag etkilesimleri hesaba katildiginda ilag a ile
etkilesime giren genlerin sayisidir; x ise, veri seti B’da ilag a ile etkilesime giren
genlerin sayisidir. Kisaca, m / N insan genomu icerisinde hastaliga bagli genlerin
oranini ve X / n ila¢ a ile etkilesime giren, ancak veri seti B ile iliskili olan genlerin
oranini yansitir. Ayni prosediir, ilacin en az bir etkilesimi de dahil olmak iizere her

olasi ila¢ veri kiimesi ¢ifti i¢in tekrar edildi.

2.1.4 Yeniden konumlandirilan aday ilaclar arasindan en anlamh ilac-gen
ciftlerinin belirlenmesi ve hastalik etkilesim analizi

Cok sayida gen ve ilag igeren veri taramasina sahip bir arastirmada p-degeri istatiksel
anlamliligin varligini veya bu istatiksel anlamliligin farkliligini, ve eger var ise bu
farkliligin diizeyini belirlemek igin kullanilan bir degerdir. Yapilan her istatistiksel
testin sonucunda, kullanilan test istatistigine ait bir p-degeri hesaplanir. Bu p-degeri

arastirmaciya “ilgili hipotez testi sonucunda anlamli fark vardir” diyebilecegi durumda
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hatali karar verme olasiliginin ne oldugunu gosterir. p-degerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi
tip literatiiriinde “istatistiksel olarak anlamli” kabul edilse de, arastirmacinin istegine
gore ilgilenilen kiimeyi daraltmak i¢in daha da diisiik p-degeri esikleri (mesela 0.001)
kullanilabilir. p-degeri ne kadar kiigiik olursa HO hipotezini reddetmeye o kadar ¢ok
imkan saglar. (Rosner, 2011). Bu bilgiler géz oniine alinarak geneXpharma ile
melanom i¢in yeniden konumlandirilan aday ilag-gen c¢iftleri arasindan ilag-gen
etkilesim p-degeri ve ilacin hedef aldig1 gen sayisi (rank) dikkate alinarak siralanmis

ve en anlamli1 olanlar secilmistir.

Daha sonra, p-degerine gore anlamli olarak belirlenen genlerin, hedef ilaglarimizin
tedavisinde  kullanildigr  hastaliklardan  belirgin  olanlarla  etkilesimlerine
ConsensusPathDB arayiiz uygulamasinda bakilmistir. ConsensusPathDB, hiicresel
biyolojinin resmini olusturmak igin hiicredeki genler, RNA, proteinler, protein
kompleksleri ve metabolitler gibi fiziksel varliklar arasindaki farkli tiirlerdeki
fonksiyonel etkilesimleri entegre eden bir veritabanidir (WEBS8). Su anda,
ConsensusPathDB insan, fare ve mayadaki metabolik ve sinyal reaksiyonlarini,
fiziksel protein etkilesimlerini, genetik etkilesimleri, gen diizenleyici etkilesimleri ve
ilag-hedef etkilesimlerini icerir. Etkilesim bilgileri kaynagindan toplanir ve kesintisiz
bir aga entegre edilir. Veriler, literatiirdeki 32 (PDB, CORUM, DRUGBANK, KEGG,
vb.) farkli kaynaktan elde edilmektedir. Kaynak veritabanlarindan gelen fiziksel
varliklar, UniProt ve Entrez erisim numaralar1 gibi ortak tanimlayicilarin kaynaklar
sayesinde birbirleriyle eslestirilir. Etkilesim verileri tamamlayict bir sekilde
(fazlaliklardan kaginarak) entegre edilir ve bu da farkli etkilesim tiirlerini igeren

kesintisiz bir etkilesim agiyla sonuglanir (WEBS).

Yukarida bahsedilen kaynaklardan tez kapsaminda iizerinde durdugumuz KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes); genomlar, biyolojik yollar, hastaliklar,
ilaglar ve kimyasal maddeleri igeren bir veritabanidir. KEGG ig¢in kullanilir
biyoinformatik veri analizler sunlardir: genomik, metagenomik, metabolomik ve diger
omik c¢alismalari, modelleme ve simiilasyon sistemleri, ilag gelistirme. KEGG
yolaklar1 (KEGG Pathway), metabolizma, hiicre ve organizmanin gesitli diger islevleri
hakkinda deneysel bilgileri temsil eden, elle ¢izilmis KEGG yol haritalarinin bir
koleksiyonudur. Her bir yol haritasi, bir molekiiler etkilesim ve reaksiyon agi igerir ve

genomdaki genleri, yolaktaki gen iirlinlerine (¢ogunlukla proteinler) baglamak i¢in
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tasarlanmigtir. Bu, genomdaki gen igeriginin KEGG Pathway veritabaniyla
karsilagtirilarak genomda hangi yolaklarin ve ilgili islevlerin kodlanmasinin muhtemel
oldugunu incelemek i¢in KEGG yol haritas1 adi verilen analizi miimkiin kilmistir

(WEB 9).

2.1.5 flaclarin kanserle ilgilerine gore simflandirilmasi

Yeniden konumlandirilan aday ilaglar arasindan en anlamli ilag-gen c¢iftlerinin
belirlenmesinin ardindan bu ilaglarin endikasyonlari arastirilarak kanserle ilgisinin
olup olmadigina bakilmistir. ilaglarin iliskili oldugu hastaligi belirlemek igin
kullandigimiz birinci kaynak DrugBank veri tabanidir (Dunkel M, Gu'nther S, Ahmed
J, Wittig B ve Preissner R, 2008). DrugBank veri tabani herkesin {icretsiz
ulasabilecegi, ilag ve ilacin hedefleri hakkinda kapsamli bilgi igeren erisilebilir bir
bilgi tabanidir. DrugBank ilacin detayl (yani, kimyasal, farmakolojik ve farmasdtik)

verilerini kapsamli bir sekilde hedef (sekans, yap1 ve yol) bilgisi ile birlestirir.

Drugbank ila¢ endiistrisinde; tibbi kimyagerler, eczacilar, doktorlar, dgrenciler ve
genel halk tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Kapsaml ilag ve ilag hedefi
verileriyle birlikte, nadir goriilen ve yeni tanimlanmis hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
mevcut bazi ilaglarin kesfedilmesini ve yeniden kullanilmasini saglamistir. Drugbank,
2.603 onayl kii¢iik molekiil ilac1, 1.289 onayli biyoteknoloji (protein/peptid) ilaci, 130
nutrasotik ve 6.306'nin iizerinde deneysel ilaci iceren 13.344 ilag girisi ve ilagalrin
bilgisini igerir. Ek olarak, 5.208 yedekli olmayan protein (ilag¢ hedefi / enzim / tagiyici
/ tastyict) dizileri bu ilag girisleriyle baglantilidir (Wishart DS ve digerlei, 2018).

WHOCC-ATC/DDD Index 2019 (WHO llag Istatistikleri Metodolojisi Isbirligi
Merkezi) ise, ilaclarin endikasyonlar1 hakkinda bilgi almak i¢in kullanilan bir diger
veri tabanidir. 1982°de kurulan bu merkez, Norve¢ Halk Sagligi Enstitiisiinde Oslo'da
bulunmaktadir ve Norve¢ hiikiimeti tarafindan finanse edilmektedir. Bu veri tabaninin
gorevleri sOyle siralanabilir: ATC sistemine gore ilaglar1 siniflandirmak, ATC kodu
atanmis ilaglar i¢cin DDD'ler olusturmak, ATC simiflandirma sistemini ve DDD'leri
gerektigi gibi gézden gegirmek ve revize etmek, ilag ve ilag kullanim alanindaki
arastirmacilarla igbirligi yaparak ATC sisteminin pratik kullanimim tesvik etmek,

ATC / DDD metodolojisinde egitim kurslar1 diizenlemek ve baskalari tarafindan
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diizenlenen bu kurs ve seminerleri vermek, llkelere ulusal ilag siniflandirma
sistemlerini kurma konusunda teknik destek saglamak ve ilag¢ tiiketim bilgilerinin

kullaniminda kapasite gelistirmektir (Marta Terron Cuadrado, 2018).

p-degeri esigi 0.001’e gore belirlenen ilaglar i¢in ‘Drugbank’ ve “WHOCC-ATC/DDD
Index 2019’ veri bankalarini kullanarak ilgili hastaliklar1 belirledik. Bu ilaglarin i¢inde
kanser disinda depresyon, sizofren, Alzheimer’s, HIV, AIDS, diyabet, hipertansiyon,
menapoz, diyet, madde bagimlilig1 gibi c¢esitli bir¢ok hastalikta tedavi amaciyla
kullanilan ilaglar mevcut idi. flaglarin var olan kullanimi disinda, antineoplastik
(kanserle ilgili) sinifina ait olup olmadigina baktik ve ilaclari kendi arasinda dort gruba
ayirdik. Asagida detaylar1 verilen bu dort grup, ayni zamanda bizim ¢alismalarimizin

ana hattin1 olusturan ve yonlendiren temel gruplardi.

Birinci grup ilaglar melanom veya gesitli kanser tiirlerinin tedavilerinde kullanilmis ve
literatiirde de kanserdeki uygulamalariyla ilgili yayimlar bulunan ve yapilan
calismalarla da sonuglarimizi destekledigimiz ilaglardi. Ornegin Methotraxate ilact,
niikleotid sentezinde dnemli bir kofaktor olan tetrahidrofolat (THF) iireten DHFR
(dihidrofolat rediiktaz) 1 enzimini inhibe eder ve anti kanser ajani olarak yaygin bir

sekilde kullanilir (Naama Kanarek, 2018).

Ikinci grup ilaglar ise, direkt olarak kanser tedavisine yonelik olmayan fakat literatiirde
kanser tedavisi caligmalarinda ek ilag olarak uygulanmis ilaglardi. Ornegin,
metformin, Tip Il Diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir ilagtir ve Griss ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada, antineoplastik ajan olarak da uygulanmistir. Bu
caligmada, mitokondri icermeyen tiimor hiicrelerinin, karboksilasyon yoluyla
metformin varliginda lipit biyosentezini korudugu ve metforminin hiicre biiylimesi
icin gerekli olan mitokondriyal metabolik ara maddelerin iiretimini baskilayarak
kanser hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigini ve tlimor hiicresine direng

mekanizmasi saglayabilecegini gosterilmistir (Griss ve digerleri, 2015).

Ugiincii grup ilaglar, kansere yonelik olmayan ve literatiir taramalarinda kanserle
direkt iliskisi belirlenemeyen ilaclar olarak belirlendi. Bu tezin amacima yonelik
olarak, bu gruptaki ilaglar 6zgiin olarak melanoma yonelik yeniden konumlandirilan

aday ilaglar olarak degerlendirilmistir.
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Bunlarin disinda, kontrol grubu olarak rastgele bir dordiincii grup olusturulmustur. Bu
grubu hazirlarken ilag-gen ciftlerinin bulundugu tablodan, p-degerinin esigini 0.001°e
diistirdliglimiiz listedeki birbirinin hedefi olmayan ilag ve proteinlerden rastgele

secilen ciftlere kenetlenme uygulanmistir.

2.2 Yeniden Konumlandirilan Aday Ila¢-Protein Ciftlerinin Kenetlenme
Cahismalan

Belirlenen aday ilag-gen giftleri p-degeri esigine gore elenip siralandiktan sonra
kenetlenme calismalar1 i¢in incelenecek ilaclar ve karsisindaki genin kodladig
proteinler secilmistir. Burada her ilacin hedef aldigi gen sayisi degiskenlik
gostermektedir. Biz bu ilaclart hedef aldig1 gen sayisina gore (rank) ve karsilarindaki
genleri de p-degeri en kii¢iik olandan, en biiyiik degere sahip olana dogru siraladik.
Kenetlenme icin her grup ilactan en iyi 10 ila¢ ve hedefledikleri protein olarak da p-
degeri en diisiik olan genlerden iki tanesini kullandik. Genlerin kodladig: proteinlerin
yapisint incelemek icin iki veri tabani kullandik: PDB (Protein Veri Bankasi) ve

UNIPROT (Evrensel Protein Kaynagi) veri tabani.

UNIPROT protein dizileri ve agiklamalar1 i¢in kapsamli bir kaynaktir. UniProt
veritabanlari; UniProt Bilgi Bankasi (UniProtKB), UniProt Referans Kiimeleri
(UniRef) ve UniProt Arsivi'dir (UniParc) (Apweiler ve digerleri, 2004). PDB ise
deneysel olarak belirlenen 3 boyutlu biyomolekiil yapilarinin evrensel olarak
depolandig1 veri bankasidir (Helen M. Berman, 2012). PDB’deki yapilarda, her bir
atomun molekiile gore yerini belirlemek i¢in x-151m1  kristalografisi, NMR
spektroskopisi ve kriyo-elektron mikroskobu gibi yontemler kullanilmaktadir (Helen
M. Berman, 2012). PDB verileri, PDB arsivinde depolanan biyolojik molekiiller i¢in
koordinat dosyalarindan olusur. Bu dosyalar, her bir proteindeki atomlar1 ve uzaydaki
3B konumlarini listeler. Bu dosyalar ¢esitli bigcimlerde mevcuttur (Helen M. Berman,
2012). ilgilenilen yap1 bulunduktan sonra, yapinin goriintiilenmesi i¢in PyMol, VMD
gibi gorsellestirme programlari kullanilabilir. Bu programlar ayrica, mesafeleri ve bag
acilarimi Olgmeye ve ilging yapisal Ozellikleri tanimlanmasia izin veren analiz

araglarini da igerir.

35



PyMol; kiiciik molekiiller, proteinler veya makromolekiillerin yiiksek kaliteli 3B
goriintiilerini gosterir (Gaudreault, Morency, Najmanovich, 2015). PyMol yapisal
biyoloji alaninda kullanilan 6nemli bir goriintiileme sistemidir ve yazilimin isminde

bulunan ‘py’ harfleri, ‘python’ programlama dilinde yazilmis programi ifade eder.

Kenetlenme yapabilmek i¢in her iki molekiiliin de yapisi1 gerektiginden kenetlenme
islemi se¢ilen ilag ve proteinlerinin yapilarinin bulunabildigi durumlar i¢in yapilmistir.
Kenetlenme islemi SwissDock internet araylizii kullanilarak (bir sonraki boliimde
detaylartyla anlatilan sekilde) yapildiktan sonra, sonugta tahmin edilen ilag-protein
kompleks yapilarindan en iyi enerji degerine sahip olanlar PyMol gorsellestirme

programinda incelenmistir.

2.2.1 SwissDock internet arayiizii kullamlarak yapilan kenetlenme ¢alismalar:

Swissdock kenetlenme ¢alismalari igin kullanilan bir internet araytiziidiir (Grosdidier,
Zoete, Michielin, 2011). Hedef proteinler ve ligandlarin yapilarini ve otomotik olarak
kenetlenmeye hazir hale getirerek modelleme yapar. Swissdock internet arayiizii ile
birlikte kenetlenme sonuglarinin parametleri ve girilen verilerin dosyalarina kolayca
ulasilabilir ve bdylelikle kullanici igin ekstra hesaplama giicii gerektirmez. Swissdock

arayiiziinde kenetlenme caligmalarini baglatmak i¢in {i¢ ana adim gerekmektedir:
1)Protein yapisint tanimlamak

2)Ligand yapisini tanimlamak

3)Kenetlenme parametlerini tanimlamak

Swissdock SOAP sunucusu, python programlama dilinde, soaplib kiitliphanesi ile
birlikte uygulanir. PHP, Perl veya Python ile yazilmis 6rnek alici kodlar1 web
sitesinden indirilebilir.  Swissdock kenetlenme yazilimi EADock DSS’ye
dayanmaktadir (Grosdidier A., Zoete V. ve Michielin O., 2011). Bu arayiiziin
algoritmasina bakildiginda ilk olarak, kullanici tarafindan belirlenen bir kutuda veya
tiim protein yilizeyinin hedef bosluklarinin yakininda ¢ok sayida baglama modu (BM)
(5000-15000) iiretilir. Ayn1 zamanda, CHARMM (B. R. Brooks ve digerleri, 2009)
tarafindan enerjileri tahmin edilir ve en uygun enerjilere sahip olan BM'ler, FACTS

kapali ¢ozme modeli uygulanarak ¢6ziicii etkisine gore siniflandirilir. Son olarak, en
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uygun kalintilar sonugta belirtilir, dogru kenetlenme tahminleri yapar ve deneylerin
yapilmasinaimkan verir (U. Haberthiir ve Caflisch A., 2008). Kenetlenme deneyleri
CHARMM22/27'de yapildig1 igin, tiim hidrojen kuvvetleri alan hedef proteinleri ve
ligandlari, CHARMM ile bigimlendirilmis dosyalar olarak yiiklenir. Genellikle
kenetlenme ¢aligmalar1 yapilan uygulamalar, programlar ve internet arayiizlerinde
kenetlenme yapabilmek icin, proteinlerin ve kiiciik molekiillerin fiziko-kimyasal
Ozellikleri hakkinda bilgi sahibi olmak gerekir ve bu prosediir kullanicilar tarafindan
yapilir. Ancak bu adim swissDock web servisi i¢in otomatiklestirilmistir (B. R. Brooks

ve digerleri, 2009).

2.2.1.1 Hedef proteinin hazirlanmasi

PDB’den den indirilen protein yapist CHARMM tarafindan segmentlerine ayristirilir.
Bu segmentler, pdb dosyasindaki kalintilarin C ve N atomlar1 arasindaki mesafe
hesaplanarak belirlenir. Bir kalintinin, C atomu ile bir sonraki artigin N atomu
arasindaki mesafe 1.7 A 'dan daha biiyiikse yeni bir zincir tanimlanir. Bu deger, C ve
N atomu arasindaki standart peptit bagi degerinden (1.33 A) 6nemli derecede daha
biiyiiktiir. Bununla birlikte, kovalent olarak bagli olmayan kalintilar1 tanimlamak igin
yeterince kiiciiktiir ve karsilik gelen mesafe CHARMM kuvveti alaninda 3.8 A’dan
kiigiik olmamalidir. Benzer sekilde, iki S atomu arasindaki mesafe 2.25 A esik
degerinden diisiik oldugunda, disiilfat kopriileri otomatik olarak eklenir. Izoleucinin
CDI1 atomu, CHARMM isimlendirmesi ile uyum icinde CD olarak yeniden
adlandirilmigtir. PDB dosyalarinda verilen kalint1 sayilari, kenetlenme sonuglarinin
analizini kolaylastirmak i¢in kurulum sirasinda tutulur. Hidrojen atomlar1 ve eksik yan
zincirler CHARMM’1n HBUILD ve IC BUILD komutlar1 kullanilarak otomatik olarak
eklenir. ilgili CHARMM22/27 standart kuvvetinde mevcutsa, hedefin protein kismina
ait olmayan molekiiller PSF doayasina eklenir. Aksi takdirde, sistemden kaldirilirlar.
Bununla birlikte, kullanicilar kendi PSF/CRD dosyalarini temin ederek bunlar1 da
kullanabilir. Su molekiilleri uzaklastirilir. Baslangigtaki  ve  kiigtltiilmiis
konformasyonlar arasindaki kok ortalama kare sapmas: (RMSD) genellikle <0.15 A
'dir (Grosdidier ve digerleri, 2011).
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2.2.1.2 Ligandin hazirlanmasi

Ligand dosyalari, CHARMM topolojisinden, parametreleri ve koordinatlari i¢in bir
ZINC AC veya Mol2 dosyasi saglanmissa, otomatik olarak Merck Molekiiler Kuvvet
Alanindan (MMFF) elde edilir (Grosdidier ve digerleri, 2011). Van der Waals
parametreleri CHARMM?22 metodundaki en yakin atom tipinden alinmistir (B. R.
Brooks ve digerleri, 2009). CHARMM ile tutarlilik i¢in, ayni ada sahip atomlar
yeniden adlandirilmistir. Yiiklenen Mol2 dosyalar1 tiim hidrojenleri ve 3D

koordinatlari igermelidir.

Swissdock sayfasinda kenetlenme sonucu olusan yapi bizim ilag ve genimizin 3
boyutlu yapisini gdstermektedir. Her docking sonucumuzun ‘swissdock clusters’
klasorii vardi ve bu klasorii bilgisayarimiza indirip kaydettik. Bu klasoriin iginde
cluster4.pdb, cluster.dock4 (excel), clusters, complex.crd, complex.psf, eadock.3err,
ligand.par, ligand (Word), open (internet uzantisi), params, readme, target.crd,
target.pdb, test.inp dosyalar1 bulunmaktadir. Kenetlenme sonucu ¢ikan sayfada, gen
ve ligandin ii¢ boyutlu molekiiler modeli goériinmektedir. Bu modelin yaninda farkl
parametler bulunmaktadir. Bu parametreler sunlardir: ‘show’, ‘cluster’, ‘element’,
‘fullFitness (kcal/mol)’, ‘estimated AG (kcal/mol)’. Kenetlenme sonuglarinda baz
aldigimiz deger, ‘estimated AG (kcal/mol)’ degeridir. Swissdock, AG simgesinin
istline tikladigimizda degerleri en kiiciikten biiylige dogru otomotik olarak siralar.
Degerleri siraladiktan sonra en diisiik degerin kalintt konumuna tikladigimizda,
ligandin bu kalintidaki baglanmasini gosterir. Swissdock, diger kalintilarinda goster
ifadesine tiklayarak ligand ve hedefin farkli baglanma boélgelerini {i¢ boyutlu

gozlemleyebilme olanagi saglar.

2.2.1.3 Kenetlenmede Gibbs serbest enerjsi (AG) ve sonu¢larin karsilastirilmasi

AG, entalpi degerinden, entropi ve mutlak sicakligin ¢arpiminin ¢ikarilarak elde edilen
termodinamik bir degiskendir (AG = AH -TAS). Genel olarak tanimlamak egerekirse,
kimyasal bir reaksiyonun enerji potansiyelinin ise doniistiiriilebilmesiyle ilgilidir.
Dogadaki her sey enerjisini minimum seviyeye indirmek ister. Bu baglamda bir olayin
kendi kendine gerceklesmesi AG ile ifade edilir. AG ne kadar diisikkse bu olayin

kendiliginden gerceklesmesi o kadar kolay olur. Bu yiizden ilag-protein kenetlenme
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sonuglarinda ¢ikan en disiik enerjili sonuglar alinmistir. Enerji ne kadar disiikse
kenetlenen iki yapinin birbiriyle olan uyumu o kadar fazladir ve AG enerjisi diigiik

kompleksler daha kararhdir.

2.2.1.4 Gibbs serbest enerjsi (AG) degerinden yeni ila¢c 6nerme

Calismanin kenetlenme sonuglarindan AG enerjisi diisiik olanlar1 tablolarimiza not
ettikten sonra, melanom i¢in Onerecegimiz ilaglar1 belirledik. Asil hedefimiz
dogrultusunda Grup iicte bulunan yani daha once bahsettigimiz gibi kanser disinda
kullanilan (antineoplastik sinifina dahil olmayan) ilaglarin ve literatiir taramasindan
elde ettigimiz verilere gore direk olarak kanserde tedavi edici olarak kullanilmayan
ilaglardan on adet belirlenmistir. Her gruptan belirlenen on ila¢ i¢in ikiser hedef

protein belirleyerek yirmi kenetlenme enerji skorunu kaydettik.

llag gruplarinin olusmasinda ve yapisal analiz icin belirlenen ilag-protein ciftlerinin

belirlenmesinde yukarida anlatilan yontemler Sekil 8’deki semada 6zetlenmistir.

Ilag yeniden konumlandirma ile melanom i¢in
anlamh ila¢-gen ciftlerinin belirlenmesi

4

p-degerine gore en anlamh bulunan ilaglarin simiflandirnimas
(Antineoplastik, kombine terapi, kanserle ilgisi olmayan, kontrol grubu)

4

Smiflandirilmisg ilaglar tarafindan hedeflenen
en anlamh genlerin secilmesi (p-degerine gore)

4

Segilen genlerce kodlanan proteinlerin ilgili ilaglarla molekiiler

) 4

Belirlenen ila¢-gen ciftleriyle
detayh yapisal analiz

Sekil 8. Tezde Kullanilan Y6ntemlerin Semasi
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BOLUM I11

3. BULGULAR VE TARTISMA

Saglik ve melanom hastalig1 kosullar1 karsilastirildiginda, anlatimi farklilik gosteren
genlerin bulunmasi i¢in Materyal ve Metot boliimiindeki yontem izlenmistir. p-degeri
tist smirt 0.001 alimmis ve gen anlatimindaki degisikligin yonii (gen anlatimi
artan/azalan) kat degisim (fold change) 1’in listli yukari-regiile ve 1’in alt1 agsagi-regiile
olacak sekilde dikkate alinmistir. Sonug olarak, 312 adet asagi-regiile, 52 adet yukari-
regiile olan gen tespit edilmistir (EK-2). Daha sonra, geneXpaharma ile belirlenen ilag-
gen ciftleri ilacin hedef aldig1 gen sayis1 en fazla olan ilagtan en aza dogru siralandu.
p-degeri esigi 0.05 alindiginda 837 ilag, 23.923 ilag-gen ¢ifti bulunmakta idi. p-degeri
esigi 0.001 oldugunda ise 303 ilag ve 16.468 ilag-gen c¢ifti belirlendi. Buradaki 303
ilacin hangi hastaliklarin tedavisinde kullanildig: aragtirilarak, kanserle ilgisinin olup
olmadigna bakildi ve gruplandirildi. ilaglarin gruplandiriimasmin ardindan her grup
i¢in segilen en iyi ilaglardan 10 tanesi ve hedef proteinleri i¢in molekiiler kenetlenme
caligmalar1 yapild1 ve son olarak kenetlenme skorlarina gére melanoma yonelik olan

yeniden konumlandirmak iizere en kuvvetli adaylar bu tez kapsaminda 6nerildi.

3.1 Anlamh Olarak Belirlenen Genlerin Hastaliklarla Etkilesimlerinin ve Onlar
Hedefleyen ilaclarla ilgisinin incelenmesi

Melanom kosulunda saglikli duruma gore tespit edilen 312 adet asagi-regiile, 52 adet
yukari-regiile olan insan geninin; ikili ve karmasik protein-protein, genetik, metabolik
sinyalleme, gen diizenleyici ve ilag-hedef etkilesimleri ve ayrica biyokimyasal yollar
dahil olmak tizere etkilesim aglarmi biitiinlestiren etkilesimleri ConsensusPathDB

arayiiz uygulamasinda gorsellestirilmistir (Sekil 9). Genler ile hastaliklarin kodlarini
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veri olarak consensuspath uygulamasina girdigimizde, bizim elde ettigimiz sonuglarla
consensusPath’in  verisinde ¢ogunlukla KEGG’den elde edilen verilerle
karsilastirilmasi benzer sonuglar vermistir (Tablo 2-4). Asil hedef aldigimiz melanom
hastalig1 basta olmak {izere Hepatit B, HIV, Parkinson, Alzheimer, akciger, tiroit ve

kolon kanseri gibi hastaliklarin tedavisinde hedef alinan genlerin melanomla olduk¢a

ortaklik gosterdigini gorebiliriz (Sekil 9 ve Tablo 2-4).

Node label color Node size (# genes) Node color (p value) Edge width (% shared genes) Edge color (genes from input)

The node label color ° 32 genes
denoles the type of
the gene sets:

Hide legend

p<io® 1% 18

neighborhood-based set
manually curated pathway
Gene Ontology category
protein complex

. 129 genes .

. 526 genes O

Sekil 9. p-degerine Gére Anlamli Genlerin, Belirlenen Hedef ilaglarin Tedavisinde

p <1070 s 50% —

p=1.0 _— 100% — ()

Kullanildig: Hastaliklardan Bazilariyla Olan Etkilesim Entegreleri

Sekil 9’daki agda, her bir diigim (node), iiye listesi boyutu (yani, igerilen gen /
metabolit sayisi) ve p-degeri sirasiyla digiim boyutu ve diigiim rengi olarak kodlanan
ayr1 bir kavrami temsil eder. Uyeleri paylastyorlarsa iki diigiim bir ugla baglanir. Kenar
genisligi, diigiimler arasindaki goreli 6rtiismeyi (Fowlkes-Mallows endeksine karsilik
gelir) yansitirken, kenar rengi de kullanicinin girisinde ("paylasilan adaylar" olarak
gosterilir) bulunan paylasilan tiyelerin sayisini kodlar. Bu gorsel kullanicinin, 6rnegin
ayni anahtar diizenleyicilere sahip olduklari i¢in birlikte degisen bir faaliyeti gosteren

ilgili biyolojik stiregleri hizli bir sekilde tanimlamasina yardimer olur. Ayrica, farklh
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kavram tiirleri arasindaki iligkilere hizli bir genel bakis saglar (6rnegin, belirli Gen
Ontolojibiyolojik islem kategorileri, yol veri tabanlarinda bulunan belirli yollara ¢ok
benzer olabilir. Son olarak, kenarlarin renk kodlamasi, farkli biyolojik siirecler
arasindaki potansiyel olarak diizensiz karisma hakkinda ipuglar1 saglayabilir. Ortiisme
grafigi gorsellestirme ortami, yalnizca kavramlar arasindaki en yakin iliskileri

vurgulamak i¢in kenarlara uygulanabilen bir filtre i¢erir (WEB7).

Tablo 2. ConsensusPath Verilerinden Elde Edilen Sonuglara Gére Zenginlestirilmis Bazi

Kanser Tiirleriyle Ortak Olan Genler

Hastahk p-degeri Gen Sembolii Kaynak

IGF1; TP53 ; MAP2K2; CCND1;
Melanom 3.72E-07 BAD; BAX; AKT1; AKTZ; KEGG
MAPK1; PIK3R2; CDH1; FGFR1

GSTP1,; IGF1; ETVS; TP53;
MAP2K2; CCND1; CREB1,
AKT2; HSP90B1; GSK3B;
CTNNB1; AKT1; BAD; AR;
PIK3R2; TCF7L2; MAPK1,
CDK2; CREBBP; FGFR1
FZD3; TP53; MAP2K2; CCND1,
SP1; TCF7L2; BAX; KIT;
Meme Kanseri 6.66505E-08 CTNNB1; AKT1; AKT2; IGF1,; KEGG
PIK3R2; APC; WNTS5B; GSK3B;
MAPK1; FGFR1

TP53; CCND1; CXCLS;
Mesane Kanseri 7.67232E-05 MAP2K2; MAPK1; PIK3R2; Wikipathways
CDH1

Prostat Kanser 7.44E-13 KEGG

TP53; MAP2K2; CCND1; BAX;
Tiroid Kanseri 2.81566E-08 CTNNB1: PPARG: MAPK1; KEGG
RXRB; TCF7L2; CDH1

RAC1; SP1; PPARG; CXCR4;
RXRB; PML; AKT2; AR; MSH6;
WNT5B; RHOA; FGFR1;
ADCY6; GSTO1; TP53; AKT1;
CCND1; MAX; GSTM4; ADCY9;
TCF7L2; GSK3B; MAP2K?2;
CDKZ2; HSP90B1; CXCLS8; APC;
CREBBP; CDC42

Kanser Yolaklar 8.29159E-21 KEGG
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Tablo 3. ConsensusPath Verilerinden Elde Edilen Sonuglara Gore Belirledigimiz Bazi
Hastaliklarla Ortak Olan Genler

Hastahk

p-degeri

Gen Sembolii

Kaynak

Parkinson

Alzheimer's

Tiuberkiiloz

HIV 1LTR'de
Transkripsiyon

Hepatit B

Insan T
Hiicresi
Losemi Viriisii
1 Enfeksiyonu

2.16E-07

2.28E-11

2.60743E-07

1.66259E-05

2.01674E-10

7.84866E-13

PRKACA; NDUFC1; COX5A;
UQCRI10; PPIF; SNCA; CYCS;
SLC25A4; NDUFS1; NDUFA10;
NDUFS7; SDHA; NDUFS4; SDHC;
UQCRB; APAF1; UQCRC1

COXB5A,; PPP3R1; PLCB1; UQCRI10;
CYCS; BAD; UQCRB; CALM1,
APBB1; MAPK1; NDUFA10; APAF1;
NDUFC1; SNCA; BACE1L,; CASPS;
GSK3B; NDUFS1; NDUFS4; MAPT;
NDUFS7; SDHA; SDHC; UQCRC1

CREBBP; RAB7A; RAB5A; PPP3R1,
CALM1,; CTSD; AKT2; CREBLI;
MAPK14; AKT1; BAD; MAPK1;

BAX; CYCS; JAKL; CASP8; RHOA;

MAPK9; APAF1

NFATC1; HDACS; PPP3R1; HDACS;
SP1; CDK9; CREBBP

CREBBP; NFATC1; CCNA2; STATZ;
MAP2K2; CCND1; CXCL8; AKTZ;
CREB1; AKT1; BAD; MAPK1; BAX;
CYCS; JAK1; CASP8; MAPK9; TP53;
CDK2; APAF1; PIK3R2

BCL2L1; NFATC1; PPP3R1; ATM,;
BAX; AKT1; AKT2; POLB; CANX;
XPO1; CCNA2; MAD1L1; MAPK1;
PIK3R2; ICAM1; JAK1; MAPKY;
CREB1,; SLC25A4; ADCY®6; TP53;
MAP2K2; CCND1; XIAP; ADCY?9;
RAN; CDK2; PRKACA; CREBBP

KEGG

KEGG

KEGG

Wikipathways

KEGG

KEGG
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Tablo 4. ConsensusPath Verilerinden Elde Edilen Sonuglara Gore Bazi1 Metabolizma ve

Sinyal Yolaklariyla Ortak Olan Genler

Hastahk p-degeri Gen Sembolii Kaynak
Kanserde kolin MAPK9; RAC1; SP1; MAP2K?2;
tabol; 6.17E-05 AKT1; AKT2; CHPT1; PIK3R2; KEGG
metabolizmast SLC22A3: MAPK1; RHEB
Butanoat HMGCS1; HADH; HADHA; ACAT];
metabolizmasi 7.71E-05 ACAT2; ABAT KEGG
Ilag GSTO1; UCKL1; GSTM4; MGST3;
metabolizmasi 0.004937984 GSTP1; TK2: RRM1 KEGG
EIF4E2; PRKAB2; SOCS3; SOCS2;
Insiilin sinyal MAPK9; CALM1; BAD; GSK3B;
yolaklar1 6.92319E-07 MAP2K2; AKT1; AKT2; MAPK1; KEGG
PRKACA; PIK3R2; RHEB; FLOT1
Prostat Kanseri
Sinyal TP53; CCND1; GSK3B; CTNNBI1;
Yolaklarindan  2.25298E-06 MAP2K2; BAD; AR; MAPKZ; Wikipathways
miRNA CREBBP
diizenlenmesi
) PLCB1; ADCY®6; CALM1; SP1;
Ostrojen Sinyal 3.19618E-06 CREB1; ADCY9; HSP90B1; KEGG

Yolaklari

MAP2K2; AKT1; AKT2; MAPK1,
PRKACA; PIK3R2; CTSD; GRM1

3.2 Yeniden Konumlandirilan flaclar1 Gruplandirma ve Ilag-Protein Ciftlerinin
Kenetlenme Calismalari

GeneXpharma ile melanoma yo6nelik olarak yeniden konumlandirilan ilag-gen
ciftlerinden p-degerine gore siralanmis en iyi adaylar Materyal ve Metot Boliimii’nde

anlatildig1 gibi dort gruba ayrildiktan sonra, her grubun en iyi 10 ilag aday1 i¢in
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hedefledikleri iki proteinle birlikte kenetlenme ¢alismalar1 yapilmustir (Tablo 5-8). lag
siiflandirmasinda kontrol grubu olarak kullanilan ve birbirinin hedefi olmayan ilag
ve proteinlerden rastgele secilen ¢iftlerden olusan Grup 4 icin kenetlenme skorlarina
baktigimizda, beklenildigi gibi diger gruplara gore daha yiiksek enerjiler, yani ¢iftlerin
daha kotii baglandigi gozlemlenmistir (Tablo 8).

Tablo 5. Grup 1 igin Belirlenen ilaglar ve Kenetlenme Skorlar

ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
DASATINIB ABL1 2GQG/A -9.65
KIT 1PKG/A -8.81
CARFILZOMIB PSMB1 4R30/1 -10.11
PSMB7 4AR67/W -9.72
DABRAFENIB BRAF 5CSW/A -11.90
RAC1 1FOE/B -10.62
AZATHIOPRINE GSTP1 14GS/A -7.33
CALM1 1IMAZ/A -7.15
DOXORUBICIN GSTP1 14GS/A -8.40
NQO1 2F10/D -7.61
GEMCITABINE BTRC 6M94/A -7.88
AKT1 3096/A -7.87
IRINOTECAN GSTP1 14GS/B -8.58
KIT 1PKG/A -8.46
METHOTRAXATE  GSTP1 14GS/A -10.38
NQO1 2F10/A -9.78
PACLITAXEL EPHA5 2R2P/A -9.28
GSTP1 14GS/IA -8.12
TAMOXIFEN SULT1A2 1Z29/A -8.57
MECP2 3C2I/A -8.47
ORTALAMA AG -8.79
(kJ/maol)
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Tablo 6. Grup 2 icin Belirlenen ilaglar ve Kenetlenme Skorlari

iLAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
METFORMIN PPARG 1ZEO/A -6.84
FTO 3LFM/A -7.21
CLOPIDOGREL PPARA 117G/A -8.38
ITGB3 1U8C/B -8.03
CLOMIPRAMINE KIT 1PKG/A -8.85
HTR2B 6DRY/A -8.32
DESIPRAMINE SMPD1 5I181/A -9.19
KIT 1PKG/A -8.53
FLUOXETINE COMT 3ATE/A -8.42
PDESA 3ECM/A -8.21
LEUCOVORIN NMT1 5NPQ/A -22.44
IGF1 1GZR/B -9.65
NADH IDHG3G 5GRE/B -20.89
PDHB 3EXI/B -10.94
NORTRIPTYLINE KIT 1PKG/A -9.00
GSK3B 1H8F/A -7.76
PRAVASTATIN ITGB3 1U8C/B -10.46
APBB1 3D8E/A 9.21
RISPERIDONE EPM2A ARKK/A -8.98
AKT1 1H10/A -7.54
ORTALAMA AG -9.94
(kJ/mol)

Tablo 7. Grup 3 i¢in Belirlenen ilaglar ve Kenetlenme Skorlar

ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
BEPRIDIL CALM1 1PKO0/D -10.43
CALM1 5WC5/R -7.46
TENOFOVIR AK2 2C9Y/A -9.72
OCRL 2QV2/A -9.22
KETOTIFEN PDESA 3ECN/B -8.64
PDESA 3ECM/A -8.12
SALMETEROL STIP1 3ESK/A -8.06
PRKACA 6BYS/A -9.77
GALANTAMINE BACE1 1XS7/D -8.54
POR 3FJO/A -8.18
ATOMOXETINE COMT 3BWM/A -8.79
KIT 1PKG/A -7.98
TACRINE BACE1 1XS7/D -8.43
SULT1A1 1Z28/A -6.73
ABACAVIR CXCR4 30E6/A --7.66
HFE 1ABZ/A -7.66
CARBAMAZEPINE COMT 3ATE/A -7.20
PTGIS 21AG/A -6.87
STAVUDINE CXCR4 30E6/A -7.34
HFE 1DE4/A -6.89
ORTALAMA AG -8.20
(kJ/mol)
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Tablo 8. Grup 4 Icin Belirlenen ilaclar ve Kenetlenme Skorlart

ILAC GEN PROTEIN AG (kJ/mol)

YAPISI PDB
KODU / ZINCIR
METFORMIN GSTP1 11GS/A -6.44
GEMCITABINE DPP4 ITKR/A -7.46
SIMVASTATIN GSK3B 1GNG/A -8.24
DOXORUBICIN COMT 3ATE/IA -8.52
ERLOTINIB FTO 3LFM/A -8.51
PAROXETINE AKT1 1H10/A -7.79
THIOGUANINE JAK1 3EYG/A -6.87
NICOTINE KIT 1PKG/A -8.14
VINORELBINE GSK3B 2YBX/A 751
ATAZANAVIR CXCL8 AXDXI/A Basarisiz
CYTARABINE HFE 1A6Z/A -7.18
METOCLOPRAMIDE APOC1 6DVU/A -7.96
ATENOLOL RAC1 1FOE/B -8.09
DOXEPIN FECH 1HRK/A -9.40
ASTEMIZOLE OCRL 2QV2/A -8.68
BUSULFAN AR 1E3G/A -7.77
VENLAFAXINE ORC2 5C8H/A -6.70
DAPSONE CALM1 5WC5/R -6.81
PHENYTOIN NAMPT 2GVG/A -6.77
DAUNORUBICIN ASPH 5JQY/A -8.24
ORTALAMA AG -7.38
(kJ/mol)

Bu tez ¢aligmalar1 devam ederken yayinlanan bir ¢calismada, kutandz malin melanom
(cutaneous malignant melanoma) i¢in ilaclar yeniden konumlandirilarak 20 hedefe
Ozgiin etkilesime giren 35 ilag bulunmustur (Khosravi, 2019). Fakat bu tez kapsaminda
literatlirdeki ¢alismada yapilanlara ek olarak hem ortak olan hem de ilk defa bu
calismada melanoma yonelik olarak bulunan 6zgiin ilag-protein ¢iftlerinin bir kismi
icin molekiiler kenetlenme ¢aligmalar1 yapilmis; ilag ve proteinlerin baglanma
potansiyelleri ve tahmin edilen yapilar i¢in baglanma bolgeleriyle ilgili detaylar elde
edilmistir. Makalede, bulunan ilaclarin melanom icin tedavi edici potansiyeli
gosterilmistir (Khosravi, 2019). Bu arastirma, cesitli ilag bilesiklerinin daha verimli
bir sekilde ve daha ekonomik yontemlerle yeniden konumlandirilarak cesitli
hastaliklara uygulanabilirligini gostermistir. Sonuglar in vivo testler ve Kklinik
denemelerle test edilebilir ve uygulanabilirdir. Yaymlanan bu c¢aligmada, 1100'den

fazla gen ve kutanoz, malin melanomun hedef proteinlerini analiz etmek igin ¢esitli
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veri analizleri kullanilmistir. Analizler; genom ve fenom ¢alismalar1 (sirastyla GWAS
ve PheWAS), biyomedikal, transkriptomik ve metabolomik veri setlerinden c¢esitli
arastirma sonuglarini icermektedir. Bizim ¢alismamizda oldugu gibi, segilen ilaglarin
hedef genleri ile calisma yapilacak ilaglarin hedefleri arasinda olup olmadigina
bakmak amaciyla Drugbank kullanilmustir. ilaglarin patojenezinin (hastalik sebebinin)
kesin bir analizi yapilmig ve bilinen anti-melanom ilaglari ile yiiksek iligkilere sahip
olan genlerin ekspresyon profilleri CMap kullanilarak kontrol edilmistir (Khosravi,
2019). Yaymlanan bu c¢alisma ile tez kapsaminda elde ettigimiz sonuglar
karsilastirilarak Grup 1-4 olarak belirledigimiz ilaglarla ortak olanlar tablo halinde
gosterilmistir (Tablo 9-12).

Tablo 9. Grup 1 I¢in Belirledigimiz Ilaclar ve Yapilan Calismadaki Melanom i¢in Secilen

Ortak Ilaclar
ILAC KOD ILAC GEN
DB00993 Azathioprine HPRT1
DB00997 Doxorubicin NOS2, NOS3
DB00441 Gemcitabine DCK
DB01254 Dasatinib CYP1B1
DB08912 Dabrafenib BRAF, RAF
DB00563 Methotrexate ABCC11, ABCC3,
SLC16A1
DB00675 Tamoxifen ESR1, PRKCA, PRKCB,

PRKCD, PRKCE, PRKCG,
PRKCI, PRKCQ, PRKCZ,
CYP1B1, CYP2AG6,
CYP2CS,

CYP3A7
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Tablo 10. Grup 2 I¢in Belirledigimiz Ilaclar ve Yapilan Calismadaki Melanom i¢in Secilen

Ortak Ilaglar
ILAC KOD ILAC GEN
DB00472 Fluoxetine CHRNAZ3, CHRNB4
DB00540 Nortriptyline ADRB1
DB01151 Desipramine SMPD1, ADRB1, SLC22A5
DB00157 NADH ADH5, ADH7
DB08912 Pravastatin HMGCR

Tablo 11. Grup 3 I¢in Belirledigimiz Ilaclar ve Yapilan Calismadaki Melanom i¢in Secilen

Ortak Ilaclar
ILAC KOD ILAC GEN
DB01244 Bepridil ABCB1, PDE1A, PDEI1B,
CYP3A4, CYP2D6
DB14126 Tenofovir ABCB1
DB00289 Atomoxetine GRIN2B
DB00938 Salmeterol ADRB1

Tablo 12. Grup 4 I¢in Belirledigimiz Ilaglar ve Yapilan Calismadaki Melanom igin Secilen

Ortak Tlaglar
ILAC KOD ILAC GEN
DB01008 Busulfan GSTM1, GSTP1
DB00184 Nicotine SLC22A5, CYP2AG,
CYP2A7
DB00641 Simvastatin HMGCR, CYP3A7
DB00441 Gemcitabine CMPK1
DB00997 Doxorubicin NOS2, NOS3
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3.3 Detayh Yapisal Analiz

Tezde son adim olarak, kenetlenme caligsmalari sonucunda modellenen protein-ilag
kompleks yapilari, literatiir ile karsilastirilarak veri olan durumlarda deneysel yapilarla
hizalanmistir ve bazi protein-ilag ciftlerinin detayli yapisal analizleri yapilmustir.
Literatiirdeki deneysel sonuglarla kenetlenmeden gelen sonuglarin karsilastirilmasi iki

sekilde yapildi:

1) PDB’de yapilari bulunan ilag-protein giftleri ile kenetlenme sonucunda tahmin
edilen yapilarin direk karsilastirilmasi

2) PDB’de ilaca bagli yapist bulunmayan proteinlerin baska ligandlarla bagl
yapilartyla kenetlenme sonucunda tahmin edilen yapilarin ila¢ baglanma

yerleri bakimindan karsilastiriimasi

Asagida farkl ilag gruplarindan se¢ilmis 6rnek ilag-protein ¢iftlerinin detayli yapisal

analizleri anlatilmistir.

3.3.1 Dabrafenib - BRAF

Grup 1’deki kanserde yaygin olarak kullanilan ilaglar ve hedef proteinleri arasindan
belirledigimiz ii¢ adet ilag-protein ¢iftinin kenetlenme analizlerini detaylandirdik. Tlk
olarak belirledigimiz ilag, melanomda yaygin olarak kullanilan dabrafenib
(DB08912), bir diger ismiyle mesilat (Tafinlar); geri dontisiimlii bir ATP rekabetci
kinaz inhibitoriidiir ve Mitojen - Aktive Protein Kinaz (MAPK9) yolaklarini hedefler.
Melanom tedavisinde kullanim icin 29 Mayis 2013 tarihinde onaylanmistir. Mayis
2018'de, Tafinlar (dabrafenib) ve Trametinib kombinasyonu, anormal bir BRAF
V600E geninin neden oldugu bir tiroid kanserini tedavi etmek i¢in onaylanmuistir.
Tafinlar, metastatik melanomali hastalarin tedavisi i¢in baslangicta tek bir ajan olarak
gosterilen bir kinaz inhibitoriidiir. Trametinib ile kombinasyon halinde tafinlar, FDA
onayli bir test ile tespit edilen, reddedilmez veya metastatik melanomali hastalarin
BRAF V600E veya V600K mutasyonlar: ile tedavi edilmesi icin endikedir.
Kombinasyonda kullanim, dayanikli tepki oraninin gosterilmesine dayanir. Hastalikla
iliskili semptomlarda iyilesme veya genel sagkalim, tafinlar i¢in trametinib ile birlikte

gosterilmemistir.
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Dabrafenib, fosforile edilmis hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinazin (ERK)
inhibisyonuna neden olur. Bu hiicre proliferasyonunda bir diisiis oldugunu gosterir.
Ayrica, 24 saat icinde MAPK yolagimin akis asagi aracilart engellenmistir
(Waizenegger ve digerleri, 2016).

BRAF geni mitojenik sinyallerin hiicre zarindan ¢ekirdege iletilmesinde rol alan
protein kinazdir. Fosforilatlar MAP2K1'i ve boylece MAP kinaz sinyal iletim yolunu
aktive eder. Sakin hiicrelerde, protein kinaz ve N-terminal alanlari arasindaki
intramolekiiler bir etkilesim yoluyla aktif olmayan bir durumda tutulur. Mitojen aracili
hiicre aktivasyonunun ardindan, RGB alan1 aracilifiyla iki alan arasindaki inhibitor
intramolekiiler etkilesimi serbest birakan aktif HRAS'a (GTP bagli) baglanir. Bu,
MAP2K1 aracili Ras 1’in kinaz baskilayicilarindan KSR1 veya KSR2
dimerizasyonuna ve BRAF'1 aktive eden BRAF'a izin verir. Baglanma bolgesi ise 155
— 227 rbd, 457 — 717 protein kinazdir (McPherson, 1999). Bl 882370 inhibitorii, BRAF
kinazinin DFG ¢ikis1 (aktif olmayan) konformasyonuna baglanan gii¢lii ve segici bir
RAF inhibitortidiir (Waizenegger, 2016). Bu ¢alismadan yola ¢ikarak, melanom igin
belirledigimiz ilag-gen ¢iftlerinin arasinda bulunmasindan dolay1 dabrafenib ve

kanserde 6nemli bir hedef protein olan BRAF 6rnegini sectik.

Literatiirdeki Dabrafenib-BRAF yapisinin (PDB: 5CSW), en iyi kenetlenme enerji
degerine sahip tahmin pozuna benzerligini analiz edebilmek i¢in {i¢ boyutlu yapilari
PyMol’de hizaladik (Sekil 10). BRAF proteininin SCSW yapisinda bulunan ligand
Dabrafenib, kenetlenmis yapidaki hedef proteine bagli olan ligandla birebir ayni
noktadan yeniden konumlandig1 gézlemlendi ve bu bizim enerji tablomuzdaki -11.90
enerji degerine sahip olan yapiydi (Sekil 10 ve Tablo 13). RMSD degeri bu proteinler
i¢in 0.053 A olarak hesaplandi.
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Sekil 10. Dabrafenib-BRAF Protein-ilag Ciftinin Kenetlenme Sonucunda En Iyi Enerji
Degerindeki 0 _1 Olan Artigin Ligandla Ayn1 Yerden Baglandigini1 Gosteren Hizalama
Gorseli. Ligand POs- Dabrafenib [N-{3-[5-(2-Aminopirimidin-4-Y1)-2-Tert-Biitil-1,3-
Tiazol-4-Y1]-2-Florofenil}-2,6- Diflorobenzensiilfonamid], Formiil: C23H20F3sNsO2S;
(Kenetlenmeden Gelen Yapilar Yesil-Pembe, Deneysel Olan Bej-Mavi)

Tablo 13. Dabrafenib Ilacinin Literatiirde Calismasi Bulunan Protein Yapisiyla Kenetlenme

Skoru
ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
DABRAFENIB BRAF 5CSW/A -11.90

3.3.2 Dasatinib — ABL1

Grup 1 icin belirledigimiz diger ilag-gen cifti dasatinib-ABL1’dir. ABL1 geninin
PDB: 2GQG kodlu protein yapisinda ilag bulundurmasi, kendi kenetlenme
sonuglarimizla karsilastirilmasi i¢in bize imkan saglamaktadir. Ayn1 zamanda ABL1
geninin, dasatinib ilacinin drugbank verilerine gore direk hedefleri arasinda bulunmasi
ve melanom i¢in geneXpharma kullanilarak belirlenen hedef genleri arasinda olmasi

ortak sonuglari karsilastirmamiz agisindan biiyiik 6nem saglamistir.

Dasatinib (DB01254); kronik miyeloid losemili (CML) hastalarda kullanimi

onaylanmus, oral bir ¢ift olan BCR / ABL ve SRC ailesinin tirozin kinaz inhibitoriidiir.
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Dasatinibin ana hedefleri BCRABL, SRC, Ephrins ve GFR'dir. Dasatinib ¢ogunlukla
akut lenfoblastik 16semiler (ALL) ve kronik miyeloid l6semiler (CML) hastaliklarinda
kullanilan antineoplastik bir ajandir. Dasatinib, nanomolar konsantrasyonlarda, BCR-
ABL, SRC ailesi (SRC, LCK, YES, FYN), c-KIT, EPHA2 ve PDGFRJ kinazlarini
inhibe eder. Modelleme c¢aligmalarina dayanarak, dasatinibin, ABL kinazin birgok
konformasyonlarina baglandigi tahmin edilmektedir. Analiz kosullar1 altinda,
dasatinib, BCR-ABL kinaz mutasyonlari, SRC ailesi kinazlar1 (LYN, HCK) igeren
alternatif sinyal yollarmin aktivasyonunu ve c¢oklu ilag direng geninin
ekspresyonundan kaynaklanan imatinib direncinin {istesinden gelebilmistir (Tokarski

ve digerleri, 2006).

ABLI1 geni, protein kinazinin iist familyasina aittir (Tyr protein kinaz ailesi-ABL alt
ailesi). ABL1 geni hiicre biiyiimesi ve sagkalim ile baglantili bir¢ok kilit siirecte rol
oynayan ve reseptor olmayan bir tirozin-protein kinazdir. Koordinatlari, WASF3,
ANXAI1, DBNI1, DBNL, CTTN, RAPH1 ve ENAH gibi hiicre iskeleti canliliklarini
kontrol eden proteinlerin, tirozin fosforilasyonu yoluyla yeniden modellenmesini
saglar (Cobbaut ve digerleri, 2017). WASF3'iin fosforilasyonu, lamellipodia olusumu
ve hiicre gd¢liniin uyarilmasi i¢in kritik noktadir. BCAR1, CRK, CRKL, DOK1, EFS
veya NEDD9 gibi bu islemlerin anahtar diizenleyicilerinin fosforilasyonu yoluyla
hiicre adhezyonunu ve kendiliginden hareketliliginin diizenlenmesinde de rol oynar
(Cobbaut ve digerleri, 2017). ABL1, oksidatif strese cevaben mitokondriyi hedefler ve
boylece mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve hiicre 6liimiine neden olur. Oksidatif
kuvvete cevap olarak, Tyr-717’de serin / treonin kinaz PRKD2'yi fosforile eder.
ABLI1, DNA baglama aktivitesine sahip oldugu ¢ekirdeginde yer degistirir. ABLI1,
DNA-hasar1 tepkisi ve apoptoz ile ilgilidir. Bir¢cok substrati, DNA onariminin bilinen
aracilaridir: DDB1, DDB2, ERCC3, ERCC6, RAD9A, RADS51, RADS2 veya WRN.
Otokatalitik aktivite ile kendi diizenleyicisi olarak ve bunun yani sira ABL1’in
fosforilosyonu yoluyla inhibitorii olarak islev goriir. ABLI’in baglanma bdlgeleri
Uniprottaki bilgilere soyledir: 1-60, 869-968, 953-1153. Motif konumlari ise 381-405,
605-609, 709-715, 762-769, 1090-1100’diir (McPherson, 1999).

John S. Tokarski ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada, imatinib-direngli BCR-ABL
mutantlarina kars1 dasatinibin aktivitesinin daha iyi oldugu belirtilmistir (Tokarski S.

John ve digerleri, 2006). Kronik miyeloid 16semi (CML) tedavisi i¢in kullanilan
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imatinib, BCR-ABL inhibitoriidiir. Her ne kadar imatinib hastaligin erken evresinde,
yiikksek klinik basari oranina sahip olsada, CML tedavisinde Ozellikle hastaligin
sonraki asamalarinda problemlidir. Dasatinib (BMS-354825), onkojenik yollar1 hedef
alan ve BCR-ABL'ye karsi imatinib'den daha giiglii bir inhibitor olan, ¢ok modelli bir
tirozin kinaz inhibitoriidiir (Tokarski ve digerleri, 2006). Yapilan ¢aligmada ABL-
dasatinib kompleksinin yapis1 2.4 A ¢oziiniirliikteki dasatinib ile komplekslenen insan
ABL kinaz bélgesinin (kalint1 225-512) X-1s1n1 kristal yapisini rapor edilmistir (PDB:
1IEP). Bu kompleks Sekil 11 A’da gosterilmistir. Bu yapinin kristolografik yapisini
Uniprot’ta incelendigimizde ABL1 kinaz geninin 2GQG yapisina karsilik gelmektedir.
Bu ¢aligma, ATP baglanma bolgesine baglanan ve muhtemelen ATP'nin yerini alan
dasatinib tarafindan, ABL kinazin inhibe edilmesinin molekiiler mekanizmasi
hakkinda bir fikir vermektedir. ABL'nin Tyr393'te aktivasyon (loop) dongiisii
fosforilasyonundan bagimsiz olarak ayni aktif konformasyonu benimseyebilmesi, bu

konformasyonun kararli oldugunu gosterebilir.

Sekil 11. A, ABL Kinaz Dasatinib Kompleksinin Yapis1 (PDB: 11EP). (Dasatinib Yesil,
ABL Kinaz Mavi). B, ATP Baglanma Bdlgelerindeki Kalintilarin ve Dasatinib Kesintilerinin
Ayrmtili Goriiniimii. Yesil ve Mavi, Iki Asimetrik Unitede Bulunan inhibitér Molekiilleri;
Gri, Goriintiilenen Kalint1 Yiizeyine Sahip Bir Protein Yapisi. Kesikli Cizgiler ise Hidrojen
Baglar1 (Tokarski ve digerleri, 20006)
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Imatinib, dasatinib bagli ABL konformasyonunda bulunan Phe382 (insiilin
reseptoriiniin amino asitinin bagimsiz mutasyonu) ile ¢gakisma nedeniyle ABL'nin aktif
konformasyonuna baglanamaz. Bagka bir deyisle, Dasatinib, imatinib bagl aktivasyon
diigiimii konformasyonuna baglanabilecektir. Imatinib bagli formdaki aktivasyon
dongiisli, hem P-halkast hem de inhibitor ile etkilesimler olusturarak, ATP baglama
bolgesine dogru katlanir ve bdylece inhibe edici kinaz konformasyonu ile sonuglanir.
Aktivasyon dongiisii konformasyonundaki iki ABL formu arasindaki farkliliklar DFG
(aktivasyon déngiisiiniin N-terminal Asp — Phe-Gly) motifinde baslar. imatinib baglh
formdaki aktivasyon dongiisii, hem P-halkast hem de inhibitér ile etkilesimler
olusturarak, ATP baglama bolgesine dogru katlanir ve bdylece inhibe edici kinaz
konformasyonu ile sonuglanir. Aktivasyon dongiisii konformasyonundaki iki ABL
formu arasindaki farkliliklar DFG motifinde baslar. imatinib bagl formdaki DFG
motifinin Phe382'si, ATP baglama bdlgesine dogru, imatinibin pirimidin halkasi ile k
istiflerine isaret eder ve P halkasinin Tyr253 (PHB: Phospho-Tyr253 antikoru)’ii ile
kenardan yiize bir etkilesim olusturur. Buna karsilik, dasatinib bagh formda Phe382,
tipik olarak aktive kinazlarla oldugu gibi ATP tarafindan erisilmeyen bir hidrofobik
cep i¢ine gomiiliir (Sekil 11 B). Dasatinib ve imatinib'in merkezi ¢ekirdegi {ist iiste
binsede, yapilarin geri kalani protein i¢inde zit yonlerde uzanir. Spesifik olarak,
imatinib karsiligi bulunmayan N-2 hidroksietilpiperidin grubu dasatinib grubu,

¢Oziiciiye maruz birakilan proteine dogru uzanir (Tokarski ve digerleri, 2006).

ABL1 proteininin 2GQG yapist secilerek, dasatinib ile kenetlenme yapildi. Detayli
hesaplama analizi yapabilmek i¢in hedefimiz 2GQG’ nin kendinden ilagh yapisi ile
kenetlenme sonucundaki hedefimizi hizaladigimizda, bu iki yapinin ilagh
goriintlisiinlin ayn1 yerde oldugunu gosterdik (Sekil 12 ve Tablo 14). Bu proteinler i¢in
RMSD degeri 0.075 A olarak hesaplandi.
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Sekil 12. ABL1 Geninin 2GQG Yapisinin A Zincirinin Dasatinib ile Swissdock Kenetlenme
Sonucuna Gére; En lyi Enerji Degerine Sahip Olan Artik ve Baglanma Sayisinin (0_0)
Bizim Hedefimizle Hizalanmasi Sonucu Ayni Bdlgeden Baglandiginin Karsilagtirma Sonucu

(Kenetlenmeden Gelen Yapilar Yesil-Pembe, Deneysel Olan Mavi-Turkuaz)

Tablo 14. Dasatinib ilacinin Literatiirde Caligmas1 Bulunan Protein Yapisiyla Kenetlenme

Skoru
ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
DASATINIB ABL1 2GQG/A -9.65

John S. Tokarski ve arkadaslarinin 16semi tedavisi amaciyla yaptigi ¢alismada da
detayli analiz sonuglarimizda da goriildiigii gibi dasatinib ilacin1 16semi disinda
melanom i¢in belirledigimiz hedef genlere yeniden konumlandirildiginda, melanom
icin yeni Onerilen bir ilag olarak tedavide kullanilabilecegini bilgisayar hesaplamalari

kullanarak gosterdik.
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3.3.3 Carfilzomib — PSMB7

Carfilzomib (DB08889), enjekte edilebilir bir antineoplastik bir ajandir ve bir
proteazom inhibitorii olarak gorev yapar. Carfilzomib, 20S proteazomunun, N-
terminal treonin igeren aktif bolgelerine, 26S proteazomundaki proteolitik ¢ekirdek
partikiiliine geri doniisiimsiiz ve segici bir sekilde baglanir. Chymotrypsin benzeri
bolgenin, carfilzomib (BS ve B5’in alt birimleri) tarafindan inhibisyonu, hiicresel
proliferasyonun azaltilmasinda en etkili hedeftir. Sonugta hiicre dongiisii durmasi ve
kanserli hiicrelerin apoptozu ile sonuglanir. Daha yiiksek dozlarda, carfilzomib, tripsin
benzeri bolgeleri inhibe edecektir (Harshbarger, Miller, Diedrich ve Sacchettini,

2015).

Carfilzomibin hedef geni PSMB7’yi inceledigimizde: Proteazom, notr veya hafif
bazik pH'de ayrilan gruba bitisik olan Arg, Phe, Tyr, Leu ve Glu ile peptidleri yarma
kabiliyeti ile karakterize edilen ¢ok katalitik bir proteinaz kompleksidir. Proteazom,
ATP'ye bagl bir proteolitik etkinlige sahiptir. Cogu hiicre i¢i proteinin proteolitik
bozunumunda yer alan 20S c¢ekirdek proteazom kompleksinin bilesenidir. Bu
kompleks, farkli diizenleyici parcaciklarla birlestirilerek hiicre icinde 6nemli rol oynar.
Iki 19S diizenleyici aktivatdrii pkalintiiil ile baglantili olarak, 26S proteazomu
olusturur ve boylece ubikile edilmis proteinlerin ATP'ye bagli bozulmasina katilir. 26S
proteazomu, hiicresel fonksiyonlar1 bozabilecek yanlis katlanmis veya hasar gérmiis
proteinleri ¢ikararak ve kalinti islevleri gerekmeyen proteinleri kaldirarak, protein
homeostazinin korunmasinda kilit bir rol oynar. PA200 veya PA28 gibi a halkasini
acan cesitli diizenleyici parcaciklar ile iligkili, 20S proteasomu ubikuitin bagimsiz
protein bozulmasina aracilik eder. Bu tip proteoliz, spermatogenez (20S-PA200
kompleksi) veya MHC (Major Histokompatibilite Kompleks) sinif I ile sunulan
antijenik peptidlerin (20S-PA28 kompleksi) bir alt kiimesinin iretilmesi ¢esitli
yollarda gereklidir (McPherson, 1999).

Kenetlenme sonug¢ tablomuza (Tablo 15) baktigimizda carfilzomib-PSMB7 (PDB:
4R67) ilag-protein ciftinin kenetlenme enerji degerinin -9.72 oldugunu gérdiik. 4R67
yapisinin W zinciri incelendiginde kendiliginden ligand bulundurmasi hedefimizle
hizaladigimizda kenetlenme sonucundaki enerji degerleri ile karsilastirabilmemize

imkan sagladi. RMSD degeri 0.000 A (sifir) olarak hesaplandi (Sekil 13).
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Sekil 13. 4R67 Yapisinin Kendiliginden Ligand Bagli Yapisinin Gorseli. Ligand 3BV- N-
{(2s)-2-[(Morfolin-4-Ylacetyl)amino]-4- Fenilbiitanoil } -L-Leucyl-N-[(2r,3s,45)-1,3-
Dihidroksi-2,6-Dimetilheptan-4-YI]-L- Fenilalaninamid, Formiil:C4Hs1NsO7 : Carfilzomib-
4R30 Ciftinin, 4R67 Yapisiyla Hizalama Sonucu (Kenetlenmeden Gelen Yapilar Yesil-
Pembe, Deneysel Olan Bej-Mavi)

Tablo 15. Carfilzomib Ilacinin Literatiirde Calismas1 Bulunan Protein Yapisiyla Kenetlenme

Skoru
ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU/
ZINCIiR
CARFILZOMIB PSMB7 4R67/W -9.72

3.3.4 Clomipramine - HTR2B
Grup 2 olarak segilen ilaglar1 inceledik ve geneXpharma kullanarak belirledigimiz

hedef genler ile ilaglarin drugbank veri sayfasindaki hedefleri karsilastirdik. Bu
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karsilagtirmanin sonucunda, clomipramine ilact i¢cin HTR2B geninin her iki
degerlendirmede de ortak oldugunu gordiik ve ilag-gen ¢iftini clomipramine-HTR2B

olarak belirledik.

Clomipramine (DB01242), 3-kloro, imipramin analogudur, bir dibenzazepin tiirevi
trisiklik antidepresandir (TCA). TCA'lar, serotonin ve norepinefrin geri aliminin gii¢lii
inhibitorleridir. Clomipramine gibi tersiyer amin TCA'lar, nortriptyline ve
desipramine gibi sekonder amin TCA'lardan daha gii¢lii serotonin geri alim
inhibitorleridir. TCA'lar ayrica serebral kortikal B-adrenerjik reseptorleri diizenler ve
kronik kullanimla sinaptik sonrasi serotonerjik reseptorleri hassaslastirir. TCA'larin
antidepresan etkilerinin, serotonerjik norotransmisyondaki genel bir artistan
kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. TCA'lar ayrica sirasiyla sedatif, hipotansif ve
antikolinerjik etkilerini (6rnegin bulanik gérme, kuru agiz, kabizlik, idrar tutma)
aciklayan histamin-H1 reseptorleri, al-adrenerjik reseptorleri ve muskarinik
reseptorleri bloke eder. Clomipramine, obsesif-kompulsif bozuklugu ve obsesif-
kompulsif bir bileseni olan bozukluklari (6rnegin depresyon, sizofreni, Tourette
bozuklugu) tedavi etmek igin kullanilabilir. Sodyum kanallarinin ve NMDA (N-metil-
D-aspartat) glutamat reseptorlerinin, (hayvanlarda hafiza ve 6grenme siireglerinde
biiyiik gorevler alan, cok sayida agonist molekiile tepki veren reseptorler) bir blokajt,
diger trisikliklerde oldugu gibi kronik agridaki, 6zellikle de noropatik tipteki etkisini
aciklayabilir.

HTR2B geni, 5-hidroksitriptamin (serotonin) i¢in G-protein bagh reseptortiir. Cesitli
alkaloid tiirevleri ve psikoaktif maddeler i¢in bir reseptor olarak da islev goriir. Ligand
baglanmasi, guanin niikleotitine baglanan proteinler (G proteinleri) yoluyla
sinyallemeyi tetikleyen ve asagi akish efektorlerin aktivitesini modiile eden bir
konformasyon degisikligine neden olur. Beta-tutuklama familyas1 iyeleri, G
proteinleri yoluyla sinyallemeyi inhibe eder ve alternatif sinyal yollarinin
aktivasyonuna aracilik eder. Sinyalleme, fosfatidilinositol 3-kinaz ve asagi akis
sinyallesme kaskadlarinin aktivitesini modiile eden ve hiicre i¢i depolardan Ca (2+)
iyonlarinin salinmasini tesvik eden bir fosfatidilinositol-kalsiyum ikinci mesajlasma
sistemini aktive eder. Dopamin ve 5-hidroksitriptamin salinimi, 5-hidroksitriptamin
aliminin diizenlenmesinde ve hiicre dis1 dopamin ve 5-hidroksitriptamin seviyelerinin

diizenlenmesinde rol oynar ve bdylece noral aktiviteyi etkiler. Aci algisinda rol
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oynayabilir. Diirtiisel davranislar da dahil olmak {izere davranigin diizenlenmesinde
rol oynar. Normal embriyonik kalp miyositlerinin proliferasyonu ve normal kalp
gelisimi icin gereklidir. Kardiyomiyositleri apoptoza karsi korur. Pulmoner arterlerin
kronik hipoksiye adaptasyonunda rol oynar. Vazokonstriksiyonda rol oynar. Normal
osteoblast fonksiyonu ve proliferasyonu ve normal kemik yogunlugunu korumak igin
gereklidir. Bagirsaktaki Cajal hiicrelerinin normal proliferasyonu igin gereklidir

(McPherson, 1999).

Patolojisine baktigimizda mutajenez konum yerlerinin; 132, 135, 136, 139, 140, 208,
209, 211, 217, 218, 225, 337, 340, 344, 347, 348, 362, 363, 366, 370 oldugunu
gormekteyiz. Baglanma bolgelerine baktigimizda ise 135 — 140, 337 — 341; motif
konum bdlgelerinin ise 152 -154, 212 — 215, 376 — 380, 479 — 481 oldugunu
gormekteyiz (McPherson, 1999).

Clomipramine-HTR2B ilag protein ciftinin kenetlenme sonuglar1 ve Sekil 14’te
gosterilen mevcut ligandli yapis1 (PDB: 6DRY) karsilastirildiginda ilacin deneysel
yapidaki H8D ligandi ile ayn1 bolgeden baglandigi gozlemlendi (Sekil 15, Tablo 16).
Bu artigin kenetlenme skoru ise -8.18 kJ/mol’diir (Tablo 16). RMSD degeri ise 0.033
A olarak belirlenmistir. Yapisal analiz sonuglarimiza dayanarak, kenetlenme
sonuglarindaki en iyi enerji skorlarinin, Onerilen hedef ile uyumlu oldugunu

gostermektedir (Sekil 15).
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Sekil 14. HTR2B (PDB: 6DRY) Yapisinin A Zincirinin Ligandli Yapisinin Gorseli. Ligand
A (OLC): (2r)-2,3-Dihidroksipropil (9z)-Octadec-9-Enoate [1-Oleoil-R-Gliserol] Formiil:
C21H4004, Ligand B (PEG): Di(hidroksietil) ether Formiil: C4H100s. Ligand C (CLR) :
(8beta)-N-[(2s)-1-Hidroksibiitan-2-Y]-6-Metil-9,10- Didehidroergolin-8-Carboksiamid
[Metilergonovin], Formiil: CooH2sN30,. Ligand D (OLA) : Oleik Asit, Formiil: C1gH3405.
Ligand E (H8D) : (8beta)-N-[(2s)-1-Hidroksibiitan-2-Y1]-6-Metil-9,10- Didehidroergolin-8-
Carboksiamid [Metilergonovin] Formiil: CzoH2sN30>

62



Sekil 15. Clomipramine Ilacinin HTR2B Genin 6DRY Yapisinin A Zinciriyle (yesil),
Hedefin (bej) Hizalanmasi. Maviler Gen Yapisinin iginde Bulunan Ligandlar. Deneysel
Calismalarin Sonucunda 26 0 (pembe) Olan Artigin, H8D Ligandiyla Ayni1 Yerden Hedefe
Baglandiginit Gosteren Gorsel (Kenetlenmeden Gelen Yapilar Yesil-Pembe, Deneysel Olan
Bej-Mavi)

Tablo 16. Clomipramine ilacimin Literatiirde Calismas1 Bulunan Protein Yapistyla

Kenetlenme Skoru

ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIiR
CLOMIPRAMINE HTR2B 6DRY/A -8.32

3.3.5 Bepridil - CALM1
Grup 3 tablosunda belirtilen ilaglar, bu ¢aligmanin asil amacini yansitmaktadir ve
Onerecegimiz ilag melanomda bilinen ilaclar disinda, yeni bir ilag onererek farkl bir

bakis acis1 kazandirmaya yoneliktir.

Bepridil (DB01244), 6nemli anti-anjinal aktiviteye sahip uzun etkili, se¢ici olmayan,

kalsiyum kanal bloke edici ilactir. ila¢g dnemli koroner vazodilatasyon etkiler iiretir.
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Antihipertansif ve selektif anti-aritmi aktivitelerine sahiptir ve bir kalmodulin
antagonisti olarak goérev yapar. Bepridil, hem kalsiyum (L tipi) hem de miyokard ve
vaskiiler diiz kastaki hizl1 sodyum i¢ akimlar iizerinde inhibe edici etkilere sahiptir,
kalmodiiline kalsiyum baglanmasini engeller ve hem voltaj hem de reseptorle ¢alisan
kalsiyum kanallarini bloke eder. Bepridil, kalsiyum iyonlarinin transmembran akimini,
kalp ve damar diiz kaslarina engeller. Bepridilin, hem kalsiyum doz yanit egrisinin
egiminin hem de kalsiyum kaynakli inotropik yanitinin maksimum egrisini, izole ettigi
miyokard ve vaskiiler diiz kas preparatlarinda, dnemli dl¢iide azalttigin1 gostermistir.
Kardiyak miyositlerin in vitro olarak, bepridilin aktinine sikica bagli oldugu
gosterilmistir. Bepridil, kalbin calistig1 toplam periferik direnci (ylikleme sonrast)
azaltarak, istirahatte ve belirli bir egzersiz seviyesinde kalp atis hizin1 ve arter basincini
diizenli olarak azaltir. Bepridilin etki alan1 konumu: 8 — 43, 44 — 79, 81 — 116, 117 —
149°dur. Bolge pozisyonu ise 77 — 149°dur.

CALML1, yani calmodulin, ¢ok sayida enzimin, iyon kanalinin, aquaporinin ve diger
proteinlerin Ca (2+) tarafindan kontroliine aracilik eder. Calmodulin-Ca (2+)
kompleksi tarafindan uyarilacak enzimler arasinda bir dizi protein kinaz ve fosfataz
vardir. CCP110 ve centrin ile birlikte, sentrozom dongiisiinii ve sitokinez yoluyla,
ilerlemeyi diizenleyen genetik bir yolda bulunur. CALM1'deki mutasyonlar CPVT4
geninin mutasyonunun nedenidir. OMIM (Insan Genleri ve Genetik Bozukluklarin
Cevrimigi Katalogu) dan elde edilen bilgilere gore pozisyonu (s) 54, 98’dir. QT
sendromu 14 (LQT14) hastaligina CALM]1'deki mutasyonlar neden olur. OMIM
(Insan Genleri ve Genetik Bozukluklarin Cevrimigi Katalogu) dan elde edilen bilgilere

gore pozisyonu (s) 90, 130, 141, 142 ‘dir (Nam ve digerleri, 2017).

CALML1 proteininin 1PKO yapisinin D zinciriyle, SWCS5 yapisinin R zincirini (Sekil
16) hizalama yaparak AG degerlerini Tablo 17°de kaydettik ve bepridilin, 1PKO
yapisinin en iyi enerji degerine sahip artigindan baslayarak, SWCS yapisindaki ligand
ile ayn1 veya en benzeri konumundaki artig1 tek tek gorsellestirerek taradik. En iyi
enerji degerine sahip olan kalint1 4 0 ile AJV ligandi proteine ayni yerden baglandi ve
RMSD degeri 0.064 A olarak hesaplandi.
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Sekil 16. Bepridil (pembe), 1PK0/D (bej), SWC5 (yesil), Ligand AJV (mavi)( (- 7-Floro-3-
(Hidroksiamino)-2h-Indol-2-One), Formiil: CsHsFN»O;), 5SWC5 ve 1 PKO Hizalanan
Yapisinin En Iyi Enerji Degerine Sahip Kalmti (4 0) ile Ayn1 Bolgeden Baglandigini

Gosteren Sekil (Kenetlenmeden Gelen Yapilar Yesil-Pembe, Deneysel Olan Bej-Mavi)

Tablo 17. Bepridil I¢in Belirlenen Ilag-Protein Ciftlerinin Kenetlenme Skorlart

ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIiR
BEPRIDIL CALM1 1PK0/D -10.43
BEPRIDIL CALM1 5WC5/R -9.54

Deneysel sonuglarimizda, swissdock ile yaptigimiz kenetlenme ¢alismalari sonucunda
olusacak komplekslerin tahmini pozlarinin yerlesmesinin gergege en yakin olmasini
hedefledik. Bunun icin her bir sonucu ii¢ boyutlu olarak yapisal analiz ettik ve
melanom i¢in belirlenen hedeflere ilaglar1 yeniden konumlandirdigimizda hedefi ile
uygun olarak baglandigim1 gozlemledik. Kalp yetmezligi ve hipertansiyon igin
tedavilerde uygulanan bepridilin yeniden yonlendirilmesiyle melanomda tedavi amaclh

kullanilabilecegini savunuyoruz.
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3.3.6 Dapsone - CALM1

Son olarak kontrol grubundan belirledigimiz dapsone ilacinin rastgele belirledigimiz
ve bepridilin kenetlenme sonuglar1 i¢in hedef olan CALMI proteiniyle olan
kenetlenme sonuglarini sonuglar kisminda bulunan tablomuzda kaydettik. Kenetlenme
sonuglarini analiz ettigimizde en iyi enerji degerine sahip olan yapidaki ilag AJV
ligandi ile ayni yerden baglanmadi (Sekil 17). Dapsone ve CALML1 birbirinin hedef
ilag ve geni olmayan iki yapiydi. Tablo 18’de belirtildigi gibi kenetlenme sonucunun
AG degeri -6.81 ki/mol ve RMSD degeri bu ilag-protein ¢ifti icin 0.064 A olarak
hesaplandi.

Sekil 17. SWCS5 (bej) ve Hedef Proteinin (yesil) Kenetlenmesi Sonucunda Dapsone (pembe)
[lacinin, AJV (mavi) ((- 7-Floro-3-(Hidroksiamino)-2h-Indol-2-One), Formiil: CsHsFN,O5)
Ligandiyla Farkli Bolgeden Baglandigini Gosteren Sekil (Kenetlenmeden Gelen Yapilar
Yesil-Pembe, Deneysel Olan Bej-Mavi)

Tablo 18. Dapsone ve CALM1 Proteinin Kenetlenme Skoru

ILAC GEN PROTEIN YAPISI AG (kJ/mol)
PDB KODU /
ZINCIR
DAPSONE CALM1 5WC5/R -6.81
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BOLUM IV

4. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiksek Oliim oranlar1 olan melanom olaylar1 kiiresel olarak hizli bir sekilde
artmaktadir ve tedavideki zorluklar etkin ila¢ kesif yontemlerinin gelistirilmesini ¢ok
onemli kilmaktadir. Ilaglarin yeniden konumlandirilmasi, mevcut ilaglar icin yeni
kullanim alanlar1 saglayan yenilik¢i bir yaklagimdir. Bu tezde ilk olarak literatiirden
melanom igin transkriptom (gen ekspresyon) veri seti eldilerek mMRNA seviyesinde
anlatim1 anlaml farklilik gdsteren genler tespit edildi. Gen ekspresyonu rehberli bir
arama araci kullanilarak melanoma yonelik anlamli ilag-gen ciftleri tahmin edildi.
Tahmin edilen ilag-gen giftleri kanserle ilgilerine gore gruplandirildi: kanser
tedavisinde kullanilan; kanser tedavisinde tamamlayici olarak kullanilan; heniiz kanser
tedavisi ile iliskilendirilmemis olan ve rastgele eslestirilen kontrol grubu. Son olarak,
her grup igin temsili ilag-gen ciftleri se¢ildi ve bu segilmis ¢iftlerdeki genler tarafindan

kodlanan proteinler ve ilgili ilaglar i¢in molekiiler kenetlenme ¢alismalari yapildi.

Analizler sonucunda tahmin edilen ilag-protein yapilarinin veri olan durumlarda
literatire uyumlu oldugu gosterildi (Dabrafenib-BRAF, Dasatinib-ABL1,
Carfilzomib-PSMB7, Clomipramine-HTR2B). Bazi etkilesimlerin (Bepridil-CALM1)
ise yapisal detaylariyla birlikte melanom i¢in uygun olabilecegi ilk defa bu tez
caligmasinda oOnerildi. Bepridil ilaci, melanoma yonelik olarak yeniden
konumlandirilan ilag-gen ¢iftlerinden p-degerine gore siralanmis en iyi adaylar
arasindan segildi ve Bepridil ile hedef proteini CALMI1 i¢in tahmin edilen kenetlenmis

kompleks yapiyla deneysel sonuglarin uygunlugu hizalama yoluyla gosterildi.
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Ozet olarak, c¢alismamizda melanoma yonelik ve heniiz kanser tedavisi ile
iliskilendirilmemis olan ilaglardan ii¢ tanesinin, tahmin edilen kenetlenme enerji
degerlerinden (AG, kJ/mol) yola c¢ikarak en yiiksek potansiyele sahip oldugu
ongoriilmektedir. Bu ilaglar: astim ve kronik obstriiktif akciger hastaliginda kullanilan
Salmeterol; Hepatit ve HIV’ye yonelik kullanilan Tenofovir ve kalp yetmezligi ile

hipertansiyon gibi hastaliklarin endikasyonunda kullanilan Bepridil’dir.

Bu ¢alismanin devaminda; melanom tedavisine yonelik olarak 6nerilen ‘Heniiz kanser
tedavisi ile iliskilendirilmemis’ olan 3. gruptan segilecek en iyi ilag-protein giftleri igin
kenetlenme sonuglarinin detayl yapisal analizinin ardindan in vitro kanser hiicre hatti
deneyleri yapilmasi 6nerilmektedir. ilaglarin hiicre kiiltiiriinde denenmesi sonrasinda,
kanser hiicre hattinda biitlinsel etkisinin incelenebilmesi ve hangi yolaklarinin
etkilendiginin bulunabilmesi i¢cin mRNA dizileme yapilmasi da ilaclarin etki

mekanizmasinin anlasilmasi i¢in baska bir 6nemli adim olacaktir.

Bu tezde melanoma yonelik olarak hesaplamali yaklasimlar olan ilaglarin yeniden
konumlandirilmasi ve molekiiler kenetlenme yontemleri uygulanmistir ve ¢aligmanin
devaminda sonuglarin in vitro deneylerle desteklenmesi hedeflenmektedir. Boylece,
hesaplamali ve deneysel ¢alismalar1 kapsayan biitlinlesik bir yaklasim kullanilarak
melanom tedavisine yonelik ilag gelistirme ¢abalarina katkida bulunulmasi

hedeflenmektedir.
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EKLER

EK-1. DAHA ONCE YAPILAN CALISMALARDAN DERLENMIS 75 ILAC
ICIN YENIDEN KONUMLANDIRMA ORNEKLERI

Ila¢ Endikasyon Yeni Madencilik Kaynak
Endikasyon  Yaklasimlar
Atomoxetine Parkinson ADHD Ag Yaklasimi  Novac ve Natalia, 2013;
hastalig1 Henriksen K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011; Gupta
S.C. ve digerleri, 2013;
Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013; Wang
Z.Y., Y.Quan, H.Y.
Zhang, 2014; Yeu Y,
YoonY, Park S., 2015
Allopurinol Timor lizis Gut Deneysel Novac ve Natalia, 2013
sendromu
Amphetamine Uyarict Cocuklarda Anlamsal Novac ve Natalia, 2013;
Uyarici Yaklagim Henriksen, K., C.
Hiperkinezi, Christiansen, M.A.
(dikkat Karsdal, 2011; Gupta
eksikligi S.C. ve digerleri, 2013;
hiperaktivite Ashburn, T.T., K.B.
bozuklugu, Thor, 2004; Deotarse,
DEHB) 2015; Wang, Z.Y., H.Y.
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Apomorphine
Aspirin

Budesonide

Bupropion

Celecoxib

Chlorpromazin
e

Parkinson Erektil
hastaligi disfonksiyon
Analjezik, Kolorektal
antipiretik kanser
Astim Kolit,
Ulseratif
Antidepresan Sigara
birakma
Osteoartrit Ailesel
ve erigkin adenomatoz
romatoid polipozis,
artrit kolon,
kolorektal,
akciger ve
meme
kanseri
Antiemetik /  Sakinlestirici
antihistamin olmayan
sakinlestirici

70

Deneysel
Deneysel

Hesaplamal
Yaklasim

Deneysel

Hesaplamali
Yaklagim

Deneysel

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013; Wang,
ZY., Y.Quan, H.Y.
Zhang, 2014; Yeu Y,
YoonY, Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018

Novac, Natalia, 2013;
Henriksen, K., C.
Christiansen,M.A.
Karsdal, 2011

Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013; Wang,
ZY., Y.Quan, HY.
Zhang, 2014; Yeu Y,
YoonY, Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018

Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004



Crizotinib

Cymbalta

Dapoxetine

Doxepin

Drospirenone

Duloxetine

Anaplastik
biiyiik
hiicreli

lenfoma igin
klinik
calismalar

Depresyon

Analjezi ve
depresyon
Antidepresan

Oral
kontraseptif

Depresyon

NSCLC

Diyabetik
periferik
noropati
Erken
bosalma
Uykusuzluk
antipruritik

Hipertansiyo
n
Stres idrar
kagirma,
fibromiyalji,
kronik, kas-
iskelet
sistemi agrist

71

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Hesaplamali
Yaklagim

Deotarse, 2015

Novac, Natalia, 2013

Novac, Natalia, 2013

Henriksen, K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011

Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013
Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004



Eflornithine

Etanercept

Anti-enfektif

Romatoid
artrit

Kadinlarda
istenmeyen
yiiz killarinin
azaltilmasi

Astim

72

Deneysel

Ag Yaklasimi

Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013; Wang,
ZY., Y.Quan, H.Y.
Zhang, 2014; Yeu Y,
Yoon Y, Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018.

Zhang, 2013; Wang,
ZY., Y.Quan, H.Y.
Zhang, 2014; Yeu Y,
Yoon Y, Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018



Everolimus

Finasteride

Fludrocortison
e

Immunsiipres Pankreas Metin
if noroendokrin ~ madenciligi
tiimorleri yaklagimi
Benign Sag Deneysel
prostat dokiilmesi
hiperplazisi
Serebral tuz  Hipertansiyo Deneysel
kayb1 n
sendromu

73

Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y., H.Y.Zhang,
2013; Wang, Z.Y., Y.
Quan, H.Y. Zhang,
2014; Yeu Y, Yoon Y,
Park S., 2015; Mullen J,
Cockell S J, Tipney H
ve digerleri, 2016; Ross
M K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014

Novac, Natalia, 2013;
Henriksen, K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011; Gupta,
2013; Ashburn, T.T.,
K.B. Thor, 2004

Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013



Fluoxetine Depresyon Regl Ag Yaklagim
rahatsizlig1
Furosemide Konjestif Bartter Deneysel
kalp Sendromu
yetmezligi
ile iliskili
6dem

74

Novac, Natalia, 2013;
Henriksen K., C.
Christiansen, M.A
Karsdal, 2011; Gupta,
2013; Ashburn T.T.,
K.B. Thor, 2004;
Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y., H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan,
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, YoonY vePark S.,
2015

Wang Z.Y., H.Y. Zhang,
2013.



Galantamine

Gemcitabine

Hydroxychlor
oguine

Imatinib

Imidapril

Infliximab

Cocuk felci, Alzheimer
felg ve
anestezi
Antiviral Kanser ajani

Antiparazitik  Anti-arthritic

sistemik
lupus
erythematosu
S
BCR-ABL GIST
Hipertansiyo Cancer
n cachexia
Crohn’s Alzheimer
hastalig1

75

Ag Yaklagim

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Ashburn, T.T., K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y., H.Y.
Zhang, 2013; Wang,
Z.Y., Y.Quan, HY.
Zhang, 2014; Yeu Y,
Yoon Y, Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V' S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014; Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Henriksen, K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011

Deotarse ve digerleri,
2015

Henriksen, K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011

Henriksen, K., C.,
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011



Leflunomide Prostat Ag Yaklastmi  Gupta S.C. ve digerleri,
Kanseri 2013; Ashburn, T.T.,

K.B. Thor, 2004;
Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y., H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan,
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y,YoonY, Park S.,
2015; Mullen J, Cockell
S J, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014; Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016

Romatoid
artrit
Lidocaine Lokal Oral Deneysel Novac, Natalia, 2011
Anestezi kortikosteroi
d bagimliligi,
aritmi
Lumigan Glaucoma Hipotrikoz Deneysel Novac, Natalia, 2011
simpleks
Mecamylamin Orta ADHD Deneysel Ashburn, T.T., K.B.
e derecede Thor, 2004
siddetli ve
siddetli
esansiyel
hipertansiyon
ve komplike
olmayan
malign
vakalar

76



Metformin

Methotrexate

Methotrexate

Mifepristone

Milnacipran

Miltefosine

Minocycline

Monoxide

Mycophenolat

e mofetil

Transplanted
Naltrexone

Diabet
mellitus

Akut 16semi

Kanser

Gebelik
sonlandirma

Depresyon

Akciger
Kanseri

Akne

Hipertansiyo
n

Nakledilen
organ reddi

Opioid
bagimlilig

Meme,
adenokarsino
m, prostat,
kolorektal
kanser

Osteosarcom  Ag Yaklagimi

a, meme
kanseri,
Hodgkin
lenfoma

Romatoid
artrit

Psikotik
biiylik
depresyon,
Cushing’s
sendromu

Fibromiyalji

Visceral and
cutaneous
leishmaniosis

Yumurtalik
kanseri,
glioma

Sag
dokiilmesi
Renal
sistemik
lupus
eritematozus
semptomlari

Alkol
birakma

77

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Gupta, S.C., ve
digerleri, 2013.

Novac, Natalia, 2011

Gupta, S.C., ve
digerleri, 2013

Novac, Natalia, 2011

Novac, Natalia, 2011

Henriksen, K., C.
Christiansen, and M. A.
Karsdal, 2011

Gupta, S.C., et al., 2013

Novac and Natalia, 2011

Henriksen, K., C.
Christiansen, and M. A.
Karsdal, 2011

Henriksen, K., C.
Christiansen, and M. A.
Karsdal, 2011



Nelfinavir AIDS Kanserigin  Ag Yaklagim
¢oklu klinik
denemeler
Nitroxoline Antibiyotik Mesane, Deneysel
meme
kanseri
Noscapine Antitiisif, Coklu kanser Deneysel
antimalaryal, tipleri
analjezik

78

Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y.ve HY. Zhang,
2013; Wang, Z.Y., Y.
Quan ve H.Y. Zhang,
2014: Yeu Y, Yoon Y
ve Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013



Paclitaxel

Pegvisomant

Perindopril

Kanser

Akromegali

Hipertansiyo
n

Restenosis

Hiperkolester

olemi
Alzheimer

79

Ag Yaklagim

Deneysel

Deneysel

Novac, Natalia, 2011;
Henriksen, K., C.
Christiansen, and M. A.
Karsdal, 2011; Gupta,
S.C.ve digerleri, 2013;
Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y. ve
H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan ve
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, Yoon Y ve Park S.,
2015; Mullen J, Cockell
SJ, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J, et al.,
2016

Wang, Z.Y.ve H.Y.
Zhang, 2013

Wang, Z.Y.ve H.Y.
Zhang, 2013



Phentolamine  Hipertansiyo Bozulmus
n gece gorusu,
dis anestezisi
reversal
maddesi

80

Ag Yaklagim

Novac ve Natalia, 2011;
Henriksen, K., C.
Christiansen, ve M.A.
Karsdal, 2011; Gupta,
S.C. ve digerleri, 2013;
Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y. ve
H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan ve
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, YoonY vePark S.,
2015; Mullen J, Cockell
S J, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J ve
digerleri, 2016, Yan X
Y, Zhang S W, Zhang S
Y., 2016



Pioglitazone

Raloxifene

Tip 2
diabetes
mellitus

Meme ve
prostat
kanseri

Alkolsiiz

steato hepatit

Osteoporoz

81

Ag Yaklagim

Deneysel

Wang, Z.Y., Y. Quan ve
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, Yoon Y ve Park S.,
2015; Mullen J, Cockell
S J, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V' S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
Chen L, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J, et al.,
2016, Yan X 'Y, Zhang S
W, Zhang S Y., 2016;
Fukuoka Y, Takei D,
Ogawa H, 2013

Henriksen, K., C.
Christiansen ve M.A.
Karsdal, 2011



Rapamycin

Requip

Retinoic acid

Ropinerole

Immiinsiipres
an

Parkinson’s

Akne

Hipertansiyo
n

Kolorektal
kanser,
lenfoma,
16semi

Huysuz
bacak
sendromu

Akut

promyelositi

k 16semi

Parkinson,
Huysuz
bacak
sendromu

Hesaplamal
Yaklasim

Deneysel

Deneysel

Deneysel

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013; Ashburn, T.T. and
K.B. Thor, 2004;
Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y.ve HY. Zhang,
2013; Wang, Z.Y., Y.
Quan ve H.Y. Zhang,
2014; Yeu Y, Yoon Y
ve Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J ve
digerleri, 2016, Yan X
Y, Zhang S W, Zhang S
Y., 2016 ; Fukuoka Y,
Takei D, Ogawa H,
2013; Wei G, Twomey
D, Lamb J ve digerleri,
2006

Novac ve Natalia, 2011

Henriksen, K., C.
Christiansen, ve M.A.
Karsdal, 2011

Ashburn, T.T. and K.B.
Thor, 2004



Sibutramine

Sildenafil
citrate

Statins

Depresyon

Hipertansiyo
n, anjina

Miyokardiyal
enfarktiis

Obezite

Erektil

disfonksiyon

Kanser,
16semi

83

Deneysel

Deneysel

Ag Yaklagim

Novac ve Natalia, 2011;
Henriksen, K., C.
Christiansen, ve M.A.
Karsdal, 2011

Novac ve Natalia, 2011;
Henriksen, K., C.
Christiansen, ve M.A.
Karsdal, 2011

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013; Ashburn, T.T. ve
K.B. Thor, 2004;
Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y.ve H.Y. Zhang,
2013; Wang, Z.Y., Y.
Quan ve H.Y. Zhang,
2014; Yeu Y, Yoon Y
ve Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012



Sunitinib

Tadalafil

GIST, renal
hicreli
karsinom

Enflamasyon
Ve
kardiyovaskii
ler hastalik

Pankreas
timorleri /
Gastrointesti
nal TUmor

Erkek erektil
disfonksiyon

84

Ag Yaklagim

Deneysel

Deotarse, 2015; Wang,
Z.Y.ve HY. Zhang,
2013; Wang, Z.Y., Y.
Quan ve H.Y. Zhang,
2014: Yeu Y, Yoon Y
ve Park S., 2015;
Mullen J, Cockell S J,
Tipney H ve digerleri,
2016; Ross M K, Yoon
J, van der Schaar A,
2018; Nagaraj A B,
Wang Q Q, Joseph P ve
digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J, et al.,
2016, Yan X 'Y, Zhang S
W, Zhang S Y., 2016 ;
Fukuoka Y, Takei D,
Ogawa H, 2013; Wei G,
Twomey D, Lamb J ve
digerleri, 2006; Mullen
J, Cockell S J, Woollard
P ve digerleri, 2016
Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004



Tadalafil Iktidarsizhk  Hipertansiyo
n, pulmoner,
prostat
hiperplazisi,
prostat

kanseri

Ag Yaklagim

Thalidomide Clizamda ve
multipl
miyelomda
ortaila
siddetli
eritem
nodosum
leprozumun

deri bulgularn

Sedasyon,
bulant1 ve
uykusuzluk

Deneysel

85

Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y. ve
H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan ve
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, Yoon Y ve Park S.,
2015; Mullen J, Cockell
S J, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V' S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
Chen L, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J, et al.,
2016, Yan X Y, Zhang S
W, Zhang S Y., 2016 ;
Fukuoka Y, Takei D,
Ogawa H, 2013; Wei G,
Twomey D, Lamb J ve
digerleri, 2006; Mullen
J, Cockell S J, Woollard
P ve digerleri, 2016;
Chen HR, 2016
Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004



Thalidomide

Thalidomide

Sabah
rahatsizlig1

Anti-emetic

Leproz,
multipl
miyelom

Erythema
nodosum
leprosum

86

Ag Yaklagim

Deneysel

Novac ve Natalia, 2011;
Henriksen, K., C.
Christiansen, ve M.A.
Karsdal, 2011; Gupta,
S.C. ve digerleri, 2013;
Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004; Deotarse,
2015; Wang, Z.Y. ve
H.Y. Zhang, 2013;
Wang, Z.Y., Y. Quan ve
H.Y. Zhang, 2014; Yeu
Y, YoonY vePark S.,
2015; Mullen J, Cockell
S J, Tipney H ve
digerleri, 2016; Ross M
K, Yoon J, van der
Schaar A, 2018; Nagaraj
A B, Wang Q Q, Joseph
P ve digerleri, 2018;
Maciukiewicz M,
Marshe V S, Hauschild
A C ve digerleri, 2018;
Mimoto MS, Oyler JL,
Davis AM, 2018; Zhu
Q, Tao C, Shen F, ve
digerleri, 2014, Cheng
F, Liu C, Jiang J ve
digerleri, 2012; Luo H,
Zhang P, Huang H ve
digerleri, 2014; Lu J,
ChenL, YinJve
digerleri, 2016; Yu H,
Choo S, Park J, et al.,
2016, Yan X Y, Zhang S
W, Zhang S Y., 2016;
Yan XY, Zhang S W,
Zhang S Y., 2016;
Fukuoka Y, Takei D,
Ogawa H, 2013; Wei G,
Twomey D, Lamb J ve
digerleri, 2006, Mullen
J, Cockell S J, Woollard
P ve digerleri, 2016;
Chen H R, 2016; Dudley
J T, Deshpande T, Butte
A, 2011.

Henriksen, K., C.
Christiansen, M.A.
Karsdal, 2011.



Thiocolchicosi
de

Tofisopam

Topiramate

Trastuzumab

Valproic acid

Vesnarinone

Wortmannin
Zidovudine

Zoledronic
acid

Kas gevsetici
Anksiyete ile
ilgili kosullar
Epilepsi
HER2-pozitif

meme
kanseri

Antiepileptik
Kalp
Koruyucu
Antifungal
Kanser

Anti kemik
emilimi

Losemi,
¢oklu
miyelom

Asabi
bagirsak
sendromu
Migren,
bulimia
HER2-pozitif
metastatik
mide kanseri

Losemi, kati
timorler

Ag1z kanseri,
16semi,
lenfoma

Losemi
HIV/AIDS

Coklu
miyelom,
prostat
kanseri,
meme
kanseri

Ag Yaklagim

Deneysel

Deneysel

Ag Yaklagim

Deneysel

Deneysel

Deneysel
Deneysel

Deneysel

Gupta, S.C.ve digerleri,
2013

Ashburn, T.T. ve K.B.
Thor, 2004

Novac ve Natalia, 2013

Deotarse, P.P. ve
digerleri, 2015

Gupta, S.C ve digerleri,
2013

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

Novac ve Natalia, 2013

Gupta, S.C. ve digerleri,
2013

87



EK-2. p-DEGERI UST SINIRI 0.001 iCIN YUKARI-REGULE VE ASAGI-
REGULE OLARAK BELIRLENEN GEN LiSTESI

Asagi-regule Yukari-regule

Gen Sembol  P-degeri FC Gen Sembol  P-degeri FC
SLC16A6 4.3317E-07  0.012074 MGP 0.00091552  89.269313
TYR 7.3597E-05  0.015133 CXCR4  6.1941E-05 43.965138
DPP4 9.7226E-12  0.021018 SERPINA3 0.00050548 15.511110
DKK3 2.0912E-06  0.026976 NR3C1 8.3719E-05  14.955163
ABCB5  2.3903E-10  0.037962 PECAM1 0.00025324 14.686790
SLC39A6 3.0856E-09  0.039287 CXCL8  0.00097675  13.957562
DPP6 9.3904E-06  0.039713 SOCS3 0.00042671  13.376611
CDK2 7.934E-07 0.047053 ITGA9 9.0666E-07  10.836557
CTNNB1 1.1126E-07  0.047521 PER2 1.7554E-07  8.714624
HTR2B  2.5052E-08  0.052091 RGS5 0.00017208  7.682202
ATP6V1A  3.005E-08 0.060732 PLCB1 0.00016646  7.639405
KIT 0.00035426  0.063863 REL 0.00024254  6.615520
NQO1 2.1169E-06  0.064473 SFPQ 0.00029251  6.013961
RAC1 2.4141E-05  0.071355 MDM4 5.6447E-07  6.002045
WNT5B  0.00042423  0.081726 IGF1 0.00093434  5.598956
RHOA  0.00017774  0.083171 NAMPT  0.00010119  5.287290
PIP4AK2A  2.0279E-10 0.085291 PTGIS 1.1731E-05 5.194957
PTGR1  6.6528E-09  0.086923 AOC3 0.00095605  4.900887
KCNE4  4.0289E-10  0.092499 DAPP1 0.00033079  4.878454
CTSK 0.00039715  0.095564 NRP2 5.3292E-05  4.861156
CACNA1A 45531E-08  0.101659 GATM 0.00083519  4.674275
CYB5R3  1.5888E-06  0.103424 SULT1A1 9.1552E-05  4.545645
CAV1 0.00016269  0.109738 APOC1  0.00010938  4.476309
ITGB1 1.2097E-05 0.111911 XRCC2 0.00024226 4.298504
MOB3B  7.3626E-05  0.114379 SLC22A3 0.00048902  4.292495
GAS6 0.00033964  0.118794 CEBPD  6.7227E-05  3.899377
NT5E 4.6375E-05  0.121281 HSP90B1 2.0287E-05  3.503335
PSPH 0.00035736  0.123737 PGF 0.00077084  3.248811
STIP1 4.2732E-08  0.124484 SPTLC3  0.00023056  3.015965
EPHX1  1.7656E-06  0.127055 MALAT1 0.00061474  2.894695
RPS6KA2  2.421E-07 0.129309 TDG 45304E-06  2.864616
GSTO1  8.0013E-05  0.136623 SULT1A2 0.00010783  2.820428
HIBADH 4.2517E-05  0.139573 XPO1 0.00034279  2.743660
LMNA  7.3781E-05  0.141501 WNK1 0.00058272  2.723213
SIGMAR1 0.00015254  0.142757 LUC7L3  0.00034748  2.713635
PPIF 0.0003218 0.143345 POU2F1  0.00017454  2.703905
GSTP1  4.2304E-06  0.145553 TOP1 6.2611E-05  2.664563
MSH6 0.00024929  0.145973 CREBBP  1.257E-05 2.570581
MAP2K2 0.00030834  0.148018 CCNA2  0.00033788  2.541440
VAMP3  3.1132E-06  0.148308 ICAM1  9.8567E-05  2.403942
SOCS2  3.7347E-05  0.148714 NBN 0.0003604 2.394820
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QDPR
FDFT1
SLC7A8
CCND1
SDHC
RABSB
PROS1
AR
HADHA
SRD5AL
GSPT1
PGD
ATM
ABCC4
SLC1A1
PIGF
ABAT
COMT
CYB5R1
APC
GRM1
BAX
GLUD2
NQO?2
SLC16A7
SCD
SAR1B
SRR
APLP2
GM2A
SNAP23
PPP3R1
GSTM4
ME2
CCNG2
NAGLU
ACADS
PGRMC1
OAT
AK2
MDGA2
FIP1L1
CPTI1A
PEPD
CHPTL
EBP

2.9485E-05
3.1552E-05
7.783E-09
4.6635E-06
0.00029556
2.7536E-05
3.8207E-05
2.044E-08
1.775E-05
8.5111E-07
7.8189E-11
0.00095623
4.2331E-06
0.0003282
0.00017715
0.00021713
0.00036142
0.00063308
4.8283E-05
1.828E-05
1.6581E-06
0.00087886
5.2698E-05
8.7407E-06
1.1947E-05
5.5221E-05
2.9363E-05
6.9082E-05
0.00083468
8.5545E-10
2.7439E-06
0.00074418
0.00021469
1.9224E-05
7.2258E-06
1.6624E-07
8.5363E-05
0.00051485
0.00038854
2.1131E-07
5.916E-05
1.857E-05
6.601E-08
0.00017675
0.00037058
5.542E-05

0.148822
0.149182
0.149644
0.150426
0.151159
0.155464
0.156796
0.157758
0.158874
0.159956
0.160219
0.162979
0.163675
0.164117
0.166616
0.170826
0.170845
0.176665
0.177467
0.182480
0.183799
0.186935
0.187441
0.190398
0.190720
0.192222
0.192505
0.193750
0.194608
0.195299
0.198717
0.199390
0.202918
0.203769
0.204096
0.204640
0.204716
0.208752
0.209293
0.210285
0.211537
0.211612
0.212086
0.219374
0.219566
0.219588
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BRD4
BAZ2B
CASP8
PSMB1
APAF1

ORC2
CEP290

XIAP

TCF7L2

EMLA4

AKAP9

2.8229E-06
0.00032342
4.6567E-05
0.00047709
0.00093876
0.00024313
3.9086E-05
3.9661E-05
0.00067122
0.00019689
0.00020854

2.315300
2.308919
2.286732
2.223524
2.219444
2.215733
2.159834
2.129746
2.059647
2.019359
1.994333



ACAT2
NDUFS4
GCLM
CTSD
SMPD1
CALU
NTAN1
YAP1
RABS5A
PPARG
HSD17B6
BAD
SCARB1
ACAT1
BLVRA
FLOT1
PSAT1
CDKS8
ATG5
EIF2S3
DDX6
CYCS
PDESA
PSME3
MAD1L1
AIFM1
INSIG1
RXRB
BCL2L1
ADSSL1
APOO
AKR1B1
ADCY9
ATP7B
HBSI1L
MGST3
LPIN1
ATP1Al
REEP5
SNCA
DNAJC15
VEGFB
GRIA3
RAN
CARS
RGS4

0.0001804
0.00012921
0.00046546
2.3897E-05

6.43E-08
0.00047899
2.5655E-05
0.00010962
1.8317E-07

1.082E-05
2.6209E-07
0.00012324
5.8479E-06
0.00042815
4.5369E-05
8.3402E-09
1.3805E-07
1.0585E-07
0.00027851
9.5304E-05
1.2172E-06
4.3931E-07
1.7939E-08

0.0001313
0.00015581
0.00014159
0.00011298

3.407E-07
7.4662E-06
0.00033827
0.00068505

1.937E-05
6.0322E-06
2.0896E-05
3.7322E-05
0.00031951
1.1143E-09
8.0542E-05
0.00026805
8.8466E-06
0.00047455

5.819E-05
1.7834E-08
0.00075359

2.125E-06
0.00010544

0.219938
0.220804
0.221541
0.221582
0.222557
0.223387
0.226411
0.226457
0.226587
0.226840
0.229363
0.231340
0.232753
0.232966
0.235021
0.236403
0.239018
0.239657
0.242062
0.242490
0.245185
0.245988
0.252745
0.257949
0.259723
0.264084
0.264789
0.264920
0.266199
0.266373
0.267206
0.268318
0.269752
0.270270
0.271461
0.271497
0.272255
0.273048
0.274355
0.275665
0.277264
0.278664
0.278956
0.279151
0.281481
0.281780
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PTPN11
ETV5
EPHAS
RRAS2
ARRB1
MAPK9
TMCC1
CAT
NCS1
UQCRI10
PPARA
GLUD1
FzD3
FTH1
HMOX2
TRAPPC3
ITGB3
CDC42
JAK1
ARF6
ASPH
RALBP1
TYRO3
SPTBN1
NFS1
ARL3
UGGT2
PRKACA
PRKCH
PDE6D
C10orfl1
PIK3C2A
TAF9B
KCNK?2
UQCRB
IDH3G
CTSA
SPATAS
ADCY6
ETFDH
NSDHL
HDACS8
FECH
AOX1
ABHD?2
POR

4.2676E-05
5.3069E-05
1.7847E-05
0.00048222
5.408E-07
1.8911E-05
6.1685E-05
0.00016265
2.7405E-05
0.00026938
5.6591E-05
0.00016027
0.00066178
0.00072364
0.0002253
0.00099391
5.9799E-07
1.5896E-05
5.5523E-06
0.00074544
5.6838E-07
0.00029362
1.1209E-06
2.9846E-05
8.3914E-06
0.00080091
0.00024389
7.6859E-07
3.1518E-07
9.2372E-06
3.2232E-05
1.3556E-07
8.8342E-07
0.00044923
2.0209E-06
1.6887E-06
8.1052E-05
2.2189E-07
1.7653E-07
8.1E-06
0.00016473
2.6321E-08
0.0001178
0.0001272
0.00010305
0.00057306

0.282333
0.283187
0.283260
0.283321
0.284343
0.286202
0.288660
0.289618
0.291122
0.292091
0.292360
0.293504
0.294585
0.298735
0.300174
0.301575
0.302855
0.303045
0.305021
0.307745
0.308219
0.309894
0.311290
0.311723
0.312988
0.317104
0.317419
0.317521
0.318331
0.321010
0.321998
0.323556
0.323907
0.325002
0.325465
0.327208
0.327936
0.328903
0.329809
0.329994
0.332301
0.333942
0.335639
0.336099
0.337998
0.343664
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EPM2A
GALK1
ALDH6A1
MAX
CALM1
CDKN2D
ACTR2
SPTLC1
FUS
ACADSB
TPBG
SMARCA4
PDK?2
RRM1
RABGGTB
PRKAB2
TK2
NMT1
PSMB7
UCKL1
SRPK?2
GSK3B
SORD
CASP2
MR1
SREBF2
PSMD10
ILKAP
CDH1
NTF3
MICA
UQCRC1
LIG4
VCP
ARPC4
PC
NDUFS7
CDK9
STX3
STX2
POLB
CDC5L
NDUFS1
FKBP15
AKAP13
Cborf22

2.0213E-06
9.0289E-05
0.00033689
3.9271E-06
1.4863E-07
1.4202E-05
3.0517E-06
2.252E-06
0.00047015
0.00078889
0.00084377
0.00013021
2.1393E-06
5.6021E-07
0.00082801
0.00022888
0.00013099
1.6407E-07
0.00053747
1.653E-05
0.00027313
3.1939E-05
3.0522E-05
0.0003836
0.00021004
2.7195E-06
4.9973E-05
0.00051094
1.2513E-05
1.0196E-06
2.4376E-05
0.0002473
0.00068782
0.00027637
0.00029051
1.9447E-05
6.3229E-05
0.00047494
2.9149E-05
0.00046551
1.0158E-06
0.0005936
6.2937E-07
5.8074E-05
0.00037495
3.3308E-05

0.344862
0.345922
0.347288
0.349469
0.352704
0.354281
0.355075
0.356933
0.358124
0.358712
0.358978
0.359137
0.359629
0.362019
0.363721
0.363754
0.364582
0.364621
0.366431
0.366699
0.367123
0.369906
0.372752
0.373327
0.374660
0.377315
0.378146
0.380226
0.380507
0.382417
0.382699
0.383282
0.384619
0.386134
0.386147
0.388065
0.393071
0.395531
0.396302
0.398652
0.402410
0.405304
0.405480
0.406295
0.407277
0.408258
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BCL6
TP53
STAT2
CYB5A
PDHB
ATPS5F1
NAB2
FRK
ADD1
HMGCS1
CYSLTR2
LDLR
SLC16A5
HFE
TRAPPC5
CAMTA1
DCAF6
MVK
SLC16A2
THRA
CANX
CFLAR
BACE1l
MAPK1
MAP4
FTO
TSC22D3
PLCD3
PPP1R15A
ERCC6L2
EIF1
RABGGTA
ALDH4A1
PGGTI1B
APBB1
MAPT
SIRT4
CYTH3
NF2
PTPRS
AKT1
BTRC
PTGS1
MTRR
SUCLG1
MECP2

1.3395E-07
0.00018072
0.00014961
0.00073732
0.00057
6.8688E-05
6.3923E-05
0.00010538
0.00067882
0.00011113
3.5828E-05
0.00032648
9.7259E-05
8.5455E-06
0.00068546
5.2803E-06
1.7078E-05
1.6721E-05
0.00038973
1.4733E-05
0.00091761
0.00047914
4.6672E-05
0.00023885
6.4134E-05
0.00040618
4.9638E-06
0.00012912
0.00097833
1.1187E-05
0.00011049
0.00092658
0.00054446
0.00017379
9.6895E-06
0.00019506
7.4621E-05
0.00018417
3.232E-05
2.3995E-05
1.2477E-05
1.4013E-05
0.00054108
0.00019806
0.00030044
6.8826E-07

0.411578
0.413173
0.415011
0.415027
0.418645
0.419013
0.420237
0.420771
0.426429
0.427753
0.427754
0.431311
0.432166
0.433532
0.438282
0.439399
0.442416
0.445588
0.451081
0.451255
0.453989
0.457977
0.459938
0.462782
0.463647
0.463760
0.465684
0.468613
0.469291
0.473610
0.474722
0.475027
0.476717
0.478139
0.482624
0.483343
0.483951
0.485369
0.489046
0.489707
0.490157
0.492610
0.497880
0.501600
0.503271
0.508244
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GART
HNMT
WWOX
ARNTL
NPEPPS
PRKG1
HADH
EIF4E2
SP1
OCRL
FGFR1
IDH3B
IREB2
CHM
PRDX2
SDHA
GLUL
ABL1
COX5A
PIK3R2
PTGES2
MAPK14
ALDH3A2
PSMD9
RHEB
LIMK?2
PML
SLC25A4
UST
HDAC5
IFT22
AKT2
RAB7A
CREB1
NFATC1
NDUFC1
ERCC6
USF2
TNRC6A
ABCA2
NDUFA10

1.3399E-05
1.9819E-05
2.2097E-05
0.00025244
0.00032993
0.00070587
5.4811E-05
0.00035959
2.8042E-05
5.719E-05
2.0922E-05
0.00037912
0.00091792
2.6485E-05
0.00024941
0.0007441
0.00077401
0.00095379
1.9853E-05
3.7811E-05
5.8377E-05
7.2026E-05
0.00014161
0.00045485
0.0006168
0.00012256
0.00019183
0.00015361
0.00014732
0.00039042
0.00098849
3.2643E-05
0.00026396
0.00020448
0.00026197
0.00074846
0.00090797
0.00033268
0.00076578
0.00066215
0.0005339

0.511813
0.514748
0.515660
0.519408
0.528671
0.530918
0.531738
0.533884
0.535246
0.539844
0.540226
0.540401
0.541981
0.544786
0.554309
0.558074
0.558821
0.558968
0.559830
0.565037
0.566066
0.566296
0.568041
0.579307
0.584535
0.584727
0.592756
0.602756
0.607906
0.609593
0.622273
0.622534
0.628185
0.629875
0.638893
0.640758
0.655043
0.660201
0.661088
0.712348
0.727477
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