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OZET

Transkriptom Verilerinin Protein-Protein Etkilesim Aglarina
Haritalanmasi ile Inflamatuar Bagirsak Hastaliklarina Ozgii Alt Aglarin
Belirlenmesi ve fla¢ Yeniden Konumlandirma

Maden, Sefika Feyza
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Saliha Ece Acuner Zorluuysal
Ocak 2023
Ulseratif kolit (UC) ve Crohn hastalig1 (CD) inflamatuar bagirsak hastaliginin
(IBD) iki farkl: alt tipidir. Bu iki bozukluk igin tani ve tedavide belirsizlikler
yasanmaktadir, bu nedenle ag diizeyinde molekiiler imzalarim1 ortaya
cikarmak onemlidir. Bu amacla, GSE126124 ve GSE3365 verisetlerinden elde
edilen transkriptom verilerini protein-protein etkilesim (PPE) aglarina
haritalayarak tilseratif kolit ve Crohn hastaligina 6zgti alt aglar belirlendi ve
biyolojik 6nemi analiz edildi. UC alt-ag modiilti Alzheimer hastaligy,
kolorektal kanser ve prostat kanseri gibi daha ¢ok hastalik temelli fonksiyonel
ozellikleri ortaya c¢ikarirken, CD alt-ag modiili ise sitokin tiretimi, interlokin-
1 (IL-1) reseptor aktivitesi, NF-kappa B (NF-xB) sinyal yolu gibi fonksiyonel
ozellikleri ortaya ¢ikardi. Ayrica UC ve CD icin elde edilen yeni modiillerdeki
genlere ila¢ yeniden konumlandirma ve molekiiler kenetlenme calismalar:
yapildi. Sonuglarin yapisal analizi gergeklestirilerek UC ve CD’nin
tedavisinde etkili olabilecek yeni térapotikler onerilmistir; UC icin paclitaxel,
CD icin flucloxacillin. Genel olarak, bu bulgular molekiiler diizeyde IBD alt
tipleri arasindaki farkliliklar: ortaya koyar, UC ve CD tanisini kolaylastirabilir
ve ayrica hastalik alt tiplerine 6zgii potansiyel molekiiler hedefler saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Ulseratif kolit, Crohn hastaligi, protein-protein etkilesim
ag1, transkriptomik analiz, alt ag analizi, molekiiler kenetlenme, ilag kesfi



ABSTRACT

Identification of Inflammatory Bowel Disease-Specific Subnetworks and
Drug Repositioning by Mapping Transcriptome Data to Protein-Protein
Interaction Networks

Maden, Sefika Feyza
Master’s Thesis, Department of Bioengineering
Supervisor: Assist. Prof. Saliha Ece Acuner Zorluuysal
January 2023

Ulcerative colitis (UC) and Crohn's disease (CD) are two different subtypes of
inflammatory bowel disease (IBD). There are uncertainties in diagnosis and
treatment for these two disorders, so it is important to uncover their molecular
signatures at the network level. For this purpose, subnetworks specific to
ulcerative colitis and Crohn's disease were determined by mapping the
transcriptome data obtained from the GSE126124 and GSE3365 datasets to
protein-protein interaction (PPE) networks, and their biological significance
was analyzed. The UC subnet module reveals more disease-based functional
features such as Alzheimer's disease, colorectal cancer, and prostate cancer,
while the CD subnetwork module reveals cytokine production, interleukin-1
(IL-1) receptor activity, NF-kappa B (NF- xB) revealed functional features such
as the signaling pathway. In addition, drug repositioning and molecular
docking studies were performed to the genes in UC- and CD-specific modules.
Structural analysis of the results has been performed and new therapeutics
have been proposed that may be effective in the treatment of UC and CD;
Paclitaxel for UC, flucloxacillin for CD. Overall, these findings reveal
differences between IBD subtypes at the molecular level, may facilitate the
diagnosis of UC and CD, and also provide potential molecular targets specific
to disease subtypes.

Keywords: Ulcerative colitis, Crohn's disease, protein-protein interaction

network, transcriptomics analysis, subnetwork analysis, molecular docking,
drug discovery



GIRIS

[Itihaph bagirsak hastalig1 (IBD), gastrointestinal sistem iltihabi ile seyreden kronik
bir hastaliktir ve diinya ¢apinda yaklasik 6,8 milyon IBD vakasi vardir (Jairath ve
Feagan 2020; Meyers vd. 2020). Genetik faktorlerin hastaligin baslangicinda etkili
oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir, bu nedenle aile 6ykiisii olan bireylerin hastaliga
yakalanma olasilig1 yiiksektir (Zhu vd. 2020). IBD, yasamin her asamasinda gelisebilir
ve Omiir boyu stirebilir, bu da hastalarin yasam kalitesini onemli 6l¢lide azaltir
(Pugliese vd. 2020). Ayrica, IBD'li hastalarda kolon kanseri gelisme riski yiiksektir
(Pugliese vd. 2020). IBD'nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte ¢esitli gevresel
faktorler, genetik olarak duyarl bireylerde hastaligin ortaya ¢ikmasini ve ilerlemesini
tetiklemektedir. IBD, bagirsak duvarindaki tutulum yeri ve derinligi bakimindan
farklilik gosteren iki benzer tipte idiyopatik bagirsak hastaligi, yani iilseratif kolit (UC)
ve Crohn hastaligi (CD) icerir. UC'de tutulum kalin bagirsakla smirhdir, CD’de ise
agizdan aniise kadar gastrointestinal sistemin herhangi bir yerinde tutulabilir (Zhu vd.
2020; Winter ve Weinstock 2020). Bu iki alt tip, gesitli molekiiler patogenezi
paylasirken, makroskopik inflamasyon paternleri klinik olarak farkhidir, UC ve CD
hastalar1 benzer semptomlar gésterme egiliminde oldugundan, uygun tanmi ve tedavi
secenekleri belirsizligini koruyabilir (Zhu vd. 2020). Iyilestirilmis molekiiler anlays,
hastalik tipine 6zgii ve hatta bireye 6zgii hedefleri ortaya ¢ikarabilir (Vennou vd. 2020;
Mitsialis vd. 2020); bu nedenle, ag diizeyinde UC ve CD'nin molekiiler imzalarini

ortaya ¢ikarmak onemlidir.

Genomik caligmalarda, epitel bariyer fonksiyonunda gorev yapan genlerin ve hiicresel
dogustan gelen bagisiklik ile ilgili genlerin sirasiyla UC ve CD ile 6zellikle iligkili
oldugu bulunmustur (Fakhoury vd. 2014; Cohen vd. 2019). IBD1 lokusunda bulunan
NiKleotit oligomerizasyon alan1 2 (NOD2) geni, CD ile iliskilendirilmis ilk gendir
(Hugot vd. 2001). Hicrede otofaji icin gerekli olan ATG16L1 ve gen aktivitesini
dizenleyerek hiicresel fonksiyonda yer alan STAT3 polimorfizmleri de CD ile
iliskilidir (Magalhaes vd. 2011; Zhengting Wang vd. 2014). IRF5 polimorfizmleri
(Gathungu vd. 2012) ve ILR23 varyantlar1 (Duerr vd. 2006) hem UC hem de CD ile
iliskilidir. IBD i¢in bulunan gen lokuslariin ¢ogu, UC ve CD alt tipleri igin ayn1 etki



yoniinii gdsterse de, bazi genlerin de yan etkileri vardir. Ornegin NOD2 ve PTPN22
genleri, CD igin risk faktorii iken, UC igin 6nemli bir koruyucu etki gdstermistir
(Wawrzyniak ve Scharl 2018).

Hastaliklarin karmagik mekanizmalarint anlamak hem tan1 hem de tedavi adimlarinda
onemlidir. Sistem biyolojisinde, biyolojik aglarin analizi ile gelisen molekiiler anlayis,
hastalik tipine ve hatta bireye 6zgili hedeflere hizmet edebilir (Ran vd. 2013; He vd.
2017). Hastaliga 6zgii alt-ag (sub-network) tespiti i¢in en etkili yaklasimlardan biri,
transkriptom verilerini protein-protein etkilesimi (PPE) aglarmma entegre etme
yontemidir (He vd. 2017). Transkriptom verileri, hlcre icinde ifade edilen tim gen
transkriptlerini (RNA molekulleri) igerir ve DNA'da depolanan ve kodlanan bilgiler
ile fenotip arasindaki iliskiyi temsil eder (S. Kaur 2013). PPE aglar1 ise organizmadaki
proteinler arasindaki etkilesimler hakkinda bilgi verir (Rao vd. 2014). Her organizma
icin farkli olan PPE aglar1 ve iligkili deneysel veriler, hiicresel siiregler ve hastalik
durumlari arasinda bir koprii olusturabilir (He vd. 2017). Transkriptom verilerinin PPE
aglarina haritalanmasi ile ilgili duruma gére ekspresyon seviyeleri énemli dlcude
degisen genler tarafindan kodlanan proteinler belirlenebilmekte ve yeni modiiller elde
edilebilmektedir (He vd. 2017). Bu yaklasim, daha 6nce hastalik durumuyla iliskili
oldugu bilinmeyen proteinleri ve hiicresel mekanizmalar1 ortaya ¢ikarabilir. Boylece,
entegre bir transkriptom ve proteom analizi yaklasimiyla, a§ dinamiklerinin altinda
yatan farkli mekanizmalar vurgulanabilir (Rakshit, Rathi, ve Roy 2014; Chen vd.
2016).

Farkli kosullar altinda alt ag bulma algoritmalarinin performanslarini karsilastiran bir
calismada KeyPathwayMiner’n (KPM) (Alcaraz vd. 2014) yiksek performans
gosterdigi bildirilmistir (Batra vd. 2017). Kemoterapinin etkisini arastirmak (\WWarsow
vd. 2013) ve Huntington hastaliginin mekanizmasini anlamak (Alcaraz vd. 2011) icin
de KPM algoritmasi kullanilmistir. KPM tarafindan ele alinan alt ag modiillerindeki
genler, arastirilan duruma gore onemli 6lgiide aktif genler olarak tanimlanir (\Warsow

vd. 2013).

[lag yeniden konumlandirma, geleneksel de novo ilag gelistirme yaklagimlarma gore
zamandan ve maliyetten tasarruf saglamadaki etkinligi nedeniyle, farmasotik aragtirma

ve endiistrisinde mevcut ilaglar i¢in yeni kullanimlar kesfetme ve yeni ilaglar



gelistirme potansiyeli nedeniyle biiyiik ilgi gdrmiistiir (Ashburn ve Thor 2004;
Pushpakom vd. 2019). Ilacin yeniden konumlandirilmasi ayn1 zamanda ilacin baska
bir amaca uygun hale getirilmesi, ilacin yeniden profillenmesi, ilacin yeniden
yonlendirilmesi, ilacin yeniden atanmasi ve terapdtik gegis olarak da bilinmektedir
(Jarada, Rokne, ve Alhajj 2020). Kanser tedavisinde kullanilan metotreksat (MTX)
ilact yeniden konumlandirma ile Crohn hastaliginin tedavisi i¢in uygun bulunmustur
(Martinez vd. 2015). Ayrica bu yaklasim kullanilarak; diyabet tedavisinde kullanilan
metformin ilacinin kolorektal, karaciger ve pankreas kanseri insidansini azalttigi

bildirilmistir (Lee vd. 2011).

Bu tez ¢alismasinda, IBD alt tiplerinin (UC ve CD) ekspresyon verileri karsilastirildi.
Ayrica, hastalik alt tipine 6zgli PPE aglar1 belirlendi, topolojik olarak analiz edildi ve
transkriptom verileri, UC ve CD'ye 0zgii alt aglar1 tanimlamak i¢cin PPE aglarina
haritaland1. Hastaliga 6zgii alt aglarm biyolojik 6nemi, molekiiler diizeyde IBD alt
tipleri arasindaki farklar1 ve UC ve CD'ye 6zgii modiillerin biyolojik olarak iglevini
anlamak i¢in fonksiyonel zenginlestirme analizi yapildi. UC alt-ag modiiliinde
RUNX3 tarafindan transkripsiyonel diizenleme, Alzheimer hastaligi, kolorektal kanser
ve prostat kanseri gibi daha ¢ok hastalik temelli fonksiyonel 6zellikler 6n plana
cikarken; CD alt-ag modiiliinde ise sitokin dretimi, interlokin-1 (IL-1) resept6r
aktivitesi, NF-kappa B (NF-kB) sinyal yolu gibi fonksiyonel 6zellikler 6n plana ¢ikti.
Genel olarak bu bulgular; IBD alt tipleri arasindaki molekiiler diizeydeki farkliliklar1
ortaya koymak, UC ve CD teshisini kolaylastirmak ve ayrica hastalik alt tiplerine 6zgii
potansiyel molekiler imzalar tespit etmek i¢in kullanilabilir. Son olarak UC ve CD
i¢in elde edilen yeni modiillerdeki genler ve o genlerle iligkili olan ilaglar ila¢ yeniden
konumlandirma ile belirlenerek aday ilaglar ve hedefleri i¢in protein-ligand
kenetlenmesi caligsmasi yapildi. Yapilan kenetlenme sonuglarmin yapisal analizi
gerceklestirilerek UC ve CD’nin tedavisinde etkili olabilecek yeni torapdtikler
onerilmistir; UC’nin tedavisi i¢in bir antenioplastik ajan olan paclitaxel, CD’nin
tedavisinde ise antienfektif ajan olan flucloxacillin. Sonug¢larimiz, IBD alt tipleri UC

ve CD i¢in taniy1 kolaylastirabilir ve potansiyel molekiiler hedefler saglayabilir.

Tezin amaclar1 ve bu amaglar dogrultusunda kullanilacak yontemlerin bu bolimde
(Giris) tanitilmasinin ardindan, takip eden boliimde IBD hastaliginin alt tipleri olan

UC ve CD hakkinda, tezde kullanilan alt ag kesfi yontemleri ve molekiiler kenetlenme
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yaklagimlar1 ile ilgili detayli literatiir 6zeti verilmistir (Birinci Boliim). ikinci
Boliim’de tezde kullanilan Materyal ve Metotlar tanitilmistir. Sonuglar ve Tartigma
(Ugiincii Boliim) kisminda analiz sonuglar1 verilmis ve sonuglarin biyolojik olarak
anlamlar1 tartisilmigtir. Son olarak tez sonuglandirilmis, temel bulgular 6zetlenmis
(Sonuglar) ve gelecege yonelik bazi deneysel galigmalar igin tavsiyeler verilmistir

(Tartisma ve Oneriler).



BOLUM I

1. LITERATUR OZETIi

1.1 inflamatuar Bagirsak Hastahg

Insanlarda ve hayvanlarda bulunan gastrointestinal (Gl) sistem, agizdan aniise uzanan,
bircok organi icinde barindiran ve temel gorevi sindirim olan 6nemli bir sistemdir
(Cheng vd. 2010; A. Kaur ve Goggolidou 2020). Gastrointestinal kanalin mideden
anuse kadar uzanan kismi olan bagirsak, ince ve kalin bagirsak olmak iizere iki ana
kisimdan olusur. Gida sindiriminin yan1 sira enzim ve hormon tiretiminde, patojenlerle
savasmada ve viicudun su dengesini diizenlemede onemli rolii vardir (Kiela ve
Ghishan 2016; A. Kaur ve Goggolidou 2020). Bircok bozukluk, kolonun dizgiin
calisma yetenegini etkiler. Inflamatuar Bagirsak Hastalig1 (IBD), sindirim sisteminin
kronik iltihaplanmasimi igeren bozukluklar1 tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir

(Fakhoury vd. 2014; Ha ve Khalil 2015).

Inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD), bozulmus bir mukoza yapisi, degismis bagirsak
mikrobiyal bilesimi ve sistemik biyokimyasal anormallikler ile karakterize edilen,
gastrointestinal sistemin kronik bir enflamatuar durumudur (Mulder vd. 2014).
IBD'nin iki ana klinik formu vardir: iilseratif kolit (UC) ve Crohn hastaligi (CD),
inflamasyonun farkli klinik belirtileri ve bagirsak lokalizasyonu ile ayirt edilir (Mulder
vd. 2014; Wijmenga 2005). Son on yilda, IBD kiiresel bir halk sagligi sorunu olarak
ortaya ¢ikmistir (Kaplan 2015) ve insidans siklig1 tiim diinyada giderek artmaktadir
(Y. F. Wang, Ouyang, ve Hu 2010; Khan vd. 2019).

Bir¢ok c¢alisma da IBD fenotipini etkiledigi diisiiniilen ¢esitli risk faktorleri
tamimlanmustir (Y.Z. Zhang 2014). IBD'nin etiyolojisi biyuk 6lctude bilinmemekle
birlikte, son arastirmalar, bireyin genetik duyarliligmin, ¢evresel faktorlerin, bagirsak

mikrobiyal florasinin ve bagisiklik tepkileri gibi birgok etkenin IBD'nin patogenezinde



yer aldigini ve islevsel olarak entegre oldugunu gostermistir (Danese ve Fiocchi, t.y.;
Kugathasan ve Fiocchi 2007; Podolsky 2002; Baumgart ve Carding 2007) (Sekil 1).
Besinler bagirsak mikrobiyatisini etkileyebilir, bu sebeple beslenme aliskanliklarinin
IBD'nin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesinde etkili oldugu distiniilmektedir (Brunner,
Scheurer, ve Seibold 2007). IBD hastalarinda anksiyete ve depresyon varligi saglikli
popiilasyona gore iki kattan fazla oldugu bulunmustur (Graff, Walker, ve Bernstein
2009). Depresyon, bozulmus hiicresel bagisiklik ve artmis inflamasyon ile iliskili
oldugundan (IL6, TNF-a, CRP) (Blume, Douglas, ve Evans 2011), IBD hastalarinda
saglikli popiilasyona gore goriilme orani daha yiiksektir (Graff, Walker, ve Bernstein
2009). Bu da, IBD hastalarinin yasam kalitesini oldukga diisiiriir. IBD gelisimine
katkida bulunan bagka bir risk faktoriide sigaradir. Cesitli makalelerde sigaranin UC
ve CD iizerinde zit etkilerin oldugu belirtilmistir (Mahid vd. 2006). Sigara UC
Uzerinde koruyucu bir etki gosterirken, sigara icmeye devam eden CD hastalarinda
hastalik komplikasyonlar1 daha siddetlidir (Johnson, Cosnes, ve Mansfield 2005).
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Sekil 3 Inflamatuar bagirsak hastaligina sebep olan faktérler



IBD tedavi segenekleri, karmagik ve bilinmeyen etiyolojisi nedeniyle oldukga sinirlidir
ve tedavi icin ¢ok net hareket edilememektedir (Moss ve Nanda 2012). Bu uygun
tedavi eksikligi, IBD'yi risk faktorii haline getirmektedir (Khan vd. 2019). Inflamatuar
bagirsak hastaligi olan bazi hastalarda, steroid olmayan antienflamatuar ilaglar
hastaligin alevlenmesine neden olabilir (Forrest, Symmons, ve Foster 2004).
Hastalarda analjezi i¢in parasetamol kullanilmasi daha giivenli bir se¢enektir, ancak
hastalara niiks riskinin artmasi ihtimali anlatilarak ibuprofen gibi hafif steroid olmayan
antienflamatuar ilaglar da kullanilmaktadir (Forrest, Symmons, ve Foster 2004;
Collins ve Rhodes 2006).

Rejeneratif gen (REQG) ailesi, IBD ile iliskili inflamasyon sirasinda artmis ekspresyon
gosterir (Xu vd. 2019). Insan bagirsak epitel hiicreleri tarafindan salgilanan OLFM4,
IBD hastalarmin iltthapli mukozasinda yukari regiile edilir; ancak IBD'deki
fonksiyonel rolii belirsizligini korumustur (Kuno vd. 2021). Beyin, akciger, mide ve
kolorektal kanserler icin aday tiimor siipresor gen olarak kabul edilen DMBT1 geni,
IBD hastalarinin iltihapli dokularinda ekspresyon artis1 gdstermis ve bozulmus
DMBT]1 fonksiyonunun beyin kanseri ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (Renner vd.
2007). Ayrica, dogal immiin reseptorler olan Toll benzeri reseptorlerin (TLR)
polimorfizmleri/mutasyonlar1 dogrudan IBD ile iliskilendirilmistir (Y. Lu vd. 2018).
IBD ve kolorektal kanserde epitelyal TLR4 aktivasyonu yukari-regilasyon ile
iliskilendirilmistir (Y. Lu vd. 2018).

Inflamatuvar bagirsak hastaligmin tutlum bdlgelerine farklilik gdsteren iki alt tipi

mevcuttur:
- Ulseratif kolit

- Crohn hastalig1

1.1.1 Ulseratif Kolit (UC)

Ulseratif kolit (UC), distalden baslayan ve proksimale uzanarak tiim kolonu tutabilen
ve tekrarlayan mukozal inflamasyon ile karakterize bir inflamatuvar bagirsak

hastaligidir (Ungaro vd. 2017; Segal, LeBlanc, ve Hart 2021). UC'nin etiyolojisi tam



olarak bilinmemekle birlikte, immiin yanita neden olan multifaktdriyel bir durum
oldugu varsayilmaktadir (S.-L. Zhang, Wang, ve Miao 2017; Tatiya-aphiradee,
Chatuphonprasert, ve Jarukamjorn 2018). Bagisiklik tepkisi, UC'nin baglamasinda ve
ilerlemesinde Onemli bir rol oynar ve herhangi bir bagisiklik toleransi kaybi,
iltihaplanma ile sonuglanir (Tatiya-aphiradee, Chatuphonprasert, ve Jarukamjorn
2018). Cinsiyetin lseratif kolit izerinde bir etkisi yoktur (Bernstein vd. 2006; Cosnes
vd. 2011). Ulseratif kolit her yasta goriilebilir, ancak hastalik en sik olarak 30-40 yas
arasinda baslangic gostermektedir (Cosnes vd. 2011; Shapiro vd. 2016). Ulseratif kolit
hastalig1 kanli ishal, sik sik karin agrisi, yorgunluk ve digki tutamama gibi belirtiler ile

kendini gosterir (Segal, LeBlanc, ve Hart 2021).

Montreal siniflandirmaya gore ilseratif kolit hastaligi proktit, sol-tarafli kolit ve
yaygin kolit olmak iizere ii¢ alt grupta incelenir (Segal, LeBlanc, ve Hart 2021;
Satsangi 2006) (Sekil 2). Proktit, rektumla smirli tutulumdur (yani, inflamasyonun
proksimal boyutu rektosigmoid bileskenin distalindedir). Sol-tarafali kolitte tutulum
kolorektumun splenik fleksuranin distalindeki bir oraniyla sinirlidir. Yaygin kolitte ise
tutulum splenik fleksiyona proksimale uzanir (Segal, LeBlanc, ve Hart 2021; Satsangi
2006) .

Proktit Sol-tarafli kolit Yaygin kolit

Sekil 4 Ulseratif kolit hastaligmin Montreal smiflandiriimasina gore alt tipleri

IBD-UC hastalar1 i¢in yaygin olarak Onerilen standart tedaviler, kortikosteroidler
(Rhen ve Cidlowski 2005), amino-salisilatlar (Nugent 2001; Habens vd. 2005) ve
immiinosiipresif ajanlardir (van Dieren vd. 2006). Ek olarak infliximab ve takrolimus
(Ratner 2015) gibi biyolojik ajanlar sirasiyla 1998 ve 2006'dan beri UC tedavisinin bir
pargasi olarak kullanilmaktadir (Ogata 2006). Bu glincel tedavi kisa vadelidir ve



semptomatik komplikasyonlar1 giderir, ancak buna immiin tolerans kaybi ve ilag

direnci gibi ciddi yan etkiler eslik eder (Triantafillidis 2011; Khan vd. 2019).

1.1.2. Crohn Hastahg (CD)

Crohn hastaligi, bagirsak hasarina ve sakatliga yol agan, tekrarlayan semptonlar1 olan
gastrointestinal sistemin ilerleyici bir hastaligidir (Torres vd. 2017). Terminal ileum
ve kolon basta olmak iizere gastrointestinal sistemin tiim segmentleri etkilenebilir
(Torres vd. 2017; Baumgart ve Carding 2007). Ulseratif kolitte tutulum kalin
bagirsakla sinirliyken, Crohn hastaliinda agizdan aniise kadar gastrointestinal
sistemin herhangi bir yerinde tutulum go6zlemlenebilir (Zhu vd. 2020; Winter ve
Weinstock 2020) (Sekil 3).
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Kalin bagirsak

Kalin bagirsak ﬁ

e LY
Ince bagirsak — Ince bagirsak

Sigmoid kolon

Rektum Rektum

Sigmoid kolon

Anus Anls

Crohn Hastalig Ulseratif kolit

Sekil 5 Crohn hastalig1 ve Ulseratif kolitin bagirsakta tutulum bolgeleri

Crohn hastaliginin genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler ve bagirsak mikrofloras:
arasindaki etkilesimden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Torres vd. 2017). CD
anormal bir mukozal bagisiklik tepkisi ve tehlikeli epitel bariyer fonksiyonu ile
sonuglanir (Torres vd. 2017). Genom ¢apinda yapilanbir iliskilendirme ¢alismasinda,
IBD ile iliskili 200'den fazla alel tanimlamistir ve bunlarin 37'si Crohn hastaligina
0zgii oldugu bulunmustur (Liu vd. 2015; The International IBD Genetics Consortium
(1IBDGC) vd. 2012). Hastalarin yaklasik %12'sinin ailesinde Crohn hastalig1 oykiisi
vardir (Moller vd. 2015). Ancak hastalik kalittiminin yalnizca %13.1'1 genetik



varyasyonla agiklanir, bu da Crohn hastalifinda epigenetik ve diger genetik olmayan
cevresel faktorlerinde 6nemli bir yeri oldugunu gostermektedir (C. Huang vd. 2015).
Cocuklukta antibiyotige maruz kalma, sigara kullanimi Crohn hastalig1 riskini artirir
(Mahid vd. 2006; Ungaro vd. 2014). Sitokinlerin immin duzenleyici etkilerinin,
enflamatuar yanitin bir¢ok yoniinii kontrol ettikleri Crohn hastaligi (CD) gibi IBD'in
patogenezinde de dnemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Stallmach vd. 2004).

1.2 Sistem Biyolojisinde Ag tabanh Analiz Yaklasim

Sistem biyolojisinde, ¢esitli ve biiyiik veri setlerinin biitiinciil bir goriiniimiiniin elde
etmesi, bu verilerin yorumlanip baglamsallastirilmasi ve karmasik biyolojik siire¢lerin
isleyis mekanizmalarinin nasil gergeklestiginin anlasilmasi amaciyla ag tabanli analiz
yaklagimi kullanilmaktadir (Kwoh ve Ng 2007). Sistem biyolojisi, sistem
davraniglarini biyolojik aglarin dinamik islemleri a¢isindan tanimlamaya ¢alisir (Hood
vd. 2004). Ag dinamiklerini birden fazla kosul tizerinden anlamak i¢in bir dizi gen

ekspresyon ¢alismasi yapilmistir (Hwang vd. 2009).

Karmasik ag dinamiklerini anlamak ig¢in, sistem yaklasimlarinda biiyiik alt aglar1
ayiklamak yaygindir (Hwang vd. 2009). Bu tiir alt aglarin olusturulmasinda ortak ortak
olan adimlar:

(1) cesitli kosullar arasinda diferansiyel olarak ifade edilen genlerin (DEG'ler)
tanimlanmasi,

(i1) DEG'lerin diferansiyel ifade modellerine dayal1 olarak kiimelenmesi,

(iii) Ana kumelere ait genler ve bunlarm kiiresel interaktomdaki etkilesim
partnerleriyle alt aglarin yeniden yapilandirilmasi (Y. Kim vd. 2011).

1.2.1 Alt-Ag Kesfi icin Yaklasimlar

Yillar boyunca, deneysel verilerin ag tabanli analizi i¢in ¢esitli yaklagimlar
Onerilmistir. Bazi yoOntemler bilinen yollarin puanlamasmi artwrmak icin ag
topolojisinden yararlanirken (Komurov vd. 2012; Tarca vd. 2009; Vaske vd. 2010),

digerleri kosula 6zgii bir etkilesim agmil7-20 yeniden olusturmak igin deneysel
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verilere guvenir (Novershtern, Regev, ve Friedman 2011; Gill, Datta, ve Datta 2010).

Hastaliklar i¢in yeni alt ag olusturma caligsmalar1 i¢in ¢ok sayida yaklagim vardir:
(1) Agrregat Skor Optimizasyonu (ASO)

(2) Modil kalift yaklagimi (MC)

(3) Skor yayilimi yaklagimi1 (SP)

(4) Kuimeleme temelli yaklagimlar (Clust.) (Batravd. 2017; Alcaraz vd. 2016).

Toplam puan optimizayon yontemleri bireysel gen puanlarinin bir Gzetini veya
istatistiksel puanin1 maksimize eden alt aglar1 ¢ikarmay1 hedefler, modul kapsama
yaklagimlar1 ise mimkiin oldugu kadar ¢ok aktif 6rnegi kapsayan genleri iceren alt
aglar1 ¢ikarmay1 hedefler (Alcaraz vd. 2016). Modiil kapsama yaklagimlarinda aktif
genleri aktif olmayan genlerden ayirmak icin gerekli olan smirlamalar1 kullanict
belirlemektedir (Alcaraz vd. 2016). Yeni alt ag olusturmak i¢in bu yaklasimlari temel

alan birden fazla uygulama mevcuttur (Tablo 1).

Tablo 1 Alt-ag kesfi algoritmalar1 (Batra vd. 2017)

ALGORITMA METOT YAZILIM
BIONET* ASO App
CLUSTEX Clust. App

CMONKEY Clust. App
COSINE* SP App
GIGA* SP App
GXNA* SP App
HOTNET SP App
JACTIVEMODULES ASO C-PL
KEYPATHWAYMINER* MC app, C-PL, WS
DEGAS* MC App
MEMCOVER MC App
NETWALKER ASO App
NETWORKTRAIL ASO WS
PINNACLEZ* ASO app, C-PL
REACTOMEVIZ-MCL Clust. C-PL
REGMOD SP App
RESPONSENET ASO WS
SUBEXTRACT ASO App
TIEDIE SP script  (Python)

ASO: Agrregat Skor Optimizasyonu (Aggregate Score Optimization), SP: Skor Yayilimi
(Score Propagation), MC: Modiil Kilifi (Module Cover), CLUST: Kimeleme Temelli
(Clustering-based). YAZILIMIN BULUNDUGU ORTAM: Tek-Bagina Uygulama
(APP), Cytoscape Eklentisi (C-PL), Web Hizmeti (WS) (BATRA VD. 2017)
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De novo yolu zenginlestirme yontemlerinde altin standart olmadigi i¢in, algoritmalarin
performanslari, segilen veri kiimesine ve problem ayarina bagli olarak genellikle
farklilik gosterir (Batra vd. 2017). 7 farkl alt-ag kesfi araci kullanilarak yapilan bir
calisgmada Bionet ve KPM algoritmalarinin diger uygulamalara gore daha iyi
performans gosterdigi belirtilmistir (Batra vd. 2017). Tamamlayict bir yol
zenginlestirme araci olan KeyPathwayMiner (KPM); Cytoscape uygulamasi, bagimsiz
bir Java uygulamasi veya bir web sunucusu araciligiyla kullanilabilmektedir.
Kemoterapinin etkisini arastirmak (Warsow vd. 2013) ve Huntington hastaliginin
mekanizmasini anlamak (Alcaraz vd. 2011) i¢in de KPM algoritmasi kullanilmustir.
KPM tarafindan ele alman alt ag modiillerindeki genler, arastirilan duruma gore

onemli 6l¢lide aktif genler olarak tanimlanir (Warsow vd. 2013).

Ag zenginlestirme analizi, anormal ag modiillerini aydmlatmak i¢in hesaplamali
sistem biyolojisinde 6n plana ¢ikmaktadir. Geleneksel olarak, bu yaklasimlar, gen
ekspresyon verilerini protein-protein etkilesimi (PPE) aglar1 ile birlestirmeye
odaklanir (Alcaraz vd. 2014). Bir alt ag algilama analizi yapabilmek i¢in genel olarak
iki farkli tiirde girdiye ihtiya¢ duyulur: (i) etkilesimli biyolojik aglar; (ii) deneysel
veriler (Nguyen vd. 2019) (Sekil 4). Deneysel veriler genellikle gen ve protein
ekspresyonu, somatik mutasyon ve kopya sayisit degisikligi gibi yiiksek verimli

teknolojilerden elde edilen verilerdir (Nguyen vd. 2019).

Protein-protein etkilesim (PPE) agi Transkriptom verisi Yeni alt-ag moddili

Sekil 6 Alt-ag kesfi yontemleri ile modiil bulunmasi.
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1.2.2 Biyolojik Aglar

DNA, RNA, proteinler ve metabolitler, yasamin altinda yatan hiicresel siireclerin
molekiiler mekanizmalarinda 6nemli rollere sahiptir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt
2021). Bu biyolojik varliklarin yapilarini ve etkilesimlerini incelemek, yeni ilaglarin
gelistirilmesi ve ¢esitli hastalik yollarinin kesfedilmesi i¢in nemlidir (Muzio, O’Bray,
ve Borgwardt 2021). Bu varliklarin hem yapis1 hem de etkilesimleri, bir dizi diigiimden
olusan bir ag grafigi kullanilarak temsil edilebilir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt
2021). Aglar, heterojen ve karmasik biyolojik siireglerin basit ve sezgisel bir temsilini
saglar (B. Zhang, Tian, ve Zhang 2014). Biyolojik aglar, biyomolekiillerin islevlerini
ve etkilesimlerini gorsellestirmek ve anlamak igin kullanigh temsillerdir (B. Zhang,
Tian, ve Zhang 2014). Ayrica, ag grafik teorisi, makine 6grenimi ve derin 6grenme
teknikleri kullanilarak karmasik molekiiler mekanizmalarin modellenmesini ve

anlagilmasini kolaylastirir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt 2021).

Biyolojik aglar, biyolojik bir sistemdeki farkli bilesenlerin karmasik etkilesimlerini
arastirmak, modellemek, karakterize etmek ve anlamak i¢in kavramsal ve sezgisel bir
cergeve saglar (B. Zhang, Tian, ve Zhang 2014). Ag bilimi, bir hiicrenin i¢
organizasyonunu anlamak igin 6ngoérilemeyen olasiliklar sunarak hiicre biyolojisi
hakkinda detayli bilgi edinmeyi saglar (Rakshit, Rathi, ve Roy 2014). Bir biyolojik
stireci anlamak i¢in yalnizca biyolojik varliklarin kendileri hakkinda bilgiler yeterli
degildir, ayn1 zamanda biyolojik varliklarin kendi aralarindaki iligkiler hakkinda da
bilgilere ihtiya¢ vardir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt 2021). Bu tlr surecleri temsil
etmenin en 1yi yolu biyolojik varliklar1 ve bu varliklarin etkilesimlerinin
modellenebildigi ag grafikleridir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt 2021). Deneysel
yiiksek verimli teknolojideki son gelismelerle birlikte, daha diisiik maliyetle daha
biiyiik 6l¢iide biyolojik ag verisi elde edilmeye basland1 (Reuter, Spacek, ve Snyder
2015). Bu verilerin mevcudiyeti, yapisina dayali olarak yeni bir proteinin iglevini
tahmin etmek veya yeni bir ilacin biyolojik yollarla nasil etkilesime girecegini tahmin
etmek gibi bir¢ok ¢alismada biyolojik ag analizini kullanmay1 miimkiin kilmaktadir

(Muzio, O’Bray, ve Borgwardt 2021).

Biyolojik aglar1 farkli detay seviyelerinde tanimlamak miimkiindiir. Her biri kendi 6zel

biyolojik ag veri tabani kaynaklarina sahip olan biyolojik aglar arasinda protein-
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protein etkilesimi (PPE) aglar1, gen diizenleyici aglar (GRN), metabolik aglar ve ilac-
ilag etkilesimi (DDI) aglar1 bulunmaktadir (Muzio, O’Bray, ve Borgwardt 2021; B.
Zhang, Tian, ve Zhang 2014).

1.2.2.1 Protein-Protein Etkilesim Aglar

Bir PPE agi, proteinlerden ve bunlarin etkilesimlerinden olusur (De Las Rivas ve
Fontanillo 2010). PPE, iki veya daha fazla proteinin gegici olarak birbirini degistirmek
veya sinyal iletimini tetiklemek veya belirli biyolojik islevleri yerine getirmek i¢in bir
protein kompleksi olusturmak iizere uzun veya kisa siire birbiriyle yakin mesafeden
etkilesmesiyle olusur (B. Zhang, Tian, ve Zhang 2014). PPE'lar, hiicre yapisal
bilesenlerinin, yani hiicre iskeletinin birlestirilmesinden transkripsiyon, translasyon ve
aktif tasima gibi islemlere kadar degisen hemen hemen tiim hiicresel iglevler igin
gereklidir (Raman 2010; Junker ve Schreiber 2008). PPE'lar ayrica gegici
etkilesimleri, yani kolayca olusan ve parcalanan protein komplekslerini icerir (Perkins
vd. 2010). PPE aglarinda, diigiimler proteinlere karsiik gelirken, kenarlar baglh

proteinler arasindaki etkilesimi tanimlar (Kurzbach 2016).

PPE verileri icin birincil kaynaklar bilimsel yayinlardir (Lehne ve SCDIitt 2009).
Cesitli kamuya agik veritabanlari, yayinlanmis PPE verilerini toplar, farkli formatlarda
depolayarak arastirmacilarmm kullanimimna sunar (Lehne ve SCDIitt 2009). PPE

verilerinin depolandigi bir¢ok veritaban1 mevcuttur (Tablo 2).

Tablo 2 PPE verilerini depolayan iicretsiz erisimli veritabanlar: (Manzoni vd. 2018)

Kaynak Baglanti
BioGrid http://thebiogrid.org/
IMEX http://www.imexconsortium.org/
IntAct http://www.ebi.ac.uk/intact/
Mentha http://mentha.uniroma2.it/about.php
Pathguide http://www.pathguide.org/

PSICQUIC  http://www.ebi.ac.uk/Tools/webservices/psicquic/view/main.xhtml
STRING http://string-db.org/
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PSICQUIC (The Proteomics Standard Initiative Common QUery InterfaCe) (Aranda
vd. 2011) veri tabani; BioGRID (Stark 2006), MINT (Zanzoni vd. 2002), BIND (Bader
vd., t.y.), IntAct (Hermjakob 2004) ve DIP (Xenarios 2000) gibi daha birgok PPE veri
tabanin1 i¢inde barmndiran ve kullanicilara iicretsiz erigim saglanan bir veri tabanidir.
PSICQUIC arayiizt, 28 sunucudan 150 milyondan fazla ikili etkilesim kanit1 saglayan,
tek bir sorgu kullanarak birden ¢ok molekiiler etkilesim bilgi kaynaginin eszamanli

olarak aranmasina olanak tanir (del-Toro vd. 2013).

STRING veri tabani, halka acik tiim protein-protein etkilesim bilgisi kaynaklarmi
toplamay1, puanlamayir ve entegre etmeyi ve bunlar1 hesaplamali tahminlerle
tamamlamay1 hedefler (Szklarczyk vd. 2019). STRING veri tabani, hem fiziksel
etkilesimler hem de fonksiyonel iligkiler dahil olmak {izere, proteinler arasindaki
bilinen ve tahmin edilen tiim iligskileri entegre etmeyi amaglar. STRING veri tabani

14.000'den fazla organizma bilgisi icermektedir (Szklarczyk vd. 2021).

1.2.3 Transkriptom Verisi ve Transkriptom Verisi Depolayan Veritabanlarn

Biyolojik veriler, yiksek verimli OMICS teknolojilerinin (genomik, transkriptomik,
proteomik, vb.) kullanimi ile katlanarak biiytimektedir (Batra vd. 2017). Bu
teknolojinin ile birlikte genlerin, proteinlerin ve metabolitlerin aktivitelerini, bunlarin
kimyasal modifikasyonlarii (fosforilasyon, metilasyon vb.) ve mutasyonlar1 genom

Olgeginde belirlemek miimkiin kilmmaktadir (Batra vd. 2017).

Transkriptom bir hiicredeki RNA (ribonukleik asit) molekillerinin (gen transkriptleri)
tumand ifade eder (Pertea 2012). Transkriptomlar, protein kodlayan (mMRNA) ve
protein kodlamayan (rRNA, tRNA, snRNA vb.) RNA'lardan olusur (Mattick ve
Makunin 2006; Manzoni vd. 2018). Transkriptomu anlamak, hiicre ve dokularin
molekiiler bilesenlerini ortaya ¢gikarmak, hastaliklarin gelisim ve siireclerini anlamak
(molekiiler yolaklarmi ortaya ¢ikarmak) gibi birgok siire¢ i¢in dnemlidir (Zhong
Wang, Gerstein, ve Snyder 2009). Mikrodizi (microarray) veya yeni nesil dizileme
(RNA-seq) yontemleri araciligiyla transkriptom verileri elde edilir. RNA-mikrodizi
yontemi RNA-seq yontemine gore daha az maliyetli olmakla birlikte RNA-seq gibi

15



genis kesif ¢alismalar1 saglayamamaktadir (Shendure 2008; Manzoni vd. 2018). RNA-

mikrodizi ve RNA-seq yontemlerinde benzer is akisi mevcuttur ve agsagidaki gibidir:
(1) Yuksek kaliteli bir RNA'nin saflastirilmast;
(i) RNA'nin tamamlayict DNA'ya (CDNA) donistiiriilmesi;

(i) cDNA'min ¢ip iizerindeki problara kimyasal olarak etiketlenmesi ve
hibritlestirilmesi (RNA-mikrodizi) veya cDNA'nin pargalanmasi ve sentez yoluyla
diziye bir kitaplik olusturulmasi (RNA-dizileme);

(iv) Mikrodizi veya sekansin segilen platform araciligiyla ¢alistirilmas,

(v) Elde edilen transkriptom verilerinin kalite kontroliiniin gergeklestirilmesi
(Kukurba ve Montgomery 2015; Nagalakshmi, Waern, ve Snyder 2010; Manzoni vd.
2018).

Transkriptom calismalar1 sonucu elde edilen biiyiik sayisal veriler veritabanlarinda
depolanir (Manzoni vd. 2018). Transkriptom verilerini depolama, paylasma ve analiz
etmek i¢in ¢ok sayida veritaban1 mevcuttur (Manzoni vd. 2018). Gene Expression
Omnibus (GEO) (Clough ve Barrett 2016), ArrayExpress (Parkinson vd. 2007) ve
Expression Atlas (Petryszak vd. 2016) bu veritabanlarina 6rnek olarak verilebilir
(Tablo 3).

Tablo 3 Transkriptom verilerini depolayan ticretsiz erisimli veritabanlar: (Manzoni vd. 2018)

Kaynak Baglanti Veri Havuzu
GEO http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ Evet
Braineac http://www.braineac.org/ Hayir
GTEXx http://www.gtexportal.org/home/ Hayir
ArrayExpress www.ebi.ac.uk/arrayexpress Evet
Expression Atlas http://www.ebi.ac.uk/gxa Hayir
HBA http://hbatlas.org/ Hayir

1.3 Ila¢ Yeniden Konumlandirma igin Hesaplamah Yaklasimlar

[lacin yeniden konumlandirilmasi ya da diger adiyla ilacin yeniden gorevlendirilmesi

yaklagimi ile; onaylanmis veya arastirma asamasindaki ilaglarin asil tibbi
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endikasyonlar1 disinda yeni kullanimlar bulunmasi hedeflenmistir (Ashburn ve Thor
2004). Ilag yeniden konumlandirma, geleneksel ilag gelistirme yontemlerine kiyasla
daha hizli ve daha az maliyet gerektiren bir yontemdir (Pushpakom vd. 2019;
Breckenridge ve Jacob 2019). ilag yeniden konumlandirma ¢alismalarinda kullanilan
ilaglar, halihazirda formiilasyon, giivenlik degerlendirilmesi ve optimizasyon
arastirmalarindan gectigi icin giivenilir ve farmokinetik Ozelliklere sahiptir

(Pushpakom vd. 2019; Ashburn ve Thor 2004).

Ilag yeniden konumlandirmak igin kullanilan hesaplamali yaklagimlar mevcut ilaglar
icin yeni endikasyonlar belirlemede kritik bir 6neme sahiptir ve bu yaklasim genel
olarak DrugBank (Wishart vd. 2018), CDemBank (Seiler vd. 2007) ve PubMed (S.
Kim vd. 2016) gibi veritabanlarindan alinan verilere dayanir (Bahmad vd. 2022; Shim
ve Liu 2014). Gen ekspresyonu, kimyasal yap1, genotip veya proteomik veriler veya
elektronik saglik kayitlar1 (EHR'ler) dahil olmak iizere ¢esitli verilerin toplanmasi ve
sistematik analizinin bir sonucu olarak, ilag-hastalik baglantilar1 igin olas1 adaylar
vurgulanarak ilacin yeniden konumlandirilmasina yonelik yenilik¢i yaklagimlar
gelistirilebilir (Bahmad vd. 2022; Hurle vd. 2013). Ag tabanli, profil tabanli ve veriye

dayali olmak iizere li¢ temel ilag yeniden konumlandirma yaklasimi vardir.

1.3.1 Ag Tabanh ila¢ Yeniden Konumlandirma

Genotipleme teknolojisindeki ilerlemeler, azalan genotipleme maliyetleri ve insan
Genomu Projesi'nin tamamlanmasinin ardindan, yaygin hastaliklar1 etkileyen genetik
varyantlar1 bulmak i¢in genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS) yapilmistir
(Sanseau vd. 2012). GWAS kullanilarak, ilaglar ve hastalik fenotipleri arasinda daha
once belirlenmemis etkilesimler belirlenebilir ve ilag yeniden konumlandirmaya
zemin hazirlar (Z.-Y. Wang ve Zhang 2013; Grover vd. 2015). ilaglar ve bunlarm
hedefleri hakkindaki bilgileri biitiinlestiren ag tabanli yontem, yeni ila¢ adaylarmi
tahmin etmek icin ¢esitli verilere dayali veya hesaplamali algoritmalar kullanilarak
ilag-hastalik aglar1 olusturur (Sanseau vd. 2012). Muhtemel aday ilag-hedef
baglantilarina izin veren alt aglar1 kesfetmek icin ag tabanl kiimeleme algoritmalar1

kullanild1 (J. Lu vd. 2016). Ag tabanli algoritmalar kullanilarak yapilan ilag yeniden
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konumlandrima c¢aligmalarina; Alzheimer tedavisinde kullanilan donepezil ilacinin
Parkinson tedavisinde (Martinez vd. 2015), sizofreni tedavisinde kullanilan
iloperidone ilacinin hipertansiyon tedavisinde (Yu vd. 2015), Hedgehod sinyal
yolunun bilinen bir inhibitérii olan vismodegib ilacinin Gorlin sendromu tedavisinde

(Subelj ve Bajec 2011) kullanilmas1 gibi 6rnekler verilebilir.

1.3.2 Profil Tabanh fla¢ Yeniden Konumlandirma

Bu hesaplama teknigi, ilaclar ve hastaliklar arasindaki transkriptomik profillerin
karsilagtirilmasima izin veren ve yeniden konumlandirilan ilacin ilgili hastalik iizerinde
etkili olup olmayacagini tahmin etmeye yardimci olan imza tersine ¢evirme ilkesini
(SRP) kullanir (Pushpakom vd. 2019; Lussier ve CDen 2011). Profil bazli yaklagimda,
yeniden konumlandirilacak olan bir ilacin transkriptom imzasi, tedaviden dnce ve
sonra bir hiicre veya dokudaki diferansiyel gen ekspresyonunun karsilastiriimasiyla
belirlenir ve bu daha sonra hastalikla iliskili ekspresyon profiliyle karsilastirilir
(Bahmad vd. 2022).

Profil tabanl yaklasimin ikinci tiirii, yap1 tabanli hesaplama stratejisidir (Bahmad vd.
2022). Benzer kimyasal yapilara sahip ilaglar ortak biyolojik aktiviteyi
paylasabileceginden, bu strateji ilaglar arasinda karsilagtirma yapmak ve yeni ilag-
hedef iliskisini belirlemek i¢in ilacin kimyasal yapilarma dayanir (Iorio vd. 2010). Bu
yaklasimda bazi protein hedeflerinin 3 boyutlu yapilarmin olmamasi ve
makromolekiiler hedef veritabanlarmin olmamasi sinirlayici etkenlerdir (Pushpakom
vd. 2019). Protein yapilarin1 atomik dogrulukla tahmin edebilen sinir ag1 tabanl bir
hesaplama modeli olan "AlphaFold" yapi tahmini sorununu ortadan kaldirmay1
hedeflemistir (Jumper vd. 2021). AlphaFold, molekiiler yer degistirme ve kriyojenik
elektron mikroskobu haritalarmin yorumlanmasi i¢in kullanilabilmektedir (Jumper vd.

2021).
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1.3.3 Veriye Dayah Ila¢ Yeniden Konumlandirma

Bazi ilag yeniden konumlandirma g¢aligmalari, klinik verilerin sistematik bir
incelemesinden ziyade basit klinik ¢alismalar veya farmakolojik analizler yoluyla
yapilmistir (Bahmad vd. 2022). Geriye doniik klinik veriler, ilacin yeniden kullanim
olanaklarini kesfetmek i¢in giderek daha popiiler hale gelmektedir (Jensen, Jensen, ve
Brunak 2012). Veriye dayali yaklagim kullanilarak; aspirin ilact kolorektal kanser
tedavisi (Bibbins-Domingo ve on behalf of the U.S. Preventive Services Task Force
2016), raloxifene ilac1 ise meme kanseri tedavisi (Cavalla ve Singal 2012)igin yeniden

konumlandirilmistir.

1.4 Molekiiler Kenetlenme

Molekiiler kenetleme, ligand (6rnegin bir ilag) ve hedef (6rnegin bir reseptor)
arasindaki baglanma bolgesi tamamlayiciligini tahmin etmek i¢in yapiya dayali bir
hesaplama stratejisidir (Kitchen vd. 2004) (Sekil 5). Minimum serbest baglanma
enerjisinin tercih edilen oryantasyonunu bularak ligandin protein ile kararli bir
kompleks olusturmak i¢in baglanma afinitesini tahmin eder (Ferreira vd. 2015) (Sekil
6). Bu etkilesim, hidrojen bagi, iyonik bag, hidrofobik ve van der Waals gibi bircok
kovalent olmayan etkilesim tiiriinii icerir (Tripathi ve Misra 2017). Molekiler
kenetleme, gegici baglanma parametrelerini belirlemek amaciyla kii¢lik molekiillerin
(ilag adaylar1) biyomolekiiler hedeflerine (protein, karbonhidrat ve nikleik asit gibi)
baglanma yoniinii tahmin etmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Guedes, de Magalhaes,
ve Dardenne 2014).
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Sekil 7 Bir protein-ligand kompleksi olusturan bir protein hedefine (siyah) kiigiik molekiillii
bir ligandin (yesil) kenetlenmesinin sematik gosterimi (WEB 1)

Molekiiler kenetlenme ¢alismalari i¢in iki tiir yaklasim vardir; simiilasyon yaklagimi
ve sekil tamamlayicihigi yaklasimi (Agarwal ve Mehrotra 2016; Tripathi ve Misra
2017). Simiilasyon yaklasiminda, ligand ve hedef molekuller bir miktar fiziksel
mesafe ile ayrilir ve ardindan ligandin, konformasyonel uzaymnda “belirli bir hareket
stiresinden” sonra hedef molekiiliin oluguna/cebine baglanmasina izin verilir.
Hareketler, ligand yapisinin dahili olarak (burulma agis1 doniisleri) veya harici olarak
(donmeler ve 6telemeler gibi kat1 cisim doniisiimleri) varyasyonlarmai igerir. Ligandin
konformasyonel limitlerindeki her hareket, “Sistemin Toplam Enerjisi” olarak
hesaplanan bir enerji Uretir (Lamb ve Jorgensen 1997; Mukesh ve Rakesh 2011;
Agarwal ve Mehrotra 2016; Kitchen vd. 2004). Ligand ve reseptor arasindaki
etkilesim, genellikle giic alani tabanl islevler, ampirik puanlama islevleri, bilgiye
dayali puanlama iglevleri, konsensiis puanlamasi ve tanimlayict tabanli puanlama
islevleri gibi farkli puanlama iglevleriyle minimum baglanma serbest enerjisi agisindan
Olculir (Kitchen vd. 2004; Tripathi ve Misra 2017). Sekil tamamlayicilik yaklasimu,
ligand ve hedef arasindaki ylizey tamamlayiciligint hesaplayan bir teknik kullanir.
Ligandin hedef molekiiler yiizey iizerindeki olas1 baglanma 6zelliklerini bulmak i¢in

birka¢ saniye icinde binlerce ligandin hizli bir sekilde taranmasini iceren sekil
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tamamlayicilik yaklagimi oldukga hizli ve saglamdir (Mukesh ve Rakesh 2011; Lamb
ve Jorgensen 1997).

Molekiiler kenetlenmenin temel metodolojisi Ug sekilde kategorize edilebilir;

(1 Esnek ligand kenetlenme: Hedefi sert molekul olarak igeren kenetlenme
tiriidir. Bu yaklasim, proteinlerin konformasyonel durumlarinin
esnekligini ve karmasikligin1 agiklar (Lorber ve Shoichet 1998; S.-Y.
Huang ve Zou 2006). Bu metodoloji, kenetlenmede en sik kullanilandir.

(i) Kati cisim kenetlenmesi: Hem ligand hem de reseptOr serttir ve siki
baglanma gosterir (Lamb ve Jorgensen 1997).

(iii)  Esnek kenetlenme: Hem ligand hem de reseptor esnektir. Ligand,
aralarindaki bag kuvvetlerini maksimize etmek icin reseptoriin aktif

bolgesine esnek bir sekilde baglanir (Tripathi ve Misra 2017).

Protein-protein, protein-ligand ve protein-niikleotit arasinda molekiiler kenetlenme
caligmasi yapilabilir (Rangaraju 2013). Protein-ligand etkilesimlerinin miithendisligi,
biyolojideki kritik problemleri ¢6zmek i¢in kullanilan hesaplamali yaklasimlardan
biridir (Allison vd. 2014). Protein-kucik molekul kenetlenmesi, yani kimyasal
bilesikler ile onlarm hedef protein reseptorleri arasindaki etkilesimin atomik diizeyde
modellenmesi, ilag tasariminda etkili bir aractir. Kiigiik molekiilli ilaglarin yap1
tabanli tasariminda, onemli etkilesimleri agikca gostermek ve artan segicilik ve
etkinlige sahip ilaglar1 tasarlamak i¢in baglanma pozunun iyi bir tahmini gereklidir
(Sledz ve Caflisch 2018).

1.4.1 Molekiiler Kenetlenme Basamaklari

[lag tasariminda protein-ligand molekiiler kenetlenmesi oncesinde, swrasinda ve

sonrasinda takip edilebilen adimlar sunlardir (Sekil 6);

() Docking calismalarina baslamadan 6nce Oncelikle en uygun protein ve
ligand yapilar1 segilmelidir (Guterres ve Im 2020). Hedef proteinlerin
deneysel olarak belirlenmis yapilarma erismek i¢in PDB, Uniprot ve

Terapotik Hedef Veritabani (TTD) gibi veritabanlar1 vardir. Deneysel yap1
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(if)

(iii)

(iv)

v)

mevcut degilse, modellenen yapilar AlphaFold Veritabanindan elde
edilebilir veya ilgili yapt modelleme yazilimi kullanilarak modellenebilir
(Maden vd. 2022). Ligand yapilari, ZINC, Pub CDem gibi birka¢ veri
tabanindan alinabilir veya CDemspider araci kullanilarak ¢izilebilir
(Chaudhary ve Mishra 2016).

Kenetlenme yapilarinin hazirlanmasi; Molekiiler kenetlenme algoritmalari,
PDB formatinda (H atomlar1 icermeyen) elde edilen yapilarin 6n hazirligini
gerektirebilir. Cogunlukla su molekiilleri ve varsa hetero atomlar
uzaklastirthir (McMartin ve Bohacek, t.y.; Schnecke ve Kuhn 2002).
Baglanma bdlgesinin belirlenmesi; Baglama yeri ile ilgili 6n bilgilerle
kenetlenmeyi yonlendirmek ¢ok énemlidir. Aksi takdirde, kor kenetlenme
gerceklesir ve ligand arama alani genis oldugunda dogru baglanma
pozlarimi tespit etmek daha zordur. Baglanma bolgeleri bilinmediginde
kullanilabilecek aktif bolge tahmini i¢in ¢esitli kilavuz algoritmalar vardir.
Bunlardan bazilar1 GRID, SurfNet, COACD, SCFbio, CASTp ve DeepSite
olarak siralanabilir (Maden vd. 2022).

Docking algoritmalarmnin yetenekleri birbirinden farkli olabilir ve bu
acidan docking islemine baslamadan Once c¢alismanin amacma uygun
olarak kullanilacak algoritmanim dikkatli bir sekilde se¢ilmesi 6nemlidir
(Maden vd. 2022).

Kenetlenme sonrasi elde edilen sonuglarin gorsellestirilmesi ve yapisal
analizi. Bu adim i¢in PyMol, RasMol, VMD ve Chimera gibi araglar

kullanilmaktadir.
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[ Protein/Reseptor Yapisi

Veritabani
PDB AlphaFold
UniProt TTD

Molekiil Hazirlama J

Araclan

AutoDockTools Balloon

OpenBabel \

{ Baglanma Bdélgesi Tahmin ]

Araclan

L Kimyasal/Ligand Yapis:
Veritabani

DrugBank ZINC
PubChem ChemSpider

SCFbio COACH
CASTp DeepSite

Molekiiler Yapilarin
Gérsellestirilmesi ve [ Yerlestirme Araclary/Sunuculart ]

Analizi F AutoDock SwissDock

FlexX HADDOCK
GOLD ZDOCK

PyMol RasMol
VMD Chimera

Sekil 8 Ilag tasarimida protein-ligand molekiiler kenetlenmesi &ncesinde, sirasinda ve
sonrasinda takip edilebilecek prosediirler ve kullamlabilecek araglar (Maden vd. 2022
kaynagindan adapte edilmistir)
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BOLUM II

2. MATERYAL VE METOT

IBD alt tipleri olan UC ve CD igin transkriptom verileri, Gene Expression Omnibus
(GEO) veri tabanindan (Clough ve Barrett 2016) elde edildi ve her bir alt tip icin
saglikli duruma gore (UC-saglikli, CD-saglikli) veriler GEO2R ile analiz edildi. UC
ve CD igin ilgili PPE verileri STRING veritabanindan elde ettik. Calismamizda, UC
ve CD'ye 6zgii alt aglar1 tanimlamak i¢in transkriptom verilerini hastalik alt tipine
0zgii PPE aglarmma esledik. PPE aglarindaki yeni modiilleri belirlemek ig¢in
KeyPathwayMiner (KPM) kullanarak hastaliga 6zgii alt aglar1 elde ettik. Tiim PPE ag
analizleri ve gorsellestirmesi Cytoscape (3.8.0) uygulamasi (Shannon vd. 2003) ile
yapilmistir. Daha sonra UC ve CD hastaliklarina 6zgii elde edilen yeni modullerin
fonksiyonel zenginlestirme analizlerini STRING Enrichment (Szklarczyk vd. 2019)
kullanarak yaptik ve molekiiler diizeyde IBD alt tipleri arasindaki farklar1 ortaya
cikarttik. Son olarak elde ettigimiz yeni modiillerdeki genlere geneXpharma (Turanli,
Gulfidan, ve Arga 2017) araciligi ile ilag yeniden konumlandirma yaparak gen-ilag
listesi elde ettik ve bu gen-ilag ciftleri icin AutoDock Vina (Morris vd. 2009)
kullanarak molekiiler kenetlenme ¢alismasi yaptik. Sonuglarimizin gorsellestirilmesi
ve yapisal analizini PyMol’de yaptik (Yuan, Chan, ve Hu 2017). Her adimin ayrintilar1
asagidaki alt boliimlerde a¢iklanmaktadir ve UC ve CD'ye 6zgii alt aglarm kesfi i¢cin
transkriptom verileriyle kapsamli PPE aglar1 analizimizin is akis1 Sekil 7°de

gosterilmektedir.
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Transkriptom Verilerinin Temin Edilmesi
GSE126124 ve GSE3365 mikrodizi verileri
GEO (Gene Expression Omnibus)

Transkriptom Verilerinin Analizi
B GEOZ2R ile numunelerin karsilastirmasi ve p-degeri ayari
. Onemli olgtide ifade edilen genler (SEG'ler); p degeri <0,05 (p degeri=1)
Onemli ¢l¢lide ifade edilmeyen genler (non-SEG'ler); p degeri >0,05 (p degeri= 0)

L Alt- Ag Analizi : X |
Hastaliklara dzgii STRING natzl Key Pathway Miner Transkriptom SEG
PPE ag verisi Cyto

ve non-SEG verileri

Belirlenen hastalik alt tipine 6zgl PPI aglari ve modilleri ile eslenen ifade verileri

GeneXpharma

Gene karsilik gelen UCve CD igin elde edilen Islevsel Zenginlestirme ve
ilag listesi yeni modillerdeki Karsilastirma

onemli genler (STRING Enrichment)

Molekiiler Kenetlenme ile ilag yeniden |
konumlandirma yapilarak UC ve CD igin
yeni ilag 6nerme

Sekil 9 s Akis1 Semast

2.1 Transkriptom Verilerinin Elde Edimesi

Calismanin amacina uygun veriseti secerken, mikrodizi veri kiimelerinde, UC, CD ve
normal (saglikli) gruplardan 6rneklerin bir arada bulunmasi ve her bir grup i¢in 6rnek
sayisimin yeterli sayida bulunmasina dikkat edilmistir. Buna gore IBD alt tirleri
ulseratif kolit (UC) ve Crohn hastaligi (CD) igin transkriptom verileri, GSE126124 ve
GSE3365 mikrodizi veri kiimeleri altinda Gene Expression Omnibus (GEO) veri
tabanindan (Clough ve Barrett 2016) elde edildi. GSE126124 veriseti; 36 UC hasta
ornegi, 76 CD hasta 6rnegi, 51 tane saglikli kontrol 6rneklerinden olusurken,
GSE3365 veriseti; 26 UC hasta 6rnegi, 59 CD hasta 6rnegi ve 42 tane saglikli kontrol

Orneklerinden olumaktadir (Tablo 4).
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Tablo 4 Bu ¢alismada analiz edilen GSE126124 ve GSE3365 ifade profili mikrodizi veri
kiimelerinin 6zellikleri.

Veriseti Ulseratif kolit (UC) Crohn hastahg: Saghkh kontroller
(CD)
GSE126124 36 ornek 76 ornek 51 drnek
GSE3365 26 ornek 59 ornek 42 ornek

2.2 Transkriptom Verisetinin Analizi

Elde edilen transkriptom veri kimeleri, R-tabanli gen ekspresyon analizi
gerceklestirebilen bir web araci olan GEO2R kullanilarak, UC'ye kars1 saglikli doku
ve CD'ye kars1 saglikli doku gibi, saglikli durumla iki hastalik durumu karsilastirilarak
ayri ayr1 analiz edildi. GEO2R (Barrett vd. 2012) analizlerinde varsayilan olarak,
yanlis kesif oranin1 (FDR) kontrol etmek i¢in nicel normallestirme ve Benjamini ve
Hochberg prosediiriinii uyguladik. Sinirlayici onemli genler ve yanlis pozitifler

arasindaki iyi denge nedeniyle bu, mikrodizi verileri i¢in en sik kullanilan ayarlamadir.

2.3 Ulseratif Kolit ve Crohn Hastahgma Ozgii Alt Aglarin Belirlenmesi

UC ve CD igin hastaliga 6zgii PPE verilerini elde etmek icin dncelikle UniProt web
hizmetinde hastalik isimlerimizi aratarak ilgili olan proteinleri belirledik. Crohn
hastaligi i¢in 48 protein, iilseratif kolit i¢in 63 protein ismi belirlendi. Bu proteinler
STRING web hizmeti kullanilarak hastaliklar i¢in protein-protein etkilesim agi elde
edildi (29 Ekim 2021). STRING veri tabani, halka a¢ik tiim protein-protein etkilesim
bilgisi kaynaklarini toplamay1, puanlamay1 ve entegre etmeyi ve bunlar1 hesaplamali
tahminlerle tamamlamay1 amaglar (SzKlarczyk vd. 2019). STRING web hizmetinden
elde edilen UC ve CD PPE aglarinda ortak genlerin varlig1 arastirildi ve ortak olan
genlerin  biyolojik fonksiyonlar1 Cytoscape eklentisi ClueGo fonksiyonel
zenginlestirme araci kullanarak analiz edilmistir. ClueGO, biyolojik aglardaki terimler
ve islevsel gruplarm karsilikli iligkilerini analiz etmek icin kullanici dostu bir
Cytoscape eklentisidir. Cesitli esnek ayarlamalar, agiklama aglarinda gen kiimelerinin

kapsamli bir sekilde kesfedilmesine izin verir. ClueGO, Gen Ontolojisi (GO)
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terimlerinin yani sira KEGG/BioCarta yollarin1 entegre eder ve islevsel olarak
organize edilmis bir GO/yol terim ag1 olusturur. Bir veya iki gen listesini analiz
edebilir veya karsilastirabilir ve islevsel olarak gruplandirilmis terimleri kapsamli bir
sekilde gorsellestirir (Bindea vd. 2009). GlueGo ile ortak genlere yapilan fonksiyonel
zenginlestirmede; GO-Biological Process, KEGG ve Reactom Pathways
verisetlerinde, p-degeri esigi < 0.05 segilerek analiz edilmistir. Ardindan Cytoscape
(Shannon vd. 2003) uygulamasi igerisine KeyPathwayMiner (KPM) (Alcaraz vd.
2016) (strdm 5.0.1) eklentisi indirildi. Cytoscape, yiiksek verimli ifade verileri ve
diger molekiiler durumlarla biyomolekiiler etkilesim aglarmi birlesik bir kavramsal
cerceveye entegre etmeye yonelik acik kaynakli bir yazilim projesidir (Shannon vd.
2003). Cytoscape'in KPM eklentisi, biyolojik bir agdaki tiim maksimum bagli alt aglar1
verimli bir sekilde ortaya cikarabilir. KPM algoritmasi, transkriptom verilerini, p-
degerlerini "1" veya "0" olarak isler (Alcaraz vd. 2016). Bu nedenle, transkriptom
veriseti analizi sonucu elde edilen p degerlerine; 6nemli dlcude ifade edilen genler
(SEG) i¢in (p degeri <0.05 olan genler) "1" ve anlamli olmayan eksprese edilmis
genler (non-SEG) (p degeri >0.05 olan genler) “0” atanmistir. KPM igin énemli bir
parametre olan K degeri modiilde kag¢ tane genin deneysel veride olmayip da PPE
agindan eklenecegini gosterir. Optimal K degeri, literatiirdeki bir ¢alismada deneme
yanilma yoluyla 5 olarak belirlenmistir, 6yle ki K degeri 5'in altindayken 6nemli genler
kagirilirken 5'in tizerinde yeni anlamli gen eklenmedigi gézlemlenmistir (Alcaraz vd.
2016). Tez ¢alismamizda, hastaliga 6zgii PPE aglar1 Cytoscape'e yiiklendikten sonra
GSE126124 ve GSE3365 veri setlerinden elde edilen genler ve p degerleri KPM ig¢in
uygun formatta diizenlenerek (SEG; p<0.05 ve non-SEG; p>0.05) iki ayr1 dosya olarak
yiiklenmigtir. K-degerinin 5 oldugu varsayilmistir; iki kiimedeki transkriptom verileri
"AND" kullanilarak mantiksal olarak baglanmis ve UC ve CD i¢in yeni moduller elde
edilecek sekilde PPE agina haritalanmustir.
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2.4 UC ve CD hastaliklarina 6zgii elde edilen ag modelleri
2.4.1 Hastahga Ozgii Ag Modiillerinin Islevsel Zenginlestirilmesi

KPM ile elde edilen yeni modiiller, islevsel zenginlestirme analizi i¢in ¢evrimigi,
kullanict dostu ve kapsamli bir veri tabani olan STRING kullanilarak gergeklestirildi.
STRING, elde edilen alt kiimeler, etkilesim aglar1 olarak gorsellestirilebilir ve tiim
genom ¢apinda veri kimelerini girdi olarak yiikleyerek gen seti zenginlestirme analizi
gerceklestirmesine olanak tanir (Szklarczyk vd. 2019). Zenginlestirme analizi igin
STRING, Gene Ontology ve KEGG gibi 1yi bilinen siniflandirma sistemlerini uygular,
ancak ayn1 zamanda yiiksek verimli metin madencili§ine ve iliskilendirme agimnin
kendisinin hiyerarsik kiimelenmesine dayali ek, yeni smiflandirma sistemleri sunar
(Szklarczyk vd. 2019). KPM ile UC ve CD icin elde edilen alt-ag modiillerine
Cytoscape iizerinden kullanilanibilen STRING Enrichment (Szklarczyk vd. 2019)
araci ile fonksiyonel olarak zenginlestirme analizi yapilmistir. Analizde kullanilmasi
istenen veri kaynaklar1t GO Process, KEGG ve Reactom olarak isaretlenmis fazlalik
smir1 (Redundancy cutoff) 0.5 olarak belirlenmistir. Fazlalik filtreleme, FDR degerine
gore siralanmis zenginlestirilmis terimlerin listesini alir ve 6nceki, daha iyi puanlama
terimlerine ¢ok benzeyen ve kendileri kaldirilmamus terimleri kaldirir. Iki terim
arasindaki benzerlik, iki terim tarafindan agiklanan gen kiimelerinin Jaccard indeksi
ile Ol¢iiliir. Bir terim, yalnizca, zaten filtrelenmis listede bulunan diger herhangi bir
terimle kullanici tarafindan belirlenen fazlalik sinirindan daha az Jaccard benzerligine

sahipse, filtre uygulanmuis listeye eklenir (Doncheva vd. 2019) .

2.4.2 Hastahga Ozgii A3 Modellerinde One Cikan Genlerle ila¢c Yeniden
Konumlandirma

[lag yeniden konumlandirma, mevcut ilaglar igin yeni terapotik endikasyonlar:
belirlemek igin yenilik¢i bir yaklasimdir. GeneXpharma (Turanli, Gulfidan, ve Arga
2017), hastalik-gen-ila¢ Gclust icinde ilaglanabilir genom (zerine hipotezler
olusturmak ve boylece ilaclarin hastaliklara karsi yeniden konumlandirilmasina

yardime1 olmak i¢in tasarlanmis ve organize edilmistir. Arama sistemi, ilaglari, genleri
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veya hastaliklar1 kullanan ¢esitli giris noktalarmni barindirir ve bu da arastirmacilarin
ilact yeniden kullanma adaylarin1 ¢ikarmasina ve daha fazla degerlendirme igin
kolayca digsa aktarmasina olanak tanir (Turanli, Gulfidan, ve Arga 2017).
GeneXpharma veritabaninda, ilag-veri seti iligkilerinin tahminin yapilmasinda;
istatiksel baglant1 yontemi (Amelio vd. 2014) gen ekspresyon verilerine uyarlanmigtir
(Denklem 1).

Denklem 1. Ilag-veri kiimesi iliskilerinin tahmini (Turanli, Gulfidan ve Arga, 2017)
(m) (N — m)
Y ¢ n—x
SN
n

Bu noktada, pap ilag o’nin veri kiimesi B ile iliskisinin tahmini olasiligini agiklar. N,
veri kiimesi P 'daki prob sayisidir; m ise veri kiimesi B’ daki toplam ilgili gen sayisidir.
n, bitdn ilag-ilag etkilesimleri hesaba katildiginda ilag o ile etkilesime giren genlerin
sayisidir; x ise, veri seti B’da ilag a ile etkilesime giren genlerin sayisidir. Kisaca, m/N
insan genomu igerisinde hastalia bagli genlerin oranmi ve x / n ilag a ile etkilesime
giren, ancak veri seti f ile iligkili olan genlerin oranini yansitir (Turanli, Gulfidan, ve

Arga 2017).

UC ve CD i¢in farkli PPE aglar1 ve farkli transkriptom verileriyle elde edilen alt-
aglarin genleriyle ila¢ yeniden konumlandirma yapilmistir. Belirlenen ilaglardan UC
ve CD i¢in ortak olanlar ayrilarak geri kalan ilaglar UC ve CD ile olan iligkilerine gore
gruplanmistir. Daha Onceden bu hastaliklarla iligkilendirilmemis olan ilaclar igin
molekiiler kenetlenme yapilarak ilgili sonuglar 1513inda UC ve CD hastaliklar1 i¢in

farkli ilag ve tedavilerin uygulanabilirligi tartisilmistir.

2.4.3 Yeniden Konumlandirilan Aday ila¢-Protein Ciftlerinin Kenetlenme
Cahsmalan

Protein-Ligand kenetlenmesinde bilgisayar yazilimlari, internet sunucular1 ve ¢esitli

algoritmalar1 kullanilir. Bu tez ¢alismasinda bunlardan biri olan AutoDock yazilimi
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kullanilmistir (Morris vd. 2009). AutoDock, kii¢iikk ligandlarm makromolekiil
hedeflerine baglanma uyumlulugunu esnek-sert (yar1 esnek) bir kenetlenme
yaklagimiyla tahmin eden ticretsiz bir yazilimdwr (Morris vd. 2009). Ligandi
makromolekul tzerinde belirlenen aktif bolgeye kenetlemek i¢in 1zgara (grid) tabanl
bir yontem kullanir (Kitchen vd. 2004). AutoDockTools
(http://mgltools.scripps.edu/downloads), protein ve ligand yapilarmin ilgili formatta
ve konfigiirasyon dosyasinda hazirlanmasi igin gerekli grid bilgilerini Gretmek ve
incelemek i¢in kullanilan kullanic1 arayiiziidir (Morris vd. 2009). AutoDock

uygulamasinda kenetlenme ¢aligmalarini yapmak i¢in ti¢ girdi gerekmektedir:

1) Ligand yapisi; molekiiler kenetleme g¢alismalarindan sonra elde edilen yapilarin
detayli incelenebilmesi i¢in i¢in ligand olarak kullanilan ilaglarimizin {i¢ boyutlu (3D)
yapismin olmasi gerekmektedir. Bu nedenle molekiiler kenetleme ¢aligmalar1 i¢in 3D
yapis1t mevcut olan ilaglar1 temel aldik. Her bir ligandin 3D yapisint Drugbank veri
bankasindan ‘pdb’ formatinda elde ettik. Autodock’un girdi olarak kullanilacak
dosyalar1 ‘pdbqt’ formatinda kabul etmesinden dolayr AutoDockTools (v1.5.6)
kullanarak ligandlarimiz1 ‘pdbqt’ formatinda kaydederek kenetlenme ¢aligmalari igin

hazir hale getirdik.

2) Protein yapisi; kenetlenme i¢in kullanilacak olan, ilgili genlerin kodladig1 protein
yapilarini belirlemek i¢cin RCSB PDB (Protein Veri Bankasi) kullanildi (Parasuraman
2012). Kenetlenme i¢in en uygun protein yapisini segerken, yapinin diger yapilara gore
daha iyi ¢oziiniirliige sahip olmasi ve mutasyonlu olmamasina dikkat edilmistir.
Ayrica secilen protein yapisinin ligandli olmasina dikkat edilmis, kenetlenme sirasinda
bu ligand bolgesi aktif bolge bilgisi olarak kullanilmistir. Buna gore protein isimlerini
oncelikle UNIPROT ’ta aratarak, organizma turii homo sapiens olan proteinin yapisini
inceledik. Burada ilgili proteinlerin bazilarmin birden fazla PDB yapilari
bulunabilmektedir. Birden fazla yapisi olan proteinlerden en iyi ¢oziiniirliige sahip
olan yapilar oncelikli olarak tercih edilerek RCSB PDB bankasinda yapilar detayl
olarak incelenmistir ve kriterlere uygun olan yapilar belirlenmistir. Segilen protein
yapist ‘pdb’ formatinda PDB’den indirilmis ve yapida bulunan ligand bilgisi dosyadan
silinmigtir. Daha sonra ligandi silinmis olan protein yapist AutoDockTools’da (v1.5.6)
acilmig, ‘pdbqt’ formatinda kaydedilmistir ve ilgili ligand ile kenetlenme ¢aligmalar1

icin hazir hale getirilmistir
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3) Kenetlenme parametresi; AutoDock’ta kenetlenme ¢aligmasi igin ligand ve protein
yapisindan sonra en Onemli girdi bilgisi kenetlenme parametresidir. Kenetlenme
parametresi, kenetlenme c¢aligmalarinda, ligandin protein iizerinde baglanmasini
istenilen bolgenin koordinatlarmin belirlenmesini igerir. AutoDockTools (v1.5.6) da
bulunan ‘grid kutusu’ndan yararlanarak ligandin proteine baglanmasini istedigimiz

bolgeyi belirleyip, koordinatlari olusturdugumuz konfigiirasyon dosyasinda belirttik.

Bir onceki basamakta ila¢ yeniden konumlandirma ile iilseratif kolit/Crohn hastalig
icin belirlenen ilaglardan Oncelikle ayni olanlar belirlenmis ve ayr1 bir grup olarak
almmistir. Daha sonra UC ve CD igin spesifik olarak kalan ilaglardan daha 6nce bu
hastaliklarla iliskilendirilmemis olanlara molekiiler kenetlenme ¢aligmasi yapilmistir.
Gruplandirilmis ilaclar ve karsilarindaki genlerin kodladig1 proteinler i¢in molekiiler
kenetlenme c¢alismalar1 yapilarak elde edilecek enerji degerleri (AG, kcal/mol) ve
yapilarin uygunluguna gore iilseratif kolit/ Crohn hastaligina yonelik ila¢ yeniden
konumlandirmas1 i¢in en uygun ilag adaylar belirlenecektir. Yapilarin detayh

incelemesi Pymol kullanilarak yapilmistir.
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BOLUM III

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Ulseratif Kolit ve Crohn Hastah@ma Ozgii Alt Aglarin Belirlenmesi

STRING sunucusundan (Version 11.5) UC ve CD'ye 6zgu elde edilen PPE modiilleri
sirasiyla 90 protein ve 406 etkilesim (Sekil 8A) (EK-1) ve 89 protein ve 633 etkilesim
icermektedir (Sekil 9A) (EK-2). Iki farkhi hastalik igin elde ettigimiz bu PPE aglar1
karsilastirildiginda 42 proteinin ortak oldugu gézlemlenmistir ve bu proteinlerin UC
ve CD’ye 6zel degil IBD ile iligkili olarak ortak geldikleri diisiiniilmektedir. UC ve
CD PPE aglarinda ortak olan genlere fonksiyonel zenginlestirme analizi yapilmistir

(Sekil 10).

RAS —QGAP
Ko

A ' >/ I
7% 123
= R

Sekil 8 A. STRING veri tabanindan UC i¢in elde edilen PPE ag1 (90 protein ve 406 etkilesim). B.
KPM ile transkriptom verilerinin UC'ye 6zgii PPE agina haritalanmasi ile elde edilen yeni alt-ag
modiilii (56 protein ve 168 etkilesim).
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UC-PPE agma KPM araciligiyla transkriptom verilerimizi (SEG ve non-SEG)

haritaladiktan sonra UC i¢in elde ettigimiz yeni hastalik ag1 56 protein ve 168 etkilesim
icermektedir (Sekil 8B) (EK-3).

UC igin elde edilen bu modilun topolojik analizinde 5 genin (CTNNB1, VCL, MLH1,
NOD2, IRF5) transkriptom verilerinde bulunmadigi ve KPM analizindeki ‘K’
ifadesiyle PPE verisinden atandigi gozlemlenmistir. Ayrica alt-ag modiiliindeki
genlerden 42 tanesi bir veri setinde SEG (p=1) olarak bulurken diger veri setinde non-
SEG olarak olarak bulunmus, geri kalan 9 genin her iki veri setinde de SEG oldugu
gbzlemlenmistir. Modiiliin topolojik analizinde CTNNBI1 geninin hub (en fazla
baglantisallik gosteren merkez) gen oldugu belirlenmistir (Tablo 5). UC icin elde
edilen yeni alt-ag modiilinde bu merkez diigiimiin varliginin, ancak hastalik
kosullarinda diferansiyel olarak ifade edilmemesinin, g¢esitli hiicresel siireclerdeki
hayati roliinden ve agin ifade seviyelerindeki degisikliklere kars1 dayanikli

olmamasidan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Maden ve Acuner 2021).

Tablo 5 UC alt-aginda 6n plana ¢ikan bazi genler

Gen Aciklama Baglantisallik
CTNNB1 Catenin beta-1 16
AKT1 RAC-alpha serine/threonine-protein kinase 12
KRAS GTPase KRas 11
EP300 Histone acetyltransferase p300 11
SMAD3  Mothers against decapentaplegic homolog 3 10
CREBBP CREB-binding protein 9
SMAD2 Mothers against decapentaplegic homolog 2 8
PIK3CA  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3- 8
kinase catalytic subunit alpha isoform
VCL Vinculin 6
APC Adenomatous polyposis coli protein 5

UC alt-ag modiiliinde 6ne ¢ikan genlerden CTNNB1, AKT1 ve APC’nin literatiirde
kolorektal kanserle iligkili genler olarak ¢ikmasi, UC’nin de kolorektal kanserle iliskisi
oldugunu diisiindiirmektedir. Uzun suredir devam eden Ulseratif kolitin kolorektal
kansere (CRC) yol agmasi, diinya ¢apinda kabul edilen en ciddi ve yasami tehdit eden
sonuclardan biridir (Chakrabarty vd. 2017). Catenin beta-1 (beta-katenin), insanlarda
CTNNBI geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Beta-katenin, hicre-hicre

adezyonunun ve gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ve koordinasyonunda yer alan
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ikili iglevli bir proteindir (MacDonald, Tamai, ve He 2009). CTNNB1’in mutasyonu
ve asir1 ekspresyonu, kolorektal kanseri, akciger kanseri ve yumurtalik kanseri dahil
olmak {iizere birgok kanserle iliskilidir (Morin 1999). Beta-katenin yolagi, kolon
epitelinde transkripsiyonel sinyallesme ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde merkezi bir rol
oynar. Beta-katenin ve onun baglayict ortaklar1 E-cadherin ve APC'nin
ekspresyonundaki degisiklikler, sporadik kolorektal kanserde sik goriilen olaylardir
(Aust, Chew, ve Baretton, t.y.). Yapilan bir ¢alismada beta-katenin yolagmdaki
degisikliklerin hem UC ile iligkili hem de sporadik kolorektal kanserlerde dnemli
oldugunu belirtilmistir (Aust, Chew, ve Baretton, t.y.). APC ve KRAS genlerinin
kolorektal kanserde onemli 6l¢iide mutasyona ugradigi belirtilmistir (Fearon 2011).
Yapilan bir ¢aligmada, tilseratif kolit ile iligkili kolorektal kanserde, dikkate deger bir
APC mutasyonu azlig1 goriildii (Yan vd. 2019). Ayrica, bir bek¢i geni olan APC'nin
mutasyonlar1, sporadik kolorektal kanser olan hastalarin neredeyse %380'inde
goriiliirken, kolite baglh displazi veya karsinomu olan hastalarm %30'dan azinda
mutant APC alelleri bulunur (Yaeger vd. 2016). Yiksek kolorektal karsinom (UCHR)
riski tastyan uzun siireli UC hastalariyla yapilan bir ¢aligmada; sirasiyla 18 UCHR
deneginden 6'sinda APC'de inaktive edici mutasyonu, 18'den 2'sinde CTNNB1
mutasyonunu ve 18 UCHR deneginden 3'inde EP300 mutasyonunu igeren WNT
sinyal yolaginin etkilendigi bulunmustur (Chakrabarty vd. 2017).

Birkac SMAD (Mothers against decapentaplegic homolog) gen ailesinin genetik
varyantlari, Th17 (T yardime1 17 hiicresi) ve Treg (Diizenleyici T hiicreleri) arasindaki
farklilasma dengesini degistirerek IBD, ozellikle UC gelisimine neden olabilir
(YYamashita vd. 2019). Yapilan bir ¢alismada UC hastalarinda, normal bireylere gore,
Smad2 ve Smad3 mRNA'larinda 6nemli artiglar gozlemlenmistir. SMAD3 geninin
yukari regiilasyonu, kronik uzun hiicreleri UC sonucu kanser hiicrelerinin sebep olur
(Shohan vd. 2018). Daha 6nce yapilan bir ¢alisma, Smad3 sinyalinin UC ile iliskili
karsinojenezi indiikleyebilecegini ve uzun siiredir devam eden kolitte kronik
inflamasyonun, UC kaynakli karsinojenezin onkojenik bir gostergesi olarak

Psmad3L'de artisa yol agtigmi bildirdi (Kawamata vd. 2011).

CD-PPE agina KPM araciligiyla transkriptom verilerimizi (SEG ve non-SEG)
haritaladiktan sonra CD i¢in elde ettigimiz yeni hastalik ag159 protein ve 240 etkilesim
icermektedir (Sekil 9B) (EK-4). CD igin elde edilen bu modulin topolojik analizinde
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3 genin (IL23R, RIPK2,IL37) transkriptom verilerinde bulunmadigi ve KPM
analizindeki ‘K’ ifadesiyle PPE verisinden atandigi gézlemlenmistir. Ayrica alt-ag
moduliindeki genlerden 44 tanesi bir veri setinde SEG (p=1) olarak bulurken diger veri
setinde non-SEG olarak olarak bulunmus, geri kalan 12 genin her iki veri setinde de
SEG oldugu gézlemlenmistir. Bu genlerden NFKBIA ve NFKB1’in modiildeki hub

(en fazla baglantisallik gosteren) genler oldugu belirlenmistir (Tablo 6).
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Sekil 9 A. STRING veri tabanindan CD ig¢in elde edilen KKD agi1 (89 protein ve 633 etkilesim). B.
KPM ile transkriptom verilerinin CD'ye 6zgli PPI agmna haritalanmasi ile elde edilen yeni alt-ag
modiilii (59 protein ve 240 etkilesim).

Tablo 6 CD alt-aginda 6n plana ¢ikan bazi genler

Gen Aciklama Baglantisallik

NFKBIA Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer 18
in B-cells inhibitor, alpha

PSMA3  Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 3 14
NDUFS4 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 4 13
IL6 B-cell stimulatory factor 2 6
IL23R Interleukin 23 receptor 5
IL10 Cytokine synthesis inhibitory factor 4
NOX1 NADH/NADPH mitogenic oxidase subunit P65-MOX 4
ATG16L1 Autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae) 4
DUOX2 NADH/NADPH thyroid oxidase p138-tox 4
DMBT1 Surfactant pulmonary-associated D-binding protein 1

NF«xB'nin aktivasyonu, CD'nin patogenezinde ¢ok dnemli bir rol oynayabilir. NFxB,

promotorlerindeki spesifik hedef sekanslara dimer olarak baglanarak bir dizi genin
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transkripsiyonunu aktive eder. En bol bulunan NFkB heterodimeri, p65 ve p50 alt
birimlerinden olugur. Bu ailenin en yaygin proteini, NFkB inhibitorii o'dir (NFKBIA)
(Klein vd. 2004, 15). CD'li hastalarin mukozasinda yiiksek diizeyde p65 alt birimi
mevcuttur (Schreiber, Nikolaus, ve Hampe, t.y.; Neurath ve Pettersson 1997). CD’yi
tedavi etmek igin kullanilan standart ilaglar, glukokortikoidler ve salisilatlar, etkilerini
en azindan kismen NFkB'yi asag1 dogru diizenleyerek gosterirler (Ardite vd. 1998;
Thiele vd., t.y.). NFkB yolagmin faktorleri bu nedenle CD'ye yatkinlik igin iyi aday
genleri temsil eder. IRF5 polimorfizmleri (Gathungu vd. 2012) ve ILR23 varyantlar1
(Duerr vd. 2006) hem UC hem de CD ile iligkilidir. IBD i¢in bulunan gen lokuslarmin
cogu, UC ve CD alt tipleri i¢in ayn1 etki yoniinii gosterse de, bazi genlerin de yan
etkileri vardir. Ornegin NOD2 ve PTPN22 genleri, CD igin risk faktorii iken, UC igin
Onemli bir koruyucu etki gostermistir (Wawrzyniak ve Scharl 2018). Hiicrede otofaji
icin gerekli olan ATG16L1 ve gen aktivitesini duzenleyerek hiicresel fonksiyonda yer
alan STAT3 polimorfizmleri de CD ile iliskilidir (Magalhaes vd. 2011; Wang vd.
2014). IBD ve kolorektal kanserde epitelyal TLR4 aktivasyonu DUOX2'nin yukari-
regiilasyonu ile iliskilendirilmistir (Burguefio vd. 2021). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda
CD i¢in yapilan transkriptom veri analizi sonuglarimizda da DUOX2 yukari-regiile
olarak bulunmaktaydi. Beyin, akciger, mide ve kolorektal kanserler i¢in aday bir timor
baskilayic1 gen olarak kabul edilen DMBTI1 geni, IBD hastalarmin iltihapl
dokularinda artan bir ifade gostermistir ve bozulmus DMBT1 fonksiyonunun Crohn

hastaliginin baslangici ile iliskili olabilecegi belirtilmistir (Renner vd. 2007).

Ortak genlere yapilan fonksiyonel zenginlestirmede, bu genlerin en iliskili bulundugu
sonuglar sirasiyla; IL-1 sinyal ailesi, muramyl dipeptite yanit, Huntington hastaligi ve
Parkinson hastaligidir (Sekil 10). IL-1 ailesinin GI homeostaz1 veya IBD
patogenezindeki rolii, hastalik durumu, gen polimorfizmlerine bagli genetik yatkinlik,
mikrobiyotadan tiiretilen eslik eden uyaranlar ve dogal antagonistlerin goreceli
bollugu gibi faktorlere baghdir. Ayrica, hem CD hem de UC, farkli immiinolojik
profillerle iligkilidir. CD, saglam bir TH1 yanit1 ile karakterize edilirken, UC, bir TH2
tipi yanita daha ¢ok benzeyen bir bagisiklik imzasini indiikler (McEntee, Finlay, ve
Lavelle 2019). Bu nedenle, IBD baglaminda belirli sitokinlerin veya diger
immiinolojik faktorlerin katkilarini tartigirken, rollerinin yalnizca CD ve UC arasinda

degil, ayn1 zamanda hastaligin evresine de baglidir (McEntee, Finlay, ve Lavelle
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2019). Muramyl dipeptide (MDP) i¢in yapilan literatiir taramasinda bu bilesigin CD
hastaligi ile ilsikisi oldugu bulunmustur. Muramyl dipeptide (MDP), periferik kan
mononiikleer hiicrelerinin NOD2 ligandidir (van Heel vd. 2005). CD patogenezinde
yer alan enflamatuar yollarin aktivasyonu i¢in bakteri duvari bilesigi muramil
dipeptidin (MDP) rolt 6nemlidir. Gram-negatif ve -pozitif bakterilerin gogunda
bulunan MDP'nin bagirsak sisteminde ¢esitli immiinolojik tepkileri tetikleyebilmesi
ve ¢esitli aracilarda degisikliklere sebep olmasi gercegiyle vurgulanmaktadir (Salem
vd. 2013). NOD2 dahil olmak tzere MDP yanitinin ¢ogu, CD ile iligkilidir. MDP
sinyalinin normallesmesi, MDP sinyalinin CD patogenezi i¢in patojenik 6nemini
vurgulayan bir gercek olan, bagirsak enflamatuar tepkisini etkileyen birka¢ 6nemli
faktorden biridir (Salem vd. 2013). Huntington hastaligi, genellikle orta yasta baslayan
ve istemsiz koreiform hareketlerin ilerlemesi, psikolojik degisim ve bunama ile
karakterize otozomal dominant bir hastaliktir (Bates vd. 2015). Tez konusu
kapsaminda yaptigimiz bir ¢alismada, KPM ile alt-ag analizinde, HTT geninin
transkriptom verilerinde 6nemli olarak belirlenmedigi (non-SEG) ancak CD icin hub
gen oldugunu gozlemledik (Maden ve Acuner 2021). Yapilan ¢alismalarda Parkinson
hastaliginin (PD) sadece beyin degil, ayn1 zamanda bagirsak-beyin ekseninin de bir
bozuklugu oldugu belirtilmistir (Chapelet vd. 2019). Gastrointestinal (GI) semptomlar
hemen hemen her Parkinson hastasinda bir noktada ortaya ¢ikar (Edwards, Quigley,
ve Pfeiffer, t.y.). Son raporlar, enterik néropatoloji ve Gl islev bozuklugunun yani sira,
PD hastalarmin da bir dereceye kadar GI iltihab1 sergiledigini gostermistir (Rolli-
Derkinderen vd. 2020). Gl inflamasyonu ve PD arasindaki olas1 baglanti, PD ve
inflamatuar barsak hastaliginin (IBD) genetik ve epidemiyolojik olarak baglantili
oldugunu gosteren gozlemlerle daha da giliglendirilmistir (Rolli-Derkinderen vd.
2020). Yapilan bir ¢alismada Crohn hastaligi (CD) ile iliskili olan ve bakteriyel
bilesenleri taniyan ve niikleer faktor-kappa B'nin (NF-«xB) aktivasyonuna aracilik eden
hiicre i¢i sinyal molekiillerini kodlayan CARD15/NOD2'ye odaklanilmigtir (Maeda
vd. 2005). 220 kontrolle karsilastirildiginda 308 sporadik PD hastasindan olusan bir
grupta daha Once CD ile iligkilendirilen 3 CARDI5/NOD2 gen varyantmm daha
yiiksek bir frekansin1 bulunmustur (Bialecka vd. 2007). Hem ailesel hem de sporadik
PD ile en yaygin olarak iligkili gen olarak ortaya ¢ikan Losin agisindan zengin tekrar

kinaz 2 (LRRK2) geni, genom c¢apinda iliskilendirme c¢aligmalar1 ile CD i¢in ana
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duyarlilik geni olarak tanimlanmistir (Umeno vd. 2011). UC ve CD PPE aglarinda
ortak olan genlerin fonksiyonel analizi sonuglarini literatiirle karsilagtirdigimizda, bu
biyolojik yolaklarin ¢ogunlukla CD ile iliskilendirilmis olduklarini gozlemledik.
Bizim sonuglarimiz 151¢mda bu biyolojik yollarin UC ile de iliskili olabilecegi ve bu

ozelliklerin UC i¢in de detayli olarak arastirilmasi gerektigini gostermektedir.

%52,51 Interleukin-1 family signaling

%5,79 Parkinson Hastalig

%11,2 Huntington Hastalig

%30,5 Response to muramyl dipeptide

Sekil 10 UC ve CD PPE aglarinda ortak olan genlerin fonksiyonel zenginlestirme analizleri

3.2 Hastahga Ozgii Alt Aglarin Islevsel Zenginlestirilmesi

Hastaliklarin karmasik mekanizmalarini anlamak hem tan1 hem de tedavi adimlarinda
onemlidir. Sistem biyolojisinde, biyolojik aglarin analizi ile gelisen molekiiler anlayis,
hastalik tipine ve hatta bireye 6zgii hedeflere hizmet edebilir (Ran vd. 2013; He vd.
2017). Hastaliga 6zgii alt-ag (sub-network) tespiti igin en etkili yaklagimlardan biri,
transkriptom verilerini protein-protein etkilesimi (PPE) aglarmma entegre etme
yontemidir (He vd. 2017). Bu yaklagim, daha dnce hastalik durumuyla iligkili oldugu
bilinmeyen proteinleri ve hiicresel mekanizmalar1 ortaya ¢ikarabilir. Boylece, entegre
bir transkriptom ve proteom analizi yaklagimiyla, a§ dinamiklerinin altinda yatan
farkli mekanizmalar vurgulanabilir (Rakshit, Rathi, ve Roy 2014; Chen vd. 2016). UC
icin elde ettigimiz PPE agina yine hastalikla ilgili transkriptom verileri haritalanarak

elde ettigimiz UC alt-ag modiiliine islevsel zenginlestirme analizi yaptik (Tablo 7).

38



Tablo 7 UC igin KPM ile elde yeni alt-ag modiiliiniin fonksiyonel analizi

Veri tabam Aciklama FDR
Reactome Pathways Transcriptional regulation by RUNX3 3.21E-24
KEGG Pathways Alzheimer disease 3.59E-18
KEGG Pathways Colorectal cancer 9.17E-17
GO Process Cellular response to organic substance 2.35E-14
Reactome Pathways PIP3 activates AKT signaling 1.44E-11
KEGG Pathways Adherens junction 1.07E-9
GO Process Regulation of catalytic activity 4.9E-9
Reactome Pathways Complex | biogenesis 7.67E-9
GO Process Cell activation 7.88E-9
KEGG Pathways Prostate cancer 1.22E-8
Reactome Pathways FOXO-mediated transcription 7.63E-7

UC alt-ag modiili RUNX3 tarafindan transkripsiyonel diizenleme, Alzheimer
hastaligi, kolorektal kanser, prostat kanseri ve hiicre aktivasyonu gibi ortak
fonksiyonel oOzellikleri ortaya koymaktadir. RUNX proteinleri, 6nemli gelisim
stireclerine katilan bir transkripsiyon faktorleri ailesidir (RUNX1, 2 ve 3): RUNX3,
nérojenez (Inoue vd. 2002) i¢in gereklidir. RUNX3 ile immiin aracili bir hastalik olan
tilseratif kolit arasindaki potansiyel iliskiler bildirilmistir (Weersma vd. 2008). UC ve
Alzheimer hastaligi arasinda ortak bir genetik duyarliliga dair bazi kanitlar vardir:
interlokin-10 geninin -1082 G/A polimorfizmindeki A alelinin tasiyicilari, artmis UC
(Tedde vd. 2008) ve Alzheimer hastaligi riski altindadir (Di Bona vd. 2012). Yapilan
bir ¢alisma da (Caini vd. 2016), UC hastalar1 arasinda Alzheimer hastalig1 riskinin
arttig1 ifade edilmistir; bu da yine bizim sonuclarimizi1 destekler niteliktedir. Ulseratif
koliti (UC) olan hastalarda kolorektal karsinom riski ylksektir (Edwards, Quigley, ve
Pfeiffer, t.y.). Kolorektal kanser (CRC), diinya ¢apinda en sik teshis edilen iigiincii
kanserdir. Kolorektal mukozada kronik inflamasyon tarafindan iiretilen asir1 reaktif
oksijen tiirleri, bu hastalig1 olan hastalarda DNA hasarmin ana nedeni olabilir (Lopez
vd. 2018). CRC icin yiksek risk faktori olan Ulseratif kolitin (UC) epitelyal displaziye,
DNA hasarmna ve nihayetinde kansere yol agtigi gosterilmistir. UC'li hastalarin
yaklagik %18'inde CRC gelisebilir (Huang vd. 2019). Blyuk ve cok merkezli
orneklere dayali bir ¢alismada, UC'si olan erkeklerin prostat kanseri (PCa) riskini
onemli dlgiide artirdigi belirtilmistir, ayrica UC'li hastalarda CDli hastalara gore daha
yiiksek PCa riskinin gozlenmistir (Ge vd. 2020). Yine bir baska ¢alismada UC'li

hastalarin  0zellikle kolorektal kanser acisindan yiiksek risk altinda oldugu
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belirtilmistir (Derikx vd. 2017). UC ve CD arasinda bir¢ok klinik semptom,
epidemiyolojik ve immiunolojik 6zellik benzer olsa da, bu iki IBD alt tipinin

mikrobiyom seviyesi farklidir ve bu, UC ve CD arasindaki PCa risk farkina yol agabilir

(Pascal vd. 2017).

Transkripsiyon faktorleri (TF'ler), transkripsiyon siirecini diizenleyen ve mRNA'nin
transkripsiyonel ve translasyonel modilasyonu yoluyla protein ekspresyonunu
diizenleyen, ayrica protein fonksiyonlarini diizenleyen bir protein grubudur
(Mitsuyama vd. 2001). UC'li hastalarin bagirsak dokusunda gesitli transkripsiyon
faktorlerinin yer aldigi bulunmustur (C. Han vd. 2020). Forkhead transkripsiyon
faktorleri (FOX) ailesi, apoptoz, hiicre dongiisii, oksidatif stres ve farklilasma gibi
hicresel fonksiyonlarla ilgili genlerin ekspresyonunun dizenlenmesinde ¢ok ¢nemli
roller oynarlar (Accili ve Arden, ty.). Ulseratif kolit (UC), cesitli dokularda
iltihaplanmay1 tesvik ettigi bilinen bir transkripsiyon faktéruni kodlayan FOXO3a
dahil olmak iizere, iltihaplanma ve doku yeniden sekillenmesi ile ilgili genlerin farkl

ekspresyonu ile iliskilidir (Min vd. 2015).

CD i¢in elde ettigimiz PPE agna yine hastalikla ilgili transkriptom verileri
haritalanarak elde ettigimiz CD alt-ag modiiliine islevsel zenginlestirme analizi yaptik
(Tablo 8). Elde edilen CD'ye 6zgl modil, sitokin tretimi, interlokin-1 (IL-1) reseptor
aktivitesi, NF-kappa B (NF-kB) sinyal yolu gibi ortak fonksiyonel 6zellikleri ortaya
koymaktadir. CD hastalarinda, iltihapli olmayan dokulara kiyasla iltihapli dokularda
daha fazla sitokin salimimmi ve doku hasar1 gézlendi (Sarrabayrouse vd. 2020).
Interlokin-1 (IL-1), iltihab1r destekleyen sitokinlerden biridir (Charles Anthony
Dinarello 2019). IL-la ve IL-1B, benzer yapilara sahip proinflamatuar sitokinlerdir;
ayni reseptore baglanirlar ve ana aktif yol olarak NF-kB ile JNK gibi farkli sinyal
yollarinda bulunurlar (Charles A. Dinarello 2011; Garlanda, Dinarello, ve Mantovani
2013; Anka Idrissi vd. 2021). Bagisiklik yanitinin ve iltihaplanmanin
dizenlenmesinde yer alan NF-kB sinyal yollarinin diizensizligi, dogrudan CD
hastaligi ile iliskilidir (Shih ve Targan 2007; Buttd, Schaubeck, ve Haller 2015; Y. M.
Han vd. 2017; Nissim-Eliraz vd. 2021). NF-kB'nin anormal aktivasyonunun bir sonucu
olarak, bagirsakta kronik iltihaplanmaya neden olan proinflamatuar sitokinlerin asir1

uretimi meydana gelir (Y. M. Han vd. 2017). CD hastalar1 igin yapilan arastirmalar,
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iltihapli olmayan bdlgelere kiyasla iltihapli bdlgede NF-kB-pozitif hucrelerin
sayisinda 6nemli bir artig gozlemlemistir (Ellis vd. 1998). NF-kB aktivasyon durumu
CD'deki inflamatuar yiikii yansitabilir: Yiiksek NF-«kB aktivasyonu olan CD hastalari,
diisiik NF-kB aktivasyonu olan hastalara kiyasla daha yiiksek ileokolonik tutulum
siklig1 ve daha diisiik perianal tutulum siklig1 gibi spesifik klinik belirtiler gdstermistir
(Y. M. Han vd. 2017).

Tablo 8 CD igin KPM ile elde yeni alt-ag modiiliiniin fonksiyonel analizi

Veri tabam Aciklama FDR
Reactome Pathways Interleukin-1 family signaling 8.4E-23
GO Process Interspecies interaction between organisms 2.49E-12
GO Process Proteasomal ubiquitin-independent protein 3.46E-12
catabolic process
KEGG Pathways Spinocerebellar ataxia 4.99E-10
GO Process Inflammatory response 3.55E-7
GO Process Regulation of cytokine production 3.6E-7
GO Process Response to muramyl dipeptide 8.01E-7
KEGG Pathways NOD-like receptor signaling pathway 1.94E-6
GO Process Response to bacterium 3.39E-6
GO Process Regulation of interleukin-6 production 1.94E-5
KEGG Pathways NF-kappa B signaling pathway 1.95E-5

Ozetle, bulgularimizla paralel olarak UC’li hastalarda CD’li hastalara gére daha
yiiksek prostat kanseri riski gozlenmistir (Ge vd. 2020). Yine bir baska ¢alismada
UC’li hastalarin 6zellikle kolorektal kanser agisindan yiiksek risk altinda oldugu
belirtilmistir (Derikx vd. 2017).

3.3 Yeniden Konumlandirilan ilaclar1 Gruplandirma ve Ilag-Protein Ciftlerinin
Kenetlenme Calismalar

GeneXpharma ile Ulseratif kolit ve Crohn hastaliklarmm alt-ag modiillerinde bulunan
ve her iki transkriptom veri setinde de SEG olan genlere yonelik ila¢ yeniden
konumlandirma yapilmistir. UC alt-ag modiiliindeki genler i¢in yapilan ila¢ yeniden
konumlandirma da ilag¢ p-degeri<0.05 olarak alindiginda 439 ilag ve 519 ilag-gen cifti
belirlendi. Ilag listesinden, genel isme sahip olan (antidepresanlar gibi...) ifadeler ve 3

boyutlu yapist bulunmayan ila¢ isimleri olmak iizere toplam 72 adet isim
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kaldirildiginda 368 ilag ve 429 ilag-gen ¢ifti kalmistir. CD alt-ag modiiliindeki genler

icin yapilan ila¢ yeniden konumlandirma da ila¢ p-degeri<0.05 olarak alindiginda 39

ilac ve 65 ilag-gen cifti belirlendi. Ilag Ilistesinden, genel isme sahip olan

(antiinflamatuar maddeler vb.) ifadeler ve 3 boyutlu yapisi bulunmayan ilaglar olmak

Uzere toplam 72 adet ila¢ kaldirildiginda 35 ilag ve 58 ilag-gen ¢ifti kalmistir. UC ve

CD i¢in ayr1 olarak yapilan ila¢ yeniden konumlandirma caligmasi sonuglarinda

ilaglardan 18 tanesinin farkli hedefler igersede UC ve CD igin ortak oldugu

gozlenmistir (Tablo 9).

Tablo 9 UC ve CD hastaliklar1 i¢in yapilan ila¢ yeniden konumlandirmada ortak gelen ilaglar

Tlac Kullamim Amaci UC hedef genleri | CD hedef genleri
Abacavir HIV ABCB1 HLA-DRB1
Acetaminophen Ates diisiirtici ajan ABCB1 HLA-DRB1
Chloroquine Antimalaryal ABCB1 HLA-DRB1
Antiplatelet ajan ABCB1 ATM, HLA-
Clopidogrel DRB1
Efavirenz HIV ABCB1 IL10, HLA-DRB1
Antineoplastik ajan ABCB1, SMAD?2, IL6, IL10
Etoposide SMAD4
Gabapentin Antikonviilsan ABCB1 IL6
ABCB1, CREBBP | HLA-DRB1, ILS6,
Infliximab Antineoplastik ajan IL10, REL
Interferon Beta-1a Antineoplastik ajan ABCB1 HLA-DRB1
Lapatinib Antineoplastik ajan ABCB1, PIK3CA HLA-DRB1
Mitoxantrone Antineoplastik ajan ABCB1 HLA-DRB1
Peginterferon Alfa-2b Antineoplastik ajan ABCB1 IL6
Enflamatuar durumlar ve bazi
Prednisolone kanserleri tedavi etmek icin ABCB1 HLA-DRBL, IL6,
kullanilan bir glukokortikoid IL10
Pyrazinamide Antitliberkiiloz ajan ABCB1 IL6
Crohn hastaligin1 ve romatoid
Sulfasalazine artriti te@avi e.tr.nek icin ABCB1, CREBBP IL10
kullanilan bir anti-inflamatuar
ilagtir.
Temozolomide Antineoplastik ajan ABCB1 ATM
Thioguanine Antineoplastik ajan ABCB1 HLA-DRB1
HLA-DRB1, ILS6,
Troglitazone Diyabet ABCB1 IL10
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Bu tabloda yer alan ortak ilaclardan Infliximab, Sulfasalazine, Prednisolone ve
Abacavir hali hazirda ilseratif kolit ve Crohn hastaliklarmin tedavisi igin
kullanilmaktadirlar. Daha dnce yapilan bir ¢alismada, artritik sikayeti olmayan sakin
IBD'si olan hastalar1 4 hafta boyunca acetaminophen ile tedavi edilmis ve yan etki
olarak IBD alevlenmesi goriilmemistir (Takeuchi vd. 2006). Thiopurine turevleri
azatiyoprin ve merkaptopurin, enflamatuar barsak hastaliklarinda (IBD) remisyonu
stirdiirmek i¢in siklikla kullanilir (Crouwel vd. 2020). Troglitazon, instiline hedef
hiicre yanitmi 1yilestirerek kan sekerini diistiren bir tiyazolidinedion antidiyabetik
ajandir (Willson vd. 1996). Etki mekanizmasinin, glikoz ve lipid metabolizmasinin
kontrolii i¢in kritik olan bir dizi insiiline duyarli genin transkripsiyonunu diizenleyen
niikleer reseptorlere (PPAR) baglanmayi igerdigi diistiniilmektedir. Troglitazon, hem
PPARo hem de PPARy icin bir liganddir (Ricote vd. 1998). insanlarda spesifik
olmayan inflamatuvar barsak hastaliklarinin tedavisinde PPAR-y ligandlarmin
kullanimina yonelik ¢calismalar yapilmistir ancak daha detayli arastirmalar yapilmasi
gerektigine karar verilmistir (Lewis vd. 2001). Yillar sonra yapilan calismada
rosiglitazonun (troglitazon) , hafif ila orta derecede aktif Ulseratif kolit tedavisinde
etkili oldugu bulunmustur (Lewis vd. 2008). Crohn hastalig: ile ilgili kesin bir bilgi
bulunmamakla birlikte bizim CD ilag¢ listemizde bulunmasi ve UC igin etkili oldugu
g6z Oniine almirsa troglitazonun CD’de etkili olabilme ihtimali s6z konusudur.
Deneysel bir UC modelinde gabapentin ilacinin anti-inflamatuar aktivitesi, akut
inflamatuar agris1 olan hastalarda bir analjezik ajan olarak ilacin klinik etkinligi ile
uyumludur (Chang vd. 2014). Yapilan bir ¢alismada gabapentinin deneysel kolitte
antiinflamatuar 6zelliklerine atfedilebilen faydali etkiler gosterdigini ve dolayisiyla
IBD tedavisi igin potansiyel bir terapétik ajan olabilecegi bulunmustur (Motavallian
vd. 2021). Ancak IBD tedavisi i¢in potansiyel olarak sdylenmis olsa da Crohn hastaligi
tedavisi i¢in herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ortak ilag listesinde bulunan
Temozolomide, Pyrazinamide, Lapatinib, Mitoxantrone, Efavirenz, Etoposide ve
Clopidogrel ilaglarinmn literatiir taramasi yapilmig ancak UC ve CD ile iliskisi

bulunamamastir.

Tez ¢alisgmamizda tlseratif kolit ve Crohn hastaliklarin1 birbirlerinden ayirt etmeyi
hedefledigimiz i¢in UC ve CD ilag listesinden ortak olanlar listeden ¢ikarilmis, geri

kalan ilaglara literatiir taramasi yapilarak, daha Onceden UC ve CD ile
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iliskilendirilmemis olan ilaglar belirlenmistir. Bu ilaglara ilgili hedefleriyle molekiiler
kenetlenme yapilmig en iyi kenetlenme sonucu veren ilaglardan UC’nin tedavisi,

CD’nin tedavisi i¢in ayr1 olarak dnerilmistir.

UC ilag¢ listemizde, daha onceden dolayli veya dogrudan UC tedavisi igin
kullanilmamis olan ilaglar i¢in molekiiler kenetlenme ¢alismasi yapilmistir. UC ilag
listesinde bulunan ve daha 6nce UC ile herhangi bir ¢alisma yapilmayan toplam 73
ilag belirlenmistir. Bu ilaglara kendi protein hedefleriyle molekiiler kenetlenme
caligmalar1 yapilmistir, kenetlenme skoru iyi olan ilk 3 ilag Tablo 10°da verilmistir.

Paclitaxel ilact UC igin en iyi kenetlenme skorunu vermistir (Tablo10).

Tablo 10 Ulseratif kolit icin en iyi kenetlenme skoru veren ilag

PROTEIN AG
ILAC KULLANIM AMACI GEN  YAPISIPDB  (kJ/mol)
KODU
PACLITAXEL Antineoplastik ajan ABCB1 6FN1 -10.7
VINCRISTINE Lésemi, Hodgkin SMAD2 1DEV 7.2
hastalig1
CYTARABINE Losemi SMAD2 1DEV -6.2

CD ilag listemizde, daha oOnceden dolayli veya dogrudan CD tedavisi ig¢in
kullanilmamis olan ilaglar icin molekiiler kenetlenme ¢alismasi yapilmistir. CD ilag
listesinde bulunan ve daha 6nce CD ile herhangi bir ¢alisma yapilmayan toplam 10
ila¢ belirlenmistir. Bu ilaglara kendi protein hedefleriyle molekiiler kenetlenme
calismalar1 yapilmistir, kenetlenme skoru iyi olan ilk 3 ila¢ Tablo 11°de verilmistir.

Bu ilaglardan Flucloxacillin ilaci1 CD ig¢in en iyi kenetlenme skorunu vermistir.
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Tablo 11 Crohn hastaligi i¢in en iyi kenetlenme skoru veren ilag

PROTEIN AG
ILAC KULLANIM GEN YAPISI PDB  (kJ/mol)
AMACI KODU
FLUCLOXACILLIN Antienfektif Ajan ATM 7SIC -9.5
RIBAVIRIN Hepatit C IL6 1N26 -5.6
IBUDILAST Multipl skleroz, IL10 2ILK -4.8
astim

3.4 Molekiiler Kenetlenme Sonugclarinin Yapisal Analizi

e UC icin; Paclitaxel - ABCB1

UC igin yapilan molekiiler kenetlenme ¢alismalarinda en iyi skoru -10.7 kJ/mol ile
Paclitaxel — ABCBL1 ilag-gen ¢ifti vermistir. Paclitaxel (DB01229), ilerlemis
yumurtalik karsinomunun, meme ve akciger kanseri dahil diger cesitli kanserlerin
tedavisinde birinci basamak ve sonraki tedavi olarak kullanilan taksoid bir
kemoterapotik ajandir. Paclitaxel, mikrotiibiil biiylimesinin normal islevine miidahale
eder. Colchicine gibi ilaclar in vivo olarak mikrotubillerin depolimerizasyonuna
neden olurken, paclitaxel ters etki yaparak bunlarin islevini durdurur; yapilarmni hiper-
stabilize eder. Bu, hiicrenin hiicre iskeletini esnek bir sekilde kullanma yetenegini yok
eder. Spesifik olarak paclitaxel, tiibiilinin [ alt birimine baglanwr. Tibiilin,
miktotiibiillerin "yap1 tasidir" ve paclitaxelin baglanmasi bu yapi taslarini yerinde
kilitler. Ortaya ¢ikan mikrotiibiil/paclitaxel kompleksinin dagilma 6zelligi yoktur. Bu,
hiicre islevini olumsuz etkiler ¢ilinkii mikrotiibiillerin kisalmasi ve uzamasi (dinamik
kararsizlik olarak adlandirilir), hiicre i¢in bir ulasim yolu islevi gérmeleri i¢in
gereklidir. Daha ileri arastirmalar, paclitaxelin, Bcl-2 (B-hiicreli 16semi 2) ad1 verilen
apoptozu durduran bir proteine baglanarak ve bdylece islevini durdurarak kanser
hiicrelerinde programlanmig hiicre 6limine (apoptoz) neden oldugunu gostermistir
(WEB 2).
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ABCBI geni tarafindan kodlanan, zarla iliskili protein, ATP-binding cassette (ABC)
tastyicilarinin siiper ailesinin bir iiyesidir. ABC proteinleri, hiicre dis1 ve hiicre i¢i
zarlar boyunca cesitli molekiilleri tagir. ABC genleri yedi farkl alt aileye ayrilir
(ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, White). Bu protein, MDR/TAP alt
ailesinin bir uyesidir. MDR/TAP alt ailesinin yeleri, coklu ilag direnci ile ilgilidir. Bu
gen tarafindan kodlanan protein, genis substrat 6zgiilligline sahip ksenobiyotik
bilesikler icin ATP'ye bagimli bir ilag akis pompasidir. Coklu ilaca direngli hiicrelerde
ilag birikiminin azalmasindan sorumludur ve siklikla antikanser ilaglara kars1 direncin
gelismesine aracilik eder. Bu protein ayrica kan-beyin bariyerinde bir tasiyici olarak
islev goriir. Bu gendeki mutasyonlar, kolsisin direnci ve iltihapli bagirsak hastalig
(IBD) ile iliskilidir. Alternatif ekleme ve alternatif promotorlerin kullanimi, ¢oklu

transkript varyantlari ile sonuglanir (WEB 3).

Autoock ile yaptigimiz kenetlenme g¢alismalar1 sonucunda olusacak komplekslerin
tahmini pozlarmin yerlesmesinin gercege en yakin olmasini hedefledik. Bunun i¢in
sonucumuzun ii¢ boyutlu olarak yapisal analizini gergeklestirdik. Kenetlenme igin,
ABCBI1 proteinin liganli bir yapisi olan 6FN1’in ii¢ boyutlu yapisini kullandik.
6FN1’den kendi ligandim1 (ZQU; Zosuquidar) ¢ikartip, paclitaxel ligandi igin
molekiiler kenetlenme yaptik. Molekiiler kenetlenme sonucumuzun dogrulugunu,
6FN1’in ligandli yapisiyla karsilastirarak gosterdik (Sekil 11). UC icin belirlenen
hedefe paclitaxel ilacin1 yeniden konumlandirdigimizda hedefi ile uygun olarak
baglandigimi gozlemledik. Meme ve akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tedavilerinde
kullanilan paclitaxel ilacini yeniden konumlandirarak UC tedavisinde kullanimi

konusunda caligmalar yapilabilecegini doneriyoruz.
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Sekil 10 Paclitaxel [lacinin Deneysel Sonucunun (yesil) ABCB1 (PDB: 6NFI) Gen Yapisinin
I¢inde Bulunan ZQU (Zosuquidar) Ligandiyla (kirmizi) Ayn1 Yerden Hedefe Baglanmasi

e CD icin; Flucloxacillin - ATM
CD igin yapilan molekiiler kenetlenme ¢alismalarinda en iyi skoru -9.5 kJ/mol ile
Flucloxacillin — ATM ilag-gen ¢ifti vermistir. Flucloxacillin (DB00301), metisiline
direngli staphylococcus aureus'un (MRSA) neden oldugu enfeksiyonlar disinda deri
ve yumusak doku enfeksiyonlarinda Gram pozitif organizmalara kars1 spesifik aktivite
goOsteren dar spektrumlu bir antibiyotiktir. Flucloxacillin, gram-pozitif ve gram-negatif
aerobik ve anaerobik bakterilere karsi in vitro aktiviteye sahiptir. Flucloxacillin'in
bakterisidal aktivitesi, hiicre duvari sentezinin inhibisyonundan kaynaklanir ve
flucloxacillin'in penisilin baglayict proteinlere (PBP'ler) baglanmasi yoluyla aracilik
edilir. Flucloxacillin, penisilinazlar ve sefalosporinazlar ve genisletilmis spektrumlu
beta-laktamazlar dahil olmak tizere ¢esitli beta-laktamazlar tarafindan hidrolize karsi

kararlidir (WEB 4).

ATM geni tarafindan kodlanan protein, PI3/PI4-kinaz ailesine aittir. Bu protein,
fosforile eden 6nemli bir hiicre dongiisii kontrol noktasi kinazidir; bu nedenle, timor
baskilayic1 proteinler p53 ve BRCAI, kontrol noktast kinaz CHK?2, kontrol noktas1
proteinleri RAD17 ve RAD9 ve DNA onarim proteini NBS1 dahil olmak {izere ¢cok
cesitli asag1 akis proteinlerinin diizenleyicisi olarak islev goriir. ATM ve yakindan

iliskili kinaz ATR'nin, DNA hasarma hiicre tepkisi ve genom stabilitesi i¢in gerekli
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olan hiicre dongiisii kontrol noktasi sinyal yollarmin ana kontrolorleri oldugu
diistiniilmektedir. ATM'deki mutasyonlar, otozomal resesif bir hastalik olan ataksi

telanjiektazi ile iligkilidir (WEB 5).

Autoock ile yaptigimiz kenetlenme galismalari sonucunda olusacak komplekslerin
tahmini pozlarinin yerlesmesinin ger¢ege en yakin olmasini hedefledik. Bunun igin
sonucumuzun ii¢ boyutlu olarak yapisal analizini gergeklestirdik. Kenetlenme igin,
ATM proteinin liganli bir yapisi olan 7SIC’nin ii¢ boyutlu yapisini kullandik.
7S1C’den kendi ligandini (ANP; Phosphoaminophosphonic Acid-Adenylate Ester)
cikartip, flucloxacillin ligand1 igin molekiiler kenetlenme yaptik. Molekiiler
kenetlenme sonucumuzun dogrulugunu, 7SIC’nin ligandli yapisiyla karsilastirarak
gosterdik (Sekil 12). CD icin belirlenen hedefe flucloxacillin ilacin1 yeniden
konumlandirdigimizda hedefi ile uygun olarak baglandigini gézlemledik. Antienfektif

olarak kullanilan flucloxacillin ilaci1 yeniden konumlandirarak CD tedavisinde

kullanim1 konusunda ¢aligmalar yapilabilecegini 6neriyoruz.

Sekil 11 Flucloxacillin [lacinin Deneysel Sonucunun (yesil) ATM Gen Yapismin
(PDB: 7SIC) Iginde Bulunan ANP (Phosphoaminophosphonic Acid-Adenylate Ester)
Ligandiyla (kirmizi) Ayni Yerden Hedefe Baglanmasi
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BOLUM IV

4., SONUCLAR VE ONERILER

Hastaliklarin karmasik dogasini anlamak i¢in kullanilabilecek hastaliga 6zgii alt aglar
(modiiller) yaklasimlari elde etmek i¢in transkriptom verilerini PPE aglarina entegre
etmek, proteinlerin ve hiicresel mekanizmalarin hastaliklarla 6nceden bilinmeyen
iliskilerini ortaya ¢ikarmaya yardimci olur. IBD'nin alt tipleri olan tlseratif kolit (UC)
ve Crohn Hastaligi (CD), ¢esitli molekiiler patogenezleri paylasirken, makroskopik
inflamasyon paternleri klinik olarak farklidir. UC ve CD hastalar1 benzer semptomlar
gosterme egiliminde oldugundan, uygun tani ve tedavi segenekleri belirsizligini
korumaktadir. Ag tabanli yolak fonksiyonel zenginlestirme yontemi ile hastalik tipine
Ozgii ve hatta bireye 6zgii hedefleri ortaya ¢ikarmak mimkin olabilir; bu nedenle, UC
ve CD'nin molekiiler imzalarmi ag diizeyinde ortaya ¢ikarmak onemlidir. Bu
calismada, IBD alt tiplerinin molekiiler imzalarmi1 ve 6nemli fonksiyonel yollarini
ortaya ¢ikarmak i¢in transkriptom verilerini PPE aglarma haritalayarak UC ve CD'ye
Ozgii alt aglar belirlendi. Daha sonra UC ve CD'ye 6zgii alt aglarda bulunan genlere
ayr1 ayri ilag yeniden konumlandirma yapildi. UC ve CD hastaliklar1 i¢in uygun ilag-
gen ciftleri secildi ve bu secilmis ciftlerdeki genler tarafindan kodlanan proteinler ve

ilgili ilaglar i¢cin molekiiler kenetlenme ¢alismalar1 yapildi.

UC ve CD'ye 6zgli modiillerin biyolojik olarak islevini anlamak igin yapilan
fonksiyonel zenginlestirme analizleri sonucunda; UC alt-ag modiilinde RUNX3
tarafindan transkripsiyonel diizenleme, Alzheimer hastaligi, kolorektal kanser ve
prostat kanseri gibi daha c¢ok hastalik temelli islevler 6n plana ¢ikti. CD alt-ag
modulinde ise sitokin Gretimi, interlokin-1 (IL-1) reseptor aktivitesi, NF-kappa B
(NF-xB) sinyal yolag1 gibi islevler 6n plana ¢ikti. UC ve CD arasinda birgok klinik

semptom, epidemiyolojik ve imminolojik 6zellik benzer olsa da, bu iki IBD alt tipinin
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mikrobiyom seviyesi farklidir. Genel olarak, bu bulgular IBD alt tipleri arasmndaki
molekiiler duzeydeki farkliliklar1 ortaya koyar, UC ve CD teshisini kolaylastirabilir ve

ayrica hastalik alt tiplerine 6zgii potansiyel molekiiler imzalar saglayabilir.

Ilaglarm yeniden konumlandirilmasi, mevcut ilaglar i¢in yeni kullanim alanlar
saglayan yenilik¢i bir yaklasimdir. Son olarak UC ve CD icin elde edilen yeni
modiillerdeki genler ve o genlerle iliskili olan ilaglar ile protein-ligand kenetlenmesi
calismasi yapildi. Yapilan kenetlenme sonuglarinin yapisal analizi gerceklestirilerek
UC ve CD’nin tedavisinde etkili olabilecek yeni torapdtikler onerilmistir; UC’nin
tedavisi igin bir antenioplastik ajan olan paclitaxel, CD’nin tedavisinde ise antienfektif
ajan olan flucloxacillin i¢in ¢aligmalar yapilmasi onerilmektedir. Sonuglarimiz ile

birlikte UC ve CD hastaliklarmin tedavilerinde farkl torapotikler dnerilmistir.

Bu calismanin devaminda; UC ve CD tedavilerine yonelik olarak Onerilen
torapGtiklerin in vitro hiicre hatt1 deneyleri yapilmasi dnerilmektedir. Ilaglarmn hiicre
kiiltliriinde denenmesi sonrasinda, UC ve CD hiicre hatlarinda hangi yolaklarinin
etkilendiginin bulunabilmesi i¢in mRNA dizileme yapilmasi da ilaglarm UC ve CD
iizerindeki etki mekanizmasinin anlasilmasi i¢in bagka bir onemli adim olacaktir.
Sonuglarimiz, IBD alt tipleri UC ve CD igin taniy1 kolaylastirabilir ve potansiyel

molekiiler hedefler saglayabilir.
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EKLER

EK-1. UC icin STRING’ten elde edilen PPE agindaki genler ve baglantisallik
degerleri

Gen Baglantisalhik

CTNNB1 22 POLD1 11 ATG16L1
AKT1 21 NDUFB4 11 SMURF2
NF1 20 NDUFB7 11 POLD3
PSMBS8 17 NDUFS7 11 PIK3R2
PSMA2 17 NDUFA2 11 PIK3R3
CDH1 16 NDUFA10 11 BRAF
PSMA4 16 NDUFB5 11 AXIN2
PSMC4 16 NDUFS3 11 IRF5
PSMD8 16 NDUFA9 11 BCL9
PSMAS3 16 MSH?2 10 NOD1
PSMD7 16 MSH6 10 IL23R
PSMB7 16 POLE 10 GNAS
PSMC1 16 NDUFB3 10 NOX1
PSMAG6 16 NDUFAF1 10 IRGM
PSMD11 16 APC 9 CDH3
PSMB1 16 SKP1 9 HLA-DRB1
PSMD3 16 MLH1 9 PTPN22
PSMB10 16 WRN 9 IL37
PSMB9 16 MT-CO1 9 PTPN2
KRAS 15 VCL 8 RIPK2
USP14 15 SMADY 8 TPM1
PIK3CA 14 MSH3 8 ABCB1
SMAD3 14 PXN 7 PHLPP1
SMAD4 14 IQGAP1 7 RHOH
EP300 13 NOD2 7 MST1
NDUFA13 12 POLE2 7 RB1CC1
SMAD?2 11 MLH3 7 CCR3
AXIN1 11 PMS2 7 DUOX?2
CREBBP 11 RET 6 S100A12
LEF1 11 MCM4 6
POLD1 11 TBL1X 5
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EK-2. CD i¢in STRING’ten elde edilen PPE agindaki genler ve baglantisalik

degerleri

Gen

NFKBIA
NFKB1
NDUFBS8
NDUFA13
PSMBS8
PSMB6
NDUFB4
NDUFB7
NDUFS7
NDUFB3
NDUFA2
NDUFA10
NDUFBS5
NDUFS3
NDUFA9
NDUFB10
NDUFS6
NDUFB11
NDUFB9
NDUFC2
NDUFS4
NDUFA7
NDUFS8
NDUFV2
NDUFV1
PSMA4
PSMC4
PSMD8
PSMA3
PSMD7

Baglantisalhk

28
28
24
24
24
24
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23

PSMA2
PSMB4
PSMB7
PSMC1
PSMB9
PSMB10
PSMD3
PSMC5
PSMD11
PSMAS
PSMAG
PSMD2
PSMD1
PSMB1
CYC1
UQCRFS1
NDUFAF1
USP14
IKBKG
ATG16L1
NOD2
IL10
IL6
IL23R
IL10RB
NOD1
DUOX?2
NCF4
IL10RA
RIPK2
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23
23
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23
23
23
23
23
23
23
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21
21
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RB1CC1
ATG3
WIPI2
ULK1
NOX1

REL

IL22RA1

S100A12
CYBA

IFNLR1
RIPK1

S100A8
S100A9
ARHGEF2
IRGM
ATM
PIAS4
DUOXAZ2
PTPN22
IL37
IRF5
TMEMS59
RAB33B
CARD10
CARDS
DMBT1

HLA-DRB1

IL26
PTPN2
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EK-3. Alt-ag analizi sonrasi elde edilen UC modiiliindeki genler ve

baglantisalhk degerleri

Gen

CTNNB1
AKT1
PSMBS8
EP300
KRAS
SMAD4
PSMA3
PSMC1
PSMB10
PSMB1
PSMD11
USP14
PSMD8
PSMB9
PSMD3
PSMA2
SMAD3
CREBBP
LEF1
SMAD?2
PIK3CA
NDUFA13
VCL
NDUFAF1
NDUFB3
NDUFA2
NDUFB7
NDUFS3

Baglantisalhk

16
12
11
11
11
11
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

o3 I < e P e NI e o e BV T =

NDUFS7
APC
MLH1
MSH6
NOD2
IQGAP1
MSH3
TBL1X
IRF5
IL23R
PMS2
BCL9
PIK3R3
ATG16L1
WRN
RET
SMURF2
GNAS
PTPN2
IL37
ABCB1
CDH3
DUOX2
TPM1
RHOH
CCR3
RB1CC1
PTPN22
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EK-4. Alt-ag analizi sonrasi elde edilen CD modiiliindeki genler ve
baglantisalhk degerleri

Gen Baglantisalhik

NFKBIA 18 IL6 6
NFKB1 18 IL23R 5
PSMBS8 15 ATGI16L1 4
PSMB6 15 IL10 4
PSMC5 14 NCF4 4
PSMC4 14 NOX1 4

NDUFBS8 14 DUOX2 4
PSMB10 14 REL 3
PSMB1 14 S100A12 3
PSMA2 14 IL10RB 3
PSMA3 14 CYBA 3

PSMD11 14 IL37 2
PSMB9 14 DUOXAZ2 2
PSMB4 14 PTPN22 2
PSMD3 14 PIAS4 2

NDUFB11 13 RB1CC1 2

NDUFB3 13 ATG3 2

NDUFB7 13 S100A8 2

NDUFV2 13 RIPK2 2

NDUFS3 13 ATM 2

UQCRFS1 13 IRF5 2

NDUFS4 13 PTPN2 1

NDUFV1 13 RAB33B 1

NDUFS6 13 DMBT1 1

NDUFS7 13 ARHGEF2 1

CYC1 13 CARDS 1

NDUFS8 13 CARDI10 1

NDUFA9 13 HLA-DRB1 1
USP14 12 IL26 1

IKBKG 8
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