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OZET

SEDEF HASTALIGI TEDAVISi iCiIN SNP’LERIN DEGERLENDIRILMESIi VE
IN SILICO MOLEKULLERIN TASARIMI

Sedef hastaligi, deriyi plak, fleksural, guttat, plistiiler veya eritrodermik gibi gesitli sekillerde
etkileyen ve eklemleri ve gozleri bile etkileyebilen yaygmn bir otoimmiin ve inflamatuar
hastaliktir. Diinya capinda tahminen 60 milyon insan sedef hastaligina sahiptir ve psikolojik

komorbiditesi ile birlikte varyasyonlar1 kapsamli, ¢ok alanli bir terap6tik yaklasim gerektirir.

PSORS1 lokusu, sedef hastaligin ana genetik belirleyici, Histokompatibilite Kompleksi (MHC)
icinde yer almaktadir. MHC, patojenlerden tiiretilen peptit pargalarinin baglanmasindan ve uygun

T hiicreleri tarafindan taninmasi i¢in hiicre ylizeylerinde gosterilmesinden sorumludur.

IL17, T yardimei (Th) 17 tarafindan iiretilen bir sitokin olarak bilinmektedir ancak IL17'nin diger
onemli kaynaklarimin derideki enflamatuar uyaranlara yanit veren ydT lenfositleri oldugu tespit
edilmistir. Th17 fenotip stabilizasyonu, tiimor nekroz alfa (TNFa) ile birlikte tip I interferon
salgilanmas1 yoluyla aktive edilen makrofajlar ve dendritik hiicreler araciligiyla

gerceklesmektedir.

Bu bilgi, sedef hastaligi semptomlarinin yonetiminde énemli iyilesmelerle sonuclanan hedefe
yonelik tedavilerin gelistirilmesine yol agmistir. Baglangicta tiimor nekroz alfa hiicreleri (TNFa)
bloke edici ajanlarin yolu a¢ilmis ve hemen ardindan 1L12/23, IL-23 ve IL-17'ye yonelik

monoklonal antikorlar gelmistir.

Antiseptik, antibakteriyel ve anti-enflamatuar Ozellikleri ile Cay Agaci Yagi cesitli cilt
hastaliklarinin tedavisinde etkinligini gostermis olsa da, sedef hastaliginin tedavisinde ne kadar

etkili oldugu heniiz gosterilmemistir.

Bu ¢alismanin amaci, ¢ay agaci yagindan elde edilen terpinen-4-ol molekiilii (aday ila¢ molekiilii)
ile sedef hastaligi enflamatuar reaksiyonundan sorumlu proteinler baglanma etkisini hesaplamak
ve ayn1 zamanda gendeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) proteinlerinin islevi, yapisi

ve stabilizasyonu tizerindeki etkisini in silico yontemler kullanarak incelemektir.

Anahtar Kelimeler: Sedef Hastaligi, SNP, in silico, Cay Agac1 Yagi



ABSTRACT

EVALUATION OF SNP'S FOR THE TREATMENT OF PSORIASIS AND
IN SILICO MOLECULES DESIGN

Psoriasis is a widely spread autoimmune and inflammatory disease that affects the skin in multiple
forms such as plaque, flexural, guttate, pustular or erythrodermic and that can even affect the
joints and eyes. An estimated 60 million people have psoriasis worldwide and its variations along
with its psychological comorbidity requires a comprehensive, multi-disciplinary therapeutic
approach.

The main genetic determinant is the psoriasis susceptibility 1 locus (PSORS1) located within the
Major Histocompatibility Complex (MHC). The MHC is responsible for binding peptide
fragments derived from pathogens and displaying them on cell surfaces for recognition by

appropriate T cells.

IL17 is known as a cytokine produced by T helper (Th) 17 but it's now established that other
important sources of IL17 include y6T lymphocytes which respond to inflammatory stimuli in the
skin. Th17 phenotype stabilization occurs through macrophages and dendritic cells activated via

type | interferon secretion along with tumor-necrosis alpha cells(TNFa).

This knowledge has led to targeted therapies being developed resulting in significant
improvements in managing psoriasis symptoms. Initially TNFa blocking agents paved way

followed closely behind were monoclonal antibodies directed against 1L12/23,IL-23 and IL-17.

Even though the Tea Tree Qil with its antiseptic, antibacterial, and anti-inflammatory properties
has shown its effectiveness on treating various skin diseases, it is yet to show how efficient it is

in the treatment of psoriasis.

The aim of this study is to investigate binding affinity of the active compound found in Tea Tree
Oil with the proteins that are responsible of the inflamatory reaction of the psoriasis disease, while
looking into the impact of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the gene on the function,

structure and stabilization of the proteins using in silico methods.

Keywords: Psoriasis, SNP, Drug Interaction, in silico, Tea Tree Qil
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1. GIRIS

Sedef hastalig1 yaygin iltihaph bir deri hastalifidir. Bu hastaligin belirtileri deride
ve eklemlerin disinda pullu, belirgin lezyonlar ve kirmizi lekelerdir. Sedef hastaliginin
palmoplantar (¢cogunlukla avug i¢lerinde ve ayak tabanlarinda goriiliir), piistiiler (viicudun
her yerinde pus dolu sislikler seklinde goriiliir), eritrodermik (ciltte kirmizi dokiintiiler)
ve guttat prosriazis (kiigiik nokta benzeri kirmizi lezyonlar seklinde goriiliir) gibi farkl

varyantlar1 bulunmaktadir (Kimmel ve Lebwohl, 2018).

Hastaligin karmasikligi ve esas olarak insan viicudunun en biiylik organini (deri)
etkiledigi gergegi, her vaka i¢in terapotik bir tedavi arayisint komplike hale getirmektedir.
Dahas1 sedef hastaligi kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite ve hipertansiyon gibi
komorbiditelere de yol agmaktadir. Ilgili hastalig1 olan birgok hastada yasam kalitesinin

diisiik olmas1 nedeniyle depresyon gelistigi de bildirilmistir (Nair ve Badri, 2023).

Sedef hastaligi, derinin yilizeyinde ne kadar genis yayildigina, olusturdugu
komorbiditelere ve hastanin yasam kalitesine bagli olarak deriyi hafif ila orta derecede
etkileyebilir. Her iki durumda da, kortikoid iceren topikal kremler, 151k tedavisi (yapay
bir UVB 151k kaynagina maruz kalmay1 igeren fototerapi olarak da bilinir) ve hidroterapi

ile tedavi edilebilecegi gosterilmistir (Rendon ve Schikel, 2019).

Sedef hastaligini tedavi etmek icin bir¢ok tedavi mevcut olsa da asir1 artan niifus sayisi
nedeniyle mali yiike yardimci olacak alternatiflere ihtiya¢ duyulmaktadir. Hastaligin
tedavisi i¢in hem in vivo hem de in silico olarak gergeklestirilen etkili arastirmalar,
dikkate deger terapotik adaylarin kesfedilmesine yol agan ilaglarin gelistirilmesinde ¢ok
etkili olmustur. Giiniimiizde, "hesaplamali farmakoloji" olarak da adlandirilan "in silico
farmakoloji" disiplini hizla biiylimektedir. Birincil amaci, birden fazla kaynaktan
biyolojik ve tibbi verilerin toplanmas1 ve analiz edilmesi i¢in yazilim ydntemleri
saglamaktir. Bu veriler daha sonra tahminlere olanak taniyan, teorileri ilerleten ve
nihayetinde tibbi ve terapotik atilimlarla sonuglanan bilgisayar simiilasyonlar1 veya
modelleri gelistirmek i¢in kullanilmaktadir. Potansiyeli ve saglik sektoriinde
saglayabilecegi kayda deger iyilesme goz Oniline alindiginda, bu alanin son zamanlarda

neden bu kadar ilgi ¢ektigi anlasilabilir. (Ekins ve ark., 2007).



Bu tez caligmasimin amaci, sedef hastaligin sorumlu olan proteinlerin genlerdeki tek
niikleotid polimorfizmleri in silico yontemler ile incelemek, ortak zararli olabilecegi
varyasonlar1 belirtmek ve daha sonrasi protein ile aday ilag molekiilii arasindaki

baglanma etkisi iizerine etkisi tahminde bulunmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimorfizm

DNA, biyolojik genetik tasiyicidir. DNA varyantlart olarak da bilinen dizilerindeki
degisiklikler, neredeyse tiim canli organizmalar1 genetik olarak benzersiz kilan unsurdur.
Degisiklikler ya da varyasyonlar belirgin bir islevsel oneme sahip degilse, DNA

polimorfizmi olarak kabul edilmektedir.

Polimorfizm, bir tiir popiilasyonunda alternatif fenotiplerin varligina yol agan aynt DNA

dizisinin iki veya daha fazla varyantinin ortaya ¢ikmasidir.

Bir polimorfizmin varligi, ancak protein kodlayan genomun diizenleyici bir bolgesinde
yer aliyorsa gen aktivitesini etkiler. Dolayisiyla, bir varyans proteindeki bir amino asidi
degistirdiginde, proteinin aktivitesini etkilemiyorsa nétr bir varyant veya polimorfizm
olarak adlandirilir ve proteinin veya genin aktivitesi lizerinde bir etkisi varsa mutant

olarak adlandirilir.

DNA polimorfizmi biiyiilk DNA dizilerinde veya sadece bir pozisyonda meydana

gelebilir. Bu nedenle dort tip polimorfizm tanimlanabilmektedir:

1. RFLP - kisitlama fragman uzunlugu polimorfizmi.

2. VNTR - degisken sayida tandem tekrar.

3. SSR - basit dizi tekrarlar1 veya STR - basit tandem tekrar (mikrosatellitler).

4. SNP - calismamizin konusu olan tek niikleotid polimorfizmi.



2.1.1. SNP’ler

Tek niikleotid polimorfizmi veya Single Nucleotide Polymorphism (SNP), bir DNA
dizisindeki tek bir pozisyonun degismesidir. SNP'lerin kesfedilmesi genetigi anlama
bigimimizde devrim yaratmistir. DNA dizileri dort baz i¢erdiginden: A, C, G ve T; eger
insanlarin %1'inden fazlasi ayni noktada digerlerinden farkli spesifik niikleotidlere
sahipse, bu bir SNP olarak kabul edilmektedir. SNP'lerin sadece genlerle sinirli olmadigi,
ayni zamanda genetik yapimizin kodlama yapmayan bélgelerinde de meydana geldigi ve
bunlarin genin ifadesini degistirebilecegi belirtilmelidir. Bu kiigiik degisiklikler, amino
asitlerde metabolizma veya hastaliklara yatkinlik gibi ¢esitli biyolojik stirecleri

etkileyebilecek onemli degisikliklere yol agabilmektedir.

(SNPs)

Coding Region Non-Coding Region
SNPs (cSNPs) SNPs (ncSNPs) | _

l Single Nucleotide Polymorphisms

-~/ N\ Lo oo regon |
Synonymous SNPs Non-Synonymous
(sSNPs) J SNPs (nsSNPs)
Based on @I Based on
Protein Sequence
L
Effect ] L Location
| Nonsense | 5 and 3' UTR
region
s | Intergenic region _

Sekil 2: Tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) siniflandirtlmasi (Sukumar ve ark., 2021).

Bu nedenle, bu varyasyonlarin tanimlanmasi, belirli 6zelliklerin nasil gelistigi veya
hastaliklarin benzersiz genomik profillerine dayali olarak bireyler arasinda nasil farkh
sekilde ortaya ¢iktig1 hakkinda, bize 6nemli bilgiler saglayarak insan biyolojisi ve tibbi

hakkinda yeni anlayislarin 6niinli agmak i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir.



2.2. Sedef Hastahg

2.2.1. Sedef Hastalig1 Tanitimi

Sedef hastalig1 veya psoriasis, gli¢lii genetik yatkinligi ve otoimmiin patojenik 6zellikleri
olan kronik inflamatuar bir deri hastaligidir. Diinya ¢apindaki yayginlig1 yaklasik %2'dir,
ancak bolgelere gore degismektedir (Christophers, 2001). Esas olarak deri ve eklemleri
etkiler ve tahmini global prevalanst %2-3 olan karmasik bir genetik yapiya sahiptir

(Lebwohl, M., 2003).

Sedef hastaliginen yaygin varyanti olan plak tipi psoriasis vulgaris, klinik olarak iyi sinirlt
papiillerin ve glimiisi pullarla kapli plaklarin varligi ile karakterize edilir ve klasik olarak
en sik kafa derisi, sakral bolge ve dizlerin dis yiizeylerini iceren simetrik dagilim

gostermektedir (Reich ve Szepietowski, 2014).

(A) ®)

(E)

Sekil 2: Psoriasisin klinik goriiniimleri. (A, B) Psoriasis vulgaris sirtta ve bacaklarin ekstansor ylizeylerinde
eritemli pullu plaklarla gosterilmektedir. (C) Jeneralize piistiiler psoriasis. (D) Ayak tabanlarinda lokalize
piistiiller psoriasis. Bu varyant tipik olarak avug iglerini de etkiler; dolayisiyla psoriasis pustulosa
palmoplantaris olarak adlandirilmaktadir. (E,F) Ters psoriasis deri kivrimlarini etkiler (6rn. aksiller,

intergluteal, meme alt1 ve genital bolgede yerlesim). (Rendon, ve Schikel, 2019).



Diinya ¢apinda tahminen 60 milyon kiside psoriasis bulunmaktadir (Raharja ve ark.,
2021). Hastalik her yasta ortaya ¢ikabilir, ancak iki morbidite zirvesi gdzlemlenebilir: ilki
20 ila 30 yas arasinda, ikincisi ise 50 ila 60 yas arasindadir (van de Kerkhof ve Vissers,
2003).

Sedef hastaliginin nedenleri tam olarak bilinmemekle birlikte, cogunlukla aile dykiisii,
stres, sigara, obezite gibi cevresel faktorler ve immiin disregiilasyona bagli oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, beslenme gibi diger bazi faktorlerin de hastaligin
gelisimini hizlandirdig1 goriilmiistiir: Satiire yag asitleri, basit sekerler, kirmizi et veya

alkol, niikleotid baglayici alanin aktivasyonu yoluyla psoriasisi siddetlendirir (Kanda ve
ark., 2020).

2.2.2. Sedef Hastaliginin Patofizyolojisi

Psoriasisin patofizyolojisi, epidermal hiperproliferasyon, epidermal keratinositlerin
anormal farklilasmasi ve deride immiinolojik degisikliklerle birlikte inflamasyon gibi
cesitli faktorleri igeren karmasik bir siiregtir. Bu durum, artan DNA sentezi ve epidermis
icin belirgin sekilde azalmis bir devir hiz1 ile karakterize edilir ve ciltte pullu plaklarin

olusumuna yol agar.
2.2.3. Sedef Hastaliginin Genetik Gegmisi

2.2.3.1. PSORS1 Geni

Enlund ve ark. (1999) tarafindan yliriitiilen ailesel sedef hastalifinda linkage analizi
yoluyla sedef hastalig1 i¢in erken evre bir genetik calisma, dokuz lokusun durumla
baglantili oldugunu gostermistir: PSORS1 ila PSORS9, PSORS1 psoriasis duyarliliginin

ana determinantidir.

PSORSI1, kromozom 6p21 iizerindeki major histokompatibilite kompleksi (MHC) bir
segmentinde yer alan sedef hastalig1 i¢in ana duyarlilik lokusudur. MHC bdlgesi dokuz
geni kapsar, bunlardan iicli: HLA-C, CCHCR1 ve CDSN yiiksek derecede polimorfik
oldugu bilinen ve diizenleyici bolgelerinde psoriasis ile iligkili kodlama mutasyonlar1 ve

hastalikla iliskili aleller igermektedir (Capon F., 2017).



2.2.3.2. TH17 Hiicreleri

TH17 hiicreleri, bagisiklik sisteminin koruyucu tepkilerini diizenlemek, mikrobiyal
6ldiirmeyi tesvik etmek (IL-26 araciligiyla) ve doku iltihabini indiikleyerek bakteriyel ve

fungal patojenleri temizlemek iizere islev gormektedir (Meller ve ark., 2015).

Th17 hiicreleri ve Thl7 sitokinleri, ¢ok sayida otoimmiin enflamatuar hastaligin
gelisiminde Onemli faktorlerdir. Sedef hastaligi, psoriatik artrit, romatoid artrit ve
inflamatuar bagirsak hastalig1 gibi bu durumlar, hastalar i¢in 6nemli rahatsizlik ve agriya
neden olabilmektedir. Multipl skleroz, sistemik lupus eritematozus, ankilozan spondilit,
kronik obstriiktif akciger hastaligi ve astim da Th17 hiicrelerinin ve sitokinlerin 6nemli
bir rol oynadigi durumlara 6rnektir (Sekil 3). Th17 hiicreleri IL-17, 1L-17 F, IL-21, IL-

22, IL-23 ve IL-26 proinflamatuar sitokinlerini ifade etmektedir.

CD8+T cel

¢ L-12
~] . G
- > -
s S TNF-a =
P *®
~J
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Lymph node X & Thl7
APC Thi?
® vi (Trm) 4

T-cell activation and recirculation

Sekil 3: Sedef hastaliginda TH17 hiicrelerinin rolii (Li ve ark., 2020).

2.2.3.3. IL-17 Sitokinleri

IL-17 ailesi alt1 izoform (IL-17A-IL-17F) altinda bulunmaktadir (Martin DA ve ark.,
2013). IL-17A ve IL-17F psoriasis patogenezinde 6nemli rol oynarken, IL-17C ve IL-
17E ¢ogunlukla sedef hastaligin gelisimine yardime1 olmaktadir.



IL-17A ve IL-17F, homolog yapida olmalarin1 saglayan %50'lik bir dizi benzerligine
sahiptir (Zhang X ve ark., 2011). IL-17A, homodimer ve IL-17F (IL-17A/ IL-17F) ile
kombinasyon halinde heterodimer olmak iizere iki sekilde bulunur; homodimer,
downstream gen aktivasyonu ile biyolojik olarak en aktif izomerdir (Mosca M ve ark.,
2021).

IL-17, psoriatik inflamasyonun gelisiminde ve siirdiiriilmesinde ¢ok &nemli bir rol
oynayan giiglii bir efektor sitokindir. IL-23'"tin downstream mediatorii olarak 1L-17, bu
kronik cilt durumunu karakterize eden karmasik bagisiklik tepkisini diizenlemekten

sorumludur.

IL-17 reseptorii, T hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak iizere gesitli
hiicre tiplerinde bulunan ¢ok yonlii bir proteindir. Bu reseptor bagisiklik sisteminde ¢ok
onemli bir rol oynar, enflamasyonun diizenlenmesine ve enfeksiyona kars1 korunmaya
yardimc1 olmaktadir. Coklu hiicre tipleri tizerindeki ifadesi, uygun bagisiklik

fonksiyonunun siirdiiriilmesindeki éneminin altin1 ¢izmektedir( Girolomoni G ve ark.,

2017).
2.2.3.4. IL-23 Sitokinleri

Interlokin-23 2 alt birimden olusur; IL23'{iin benzersiz bir bileseni olan p19 ve IL-12'nin
de bir bileseni olan p40 (R. Kollipara ve ark., 2015). IL-23, bagisiklik sisteminin
enfeksiyonlara ve otoimmiin hastaliklara verdigi yanitin diizenlenmesinde hayati bir rol
oynayan onemli bir sitokindir. Dogal 6ldiirticii hiicreler, notrofiller ve Th17 hiicreleri
tarafindan IL-17 {iretimini uyarmaktadir. Bu siire¢ akut enfeksiyonlarm kontroliine
yardimci olur ve kronik otoimmiin enflamatuar siire¢lerden sorumlu olan otoreaktif IL-
17 tireten T-lenfositlerin olusumunu tesvik etmektedir. 1L-23, dogal ve adaptif bagisiklik
arasinda bir koprii gorevi gorerek, bir enfeksiyona karsi ilk bagisiklik tepkisi ile sonraki
adaptif bagisiklik tepkisi arasinda bir baglanti saglamaktadir. Bu sitokin, bagisiklik
homeostazinin korunmasi ve otoimmiin hastaliklarin gelisiminin 6nlenmesi igin

gereklidir.

El-Leithy ve ark. (2023) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, IL-23R'nin psoriatik ciltte
yiiksek oranda eksprese edildigi ve psoriatik cilt ve eklemlerle giiclii bir sekilde iligkili

oldugu kanitlanmistir.



2.3. Melaleuca aternifolia

Bilimsel ad1 Melaleuca alternifolia olan ¢ay agaci bitkisi ilk olarak 1770 yilinda Kaptan
James Cook tarafindan kesfedilmistir. Yakin zamana kadar bu bitki Avustralya yerlileri

(Aborjinler) tarafindan farkli cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilmistir (Kavalali

G., 2017).

Ilaglar ve Laktasyon Veritaban1 (LactMed®) tarafindan c¢ay agaci (Melaleuca
alternifolia) yagmin esas olarak terpinen-4-ol igerdigi bildirilmistir, ancak 1,8-sineol
(okaliptol) dahil olmak iizere 100'den fazla bagka bilesen tanimlanmistir. Cay agaci yagi,
diger Melaleuca alt tiirlerinden elde edilen cajeput yagi, niauouli yagi, kanuka yagi veya

manuka yagi ile karistirllmamalidir.

Mebaleucs bevcadendin (1) L

Sekil 4: Cay agaci bitkisi (Melaleuca alternifolia) (Varma ve Abuhijleh, 2018)



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu tez c¢alismasinda in silico yontemler kullanilarak bir analiz ¢alismasi
yapilmistir. Bu caligmada, psoriasis hastaligi bozuklugu ile iligkili IL23R ve IL17A
genindeki yanlis anlamli SNP’lerin in silico analizlerini yapabilmek igin, kullanimi

kamuya acik olan veri tabanlar1 ve ¢evrimici yazilim araglar1 kullanilmistir.

SIFT
NCBI Z?\II)I/:’Pleg-OZ I-M 2.0
s -Mutant 2. Project
Sb'.SNP > SNAP2 MUpro HOPE
hiprot Phd-SNP
Meta-SNP

Sekil 5: Calisma is akis diyagrami

3.2. Yontemler

3.2.1. Veri Eldesi

Bu c¢alismada, sedef hastaligi ile iligkili IL23R ve IL17A genlerinde bulunan yanlis
anlamli SNP’lerin protein yapisi, stabilizasyonu ve fonksiyonu tiizerine olasi etkileri
tahmin edilmis ve kullanilan tiim yazilim araglarinda ortak zarar verici olan olas1 yliksek
riskli SNP’ler belirlenmistir. Bu kapsamda ¢alismada hedef genlerin se¢ciminden itibaren

uygulanan yontem basamaklari asagidaki gibidir.
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Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), GenBank niikleik asit dizisi veritabani
ve yasam bilimleri dergilerinde yayinlanan referans ve 6zetlerin PubMed veritabani da

dahil olmak tizere biyolojik bilgi ve veriler i¢in genis bir ¢evrimigi kaynaga katilan bir

platformdur (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ).

NCBI, veritabanlar1 ve yazilimlar i¢in 6nemli bir kolaylastirict olmanin yani sira
bilgisayar tabanli bilgi isleme i¢cin en yeni yOntemlerde bir yenilik¢idir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ). NCBI'nin odak noktasi, canli organizmalar i¢indeki

karmasik yapilar ve islevleri anlamak ic¢in gerekli olan proteinler gibi biyolojik agidan
onemli molekiillerin analizidir. NCBI'nin bu sorumluluklart g6z Onilinde
bulunduruldugunda, bir¢ok disiplinde bilimsel aragtirmalarin ilerletilmesinde hayati bir

rol oynadig1 agiktir.

Tek Niikleotid Polimorfizm Veri Tabani (dbSNP) dbSNP, varyasyonlari
(polimorfizmler ve klinik mutasyonlar), varyasyonu hemen g¢evreleyen yan dizinin
BLAST ve E-PCR analizi yoluyla diger NCBI dizi kaynaklarina baglar (. NCBI, biiyiik
Olcekte iliskilendirme caligmalari, gen haritalama ve evrimsel biyoloji arastirmalari
yiirlitmek i¢in gerekli olan her seyi kapsayan bir genom varyasyonu veritabanina olan
talebi karsilamak i¢in proaktif bir adim atmistir. Bu nedenle, kapsamli genomik bilgi i¢in

bir kaynak olan dbSNP'yi baglatmislardir (Smigielski ve ark., 2000).

dbSNP'ye yapilan génderimler NCBI'daki GenBank, PubMed, LocusLink ve Insan
Genom Projesi verileri gibi diger bilgi kaynaklariyla da entegre edilmektedir. dbSNP'nin
tim igerigi asagidaki web sitesinde halka agiktir: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP ).

dbSNP'nin tam igerigine ftp://ncbi.nlm.nih.gov/snp/ adresinden anonim FTP araciligiyla

coklu formatlarda erisilebilir (Sherry ve ark., 2001).

Evrensel Protein Kaynagi veya The Universal Protein Resource (UniProt), Avrupa
Biyoinformatik Enstitiisii (EBI), Protein Bilgi Kaynag: (PIR) ve Isvigre Biyoinformatik
Enstitlisii (SIB) arasinda bir ortaklik olan UniProt Konsorsiyumu, protein dizileri ve
bunlarin islevsel ek agiklamalari i¢in tereddiitsiiz, her seyi kapsayan ve acik bir sekilde

erigilebilen bir merkez sunmaktadir (UniProt).

UniProt'un birincil operasyonlari, hesaplamali analizlerle desteklenen protein
dizilerinin titiz bir sekilde diizenlenmesini igermektedir. UniProt Bilgi Bankasi, UniProt

Knowledgebase, Reference Clusters, Archive ve Metagenomic/Environmental
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Sequences veritabani dahil olmak tiizere farkli amaglar igin http://www.uniprot.org

adresinden ¢evrimici olarak erisebilmektedir. (Nucleic Acids Res., 2008).
3.2.2. SNP'lerin Siliko Analizleri

SIFT, PolyPhen-2, SNPs&GO, PHD-SNP, SNAP2 ve Meta-SNP
polimorfizmlerinin tamami ortak zarar verici SNP'leri tanimlamistir. Protein
stabilizasyonu {iizerindeki etki I-Mutant 2.0 ve Mupro yazilim araglan ile
degerlendirilmistir. Bu yaygin zarar verici amino asit degisikliklerinin ii¢ boyutlu

modellemesi HOPE yazilimi ile degerlendirilmistir.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), kodlama varyantlarinin protein islevi
tizerindeki etkisini dogru bir sekilde tahmin eden bir algoritmadir ve 2001'deki
baslangicindan bu giine giivenilir bir ara¢ olmustur. Kullanicilara kendi 6zel genetik
varyasyonlar1 i¢in kigisellestirilmis tahminler sunan ilgili web sitesiyle SIFT, kisa siirede
missense varyasyonunu analiz etmek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden biri haline

gelmistir (http://sift-dna.org) (Sim N.L., 2012).

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), amino asit degisikliklerinin insan
proteinlerinin stabilitesi iizerindeki etkisini tahmin etmeye yardimei olan acik bir
yazilimdir. Tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) fonksiyonel agiklamasini
gerceklestirir, kodlama SNP'lerini gen transkriptlerine esler, protein dizisi ek
aciklamalarin1 ve yapisal nitelikleri ¢ikarir ve konservasyon profilleri olusturur. Daha
sonra, tim bu ozelliklerin bir kombinasyonuna dayanarak yanlis anlam mutasyonunun
zarar verici olma olasiligim1 tahmin eder (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)
(Adzhubei 1., 2013).

SNAP2 sinir ag1 siniflandiricist olarak adlandirilir. SNAP2 yazilim aract
kullanilarak amino asit ikamesinin fonksiyonel etkileri tahmin edilebilir. Cesitli sekans
ve varyant Ozelliklerini dikkate alarak etkili ve notr varyantlar / esanlamli olmayan

SNP'ler arasinda ayrim yapar (https://rostlab.org/services/snap2web/).

PhD-SNP (Predictor of Human Deleterious - Single-Nucleotide Polymorphism)
araci, protein dizisini kullanan ve bir nsSNP'nin insanlarda genetik bir hastalikla iliskili

olup olmadigmi tahmin eden destek vektér makinelerine (SVM'ler) dayanmaktadir

(Venkata Subbiah H., 2022) . PhD-SNP hem bir web sunucusu hem de biiyiik degisken
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veri gruplarini yerel olarak islemek i¢in bagimsiz bir yazilim olarak mevcuttur. Basit ve

hafif olacak sekilde tasarlanmistir (http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html).

SNPs&GO, protein fonksiyonel notunu kullanarak bir mutasyonun hastalikla
iliskili olup olmadigini tahmin etmek icin bir protein dizisinden baslayan bir yontemdir.
Son zamanlarda zararli SAP'leri tahmin etmek i¢in en iyi algoritmalardan biri olarak
degerlendirilmistir ~ (https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/)  (Venkata
Subbiah H., 2002).

Meta-SNP, tek bir noktadaki belirli bir protein varyasyonunun hastalikla baglantili
veya polimorfik olarak smiflandirilip simiflandirilamayacagimi etkili bir sekilde
belirlemek i¢in tasarlanmistir. Meta-analiz siireci, birden fazla arastirma ¢alismasindan
elde edilen bilgilerin sayisal olarak birlestirilmesini saglayan ¢esitli teknikleri

icermektedir (Meta-SNP - Meta-predictor of disease causing variants (biofold.org)).

3.2.3. SNP'nin Protein Stabilitesi Uzerine Etkisi

I-Mutant 2.0 (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cqi/predictors/I-

Mutant3.0/IMutant3.0.cgi), isimsiz ~ varyasyonlar  iizerine  protein stabilite

degisikliklerinin tahmini i¢in makine tabanli bir destek vektorii aracidir. Bu internet
tabanli yazilim araci, protein yapisindan veya protein dizisinden baglayarak, SNP
tizerindeki stabilite degisikligini degerlendirmektedir. DDG degeri (amino asit degisimi
serbest enerjisindeki fark), varyant proteinin katlanan Gibbs serbest enerji degeri eksi
yabanil tiiriin katlanan Gibbs serbest enerjisi degeri (kcal/mol) ile hesaplanir ve <0
puanlari algoritma tarafindan tahmin edilmektedir. Stabilitenin azaldigini gosterirken, >0

puanlarin artan stabiliteyi gosterdigi kabul edilmektedir.

MUpro, (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/), yanlis anlam mutasyonlarinin
proteinlerin stabilitesi tizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in kullanilir. MUpro, protein
dizisi ve tglnciil yapr bilgilerini uygulayarak protein stabilite degisikligini tahmin

edebilmektedir (Avsar O., 2022).

Gen gen etkilesimlerinin tespiti ig¢in ise GeneMANIA (http://genemania.org)
yazilim aracit kullanilmistir. Gen fonksiyonu hakkinda hipotezler iiretmeye, gen
haritalarini analiz etmeye ve fonksiyonel taramalar i¢in genlere dncelik vermeye yonelik

bir web sitesidir (Franz ve ark., 2018).
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3.2.5. SNP’lerin U¢ Boyutlu Modellemesi

HOPE, nokta mutasyonlarmin yapisal ve islevsel etkilerini analiz edebilen
otomatik bir programdir. HOPE, proteinin 3D koordinatlarinin tahminleri ve UniProt
veritabanindan dizi ek agiklamalar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bilgi tabanlarindan bilgi
toplamaktadir. Yabanil ve mutant tip amino asitin yiik, boyut ve hidrofobiklik gibi

ozellikleri hakkinda sonug vermektedir (Venselaar H. ve ark., 2010).

3.2.6. Molekiiler Kenetleme Asamalari
3.2.6.1. Molekiiler Kenetleme (Docking) Yontemi

Molekiiler kenetleme (docking), bilim insanlarinin proteinler ve kiigiik molekiiller (Sekil
6) arasindaki etkilesimi tahmin etmelerini saglayan yenilik¢i bir molekiiler modelleme

teknigidir.

Bu modern teknoloji, aragtirmacilarin proteinlerin dinamiklerini ve biyolojik islevlerini
anlamalarina yardimer olabilir. Supramolekiiler bir kompleks olusturma yetenegi ile
ligand-protein kenetlenmesi, bir ligandin bir protein ile baglanma mod(lar)inda ¢ok

onemli bir rol oynar (Morris GM. ve Lim-Wilby, 2008).

Tiim docking programlari, ligandin konformasyonel ve oryantasyonel yollarla reseptor
tizerindeki belirli bir bolgeye baglanma sinirlart i¢ginde konumlandirilmasini igeren
orneklemeyi igermektedir. Ayrica, bu molekiiller arasindaki her bir potansiyel etkilesim
i¢in oryantasyon veya translasyon gibi faktorlere bagli olarak en uygun pozlari belirlemek
ve bunlar1 buna gore siralamak i¢in skorlama fonksiyonlar1 kullanilmaktadir (Rizvi S.M.

ve ark., 2013).

Basarili bir docking ¢aligmasinin esas amaci iki yonliidiir: hem pozisyon tahminini (yani
iki molekiiliin tam olarak nasil etkilesime girecegini belirlemek) hem de afinite tahminini

(ne kadar giiclii bir sekilde baglanacaklarini) dogru bir sekilde bulmaktadir.

Bu bilgi sayesinde arastirmacilar, ila¢c gelistirme stratejileri veya molekiiler
etkilesimlerin 6nemli bir rol oynadigi diger uygulamalar hakkinda bilingli kararlar

alabilmektedir.
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Molecular Docking

Sekil 6: Molekiiler kenetlemede bilesenler (Tenorio ve ark., 2013).
Bu calismada, se¢ilmis protein yapilari ile aday ligand molekiilleri arasinda Docking
yontemi Discovery Studio Visualizer, Autodock Vina ve Spartan’14 VI1.1.4

programlarini kullanarak gerceklestirilmistir.
3.2.6.2. Hastaligin Proteinlerinin Elde Edilmesi

Protein Data Bank (Nature New Biology (1971)) (Open-access data: A cornerstone for
artificial intelligence approaches to protein structure prediction Structure 29: (2021))
sitesinden hastalifa ait proteinler X-ray kristal yapida, Homo Sapiense organizmasi
lizerinde ¢alisilmis ve toplamda 2 adet, ¢oziiniirliigii sirastyla 2.30 A ve 2.80 A olan 5N92
ve 5SMZV pdb id kodlu kristal yapilari ile ¢aligilmistir.

Tablo 1: Proteinlerin ¢oziiniirliik tablosu

Molekiil Coziiniirliik (A) PDB ID
IL23R 2.80 A 5MZV
IL17A 248 A 5N92

a) | b)

Sekil 7: 2)5N92 pdb id kodlu IL17A ve b) 5MZV pdb id kodlu IL23R proteinlerin kristal yapilari
(https://www.rcsb.org/)
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3.2.6.3 Discovery Studio Visualer Program ile Ilgili Proteinin Hazirlanmasi

PDB’den belirli filtrelemelerle elde edilen IL17A, L23R, 5N92 ve SMZV kristal yapilari
Discovery Studio Visualer (BIOVIA) programi araciligiyla kenetlenme islemi
yapilabilecek sekilde su molekiillerinden kaldirip, aktif bdlgesindeki ligand

temizlendikten sonra .pdb formatinda kaydedilmistir.

Kristalize durumdaki proteinin aktif bolgesi i¢in Levomenol ve Terpinen-4-ol molekiilleri
olarak elde edilmesinde Drugbank sitesinden Sekil 8 de goriildiigii gibi IL23R ve IL17A

ile ilgili proteinlere ait ligandlar alinmigtir.

Bisabolol olarak da bilinen Levomenolin, anti-irritant, anti-enflamatuar ve anti-
mikrobiyal etkiler gibi faydali farmakolojik etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

Levomenol'iin ayrica belirli molekiillerin perkiitan emilimini arttirdig1 da gosterilmistir.

Arenberger ve ark. (2011) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aligma levomenol i¢eren kremlerinin

atopik dermatisis hastalarinda 6nemli bir iyilesme sagladigini géstermistir.

Terpinen-4-ol, Cay agaci yagmin ana biyoaktif bilesenlerinden biridir (Shapira ve ark.,
2016). Anti mikrobiyal ve anti inflamatuar 6zellikler gibi genis bir biyoaktiviteye sahip

olan bir monoterpendir ve cilt tedavilerinde de bir¢ok basar1 gostermistir.

Bassett ve ark. (1990) tarafindan yliriitiilen bir ¢alismada, 124 hastanin %5'inde hem
iltihapli hem de iltihapsiz akne lezyonlarinda (agik ve kapali komedonlar) iyilesme ve ¢ay

agac yagina karsi cilt 1yi bir tolerans1 goriildiigii tespit edilmistir.

Hart ve ark. (2000) tarafindan yiiriitiillen baska bir ¢alismada, terpinen-4-ol'iin timor
nekroz faktorii-alfa TNFalfa {iiretimini baskilayabildigi ve bdylece inflamatuar

reaksiyonu 6nemli dl¢iide 6nledigi bulunmustur.

Bu calisma i¢in terpinen-4-ol'iin aday ila¢ molekiil olarak secilmesinin nedeni, levomenol
(DrugBank'a gore onayli bir molekiildiir) ile yapisal benzerligi, anti-enflamatuar
tedavilerdeki olumlu sonuglari ve ayrica IL23R ve IL17A proteinleri i¢in de iyi bir

inhibitdr olup olmayacaginin arastirilmasidir.

Hem Levomenol hem de Terpinen-4-ol'iin SwissAdme ilag benzerlik skorlar1 ve 2D

yapilar1 resimde gosterilmistir.
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FLEX

INSATU

Terpinen-4-ol

FLEX

INSATU

a) Levomenol

LIPO

SIZE

POLAR

INSOLU

LIPO

SIZE

POLAR

INSOLU

Sekil 8: Aday ilag Molekiillerin 2 Boyutlu Gériintiileri Ve Swissadme Sonuglari (https://go.drugbank.com/)

(http://www.swissadme.ch/)

3.2.6.4. Ligand Spartan’14 V1.1.4 Programinda Calisiimasi

ZINC15, oncelikle sanal tarama, ligand kesfi, farmakofor taramasi, ilag taramasi,

kiyaslama ve kuvvet alan1 gelistirme icin bilesiklere hazir erisim saglamak iizere

gelistirilmis bir genel erisim veritabani ve arag setidir (Sterling ve ar., 2015).

Terpinen-4-ol'e benzer yapilar ZINC15 veri tabaninda arastirilmig (Tablo 2), higbiri

FDA onayli olmadig tespit edilmis, Spartan14 hesaplamalar i¢in ZINC4262096

(origanol) yapis1 se¢ilmistir.
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Tablo 2: Terpinen-4-ol benzer yapilar1 (ZINC (docking.org))

ZINC4262096 (Origanol)

ZINC3861537 (Origanol)

f/,,f”

OH

ZINC306649695

ZINC306649683

//fffr

OH

OH

ZINC306649705

ZINC306649690

ZINC14588769

ZINC14588768
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\\\

OH

ZINC39104305

ZINC238210862

ZINC85646412

ZINC201641385

ZINC238205673

ZINC201641354

ZINC95923753

ZINC5767321
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HO'

ZINC5767199

ZINC14588760

ZINC14588761

ZINC14588762

HO._

ZINC14588763

ZINC306387955

ZINC307683670

ZINC136703044
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ZINC307683670

ZINC136703044

OH

ZINC84323254

ZINC39104306

_cl

ZINC39104231

ZINC238239937

ZINC238244693

ZINC137270234

ZINC14588424 (Limonen-4-Ol

ZINC14588423 (Limonen-4-0Ol)
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ZINC39049240 ZINC39070087

OH

ZINC39049239 ZINC306579371

ZINC306928518 ZINC14588737

ZINC306928519 ZINC306684054
OoH
% (o]
H
H
ZINC306928520 ZINC14588739
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ZINC14588736

ZINC59345056

HO_

ZINC59345054

ZINC14588738

ZINC196540441

ZINC136933237

ZINC14488015
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Spartan'l14 V1.1.4, Wavefunction (David Young, 2001) tarafindan gelistirilen bir molekiiler
modelleme ve hesaplamali kimya uygulamasidir. Birincil fonksiyonlari, izole molekiillerin

yapilari, rolatif stabiliteleri ve diger 6zellikleri hakkinda bilgi saglamaktir.

Molekiillerin konformer taramalarin1 yapmak i¢in Semi-Empirical/PM6 metodu
uygulanmistir. Optimize uygulanan molekiillerden enerji, logP, polarizability, hacim,

dipol moment, agirlik parametreleri elde edilmistir.

Tablo 3: Konformer terpinen-4-ol molekiiliin 6zellikleri (Spartan’14 (2014) Wavefunction Inc., Irvine.)

Energy
. . Dipol
Energy (aq) Solvation Weight E HOMO
LogP Polarizability Volume Moment
Formula (kJ/mol) (kd/mol) E (kJ/mol) (amu) (eV)
C10H180 -312.81 -319.16 -6.34 154.253 -9.30 2.23 54.09 187.75 1.85 debye

3.2.6.5 XYZ Koordinatlarinin Elde Edilmesi

5N92 ve 5MZ pdb kodlu kristal yapilari igin tespit edilen aktif bolgelerine ait merkezi -X, Y, z

koordinatlar1 Sekil 9’da belirtilmistir:

4 confic > P +

[NITH

E config X +

Dosya Dizenle Gartnim Dosya Dizenle Gorlindm
receptor= 5n92_tmz.pdbgt

receptor= Smzv_tmz.pdbgt
ligand= terpinendol_pdb.pdbgt

ligand= terpinendol pdb.pdbgt

center_x= 38.782
center_y= -3.148
center_z= 4.313

center_x= -2.863600
center_y= -53.758480
center_z= 16.2808700

size x= 3@

size_x= 30 size y= 30
size y= 3@ size_z= 39
a) size_z= 30 b) -

Sekil 9: a) IL23R ve ligand config dosyasi; b) IL17A ve ligand config dosyasi
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3.2.6.6. AutoDock Vina Cahstirilmasi

Protein ve ligand kenetlenmesinin kapsamli bir sekilde incelenmesinin ardindan, dosya
analizi i¢in pdbqt komut istemi (cmd) araciligiyla AutoDock Vina programini
kullanmak 6nemlidir. Sekil yonergelerine uygun olarak "\Program Files (x86)\The
Scripps Research Institute\Vinalvina.exe" --config config.txt --log log.txt girilerek
sonuglar etkin bir sekilde elde edilebilmektedir. Afinite degerleri, proteinler ve ligandlar
arasindaki molekiiler etkilesimlere kcal mol-1 olarak ifade edilmektedir. (Bianco ve
ark., 2016).
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4. BULGULAR

4.1. Gen Bilgilerinin, Protein Dizisinin ve SNP’lerin Elde Edilmesi
Genler belirlendikten sonra, se¢ilen genlerin bilgileri, protein bilgileri ve tek
niikleotid polimorfizmlerinin tespit edilmesi i¢gin NCBI, Uniprot ve NCBI dbSNP veri

tabanlarindan faydalanilmistir.
4.2. Gen Bilgileri
4.2.1. IL23R Gen Bilgileri

IL-23 Receptor geni, IL23R olarak adlandirilmaktadir (NCBI GENES). IL23R
geni tarafindan kodlanan proteinin UniprotKB erisim numarasinin Q5SVWKS5 oldugu,
giris adinin IL23R_HUMAN oldugu bilgileri ve FASTA formatinda protein dizisi
Uniprot veri tabanindan alinmistir (Uniprot, n.d.). IL23R genine ait tim SNP sayisi
49771, yanlis anlamli SNP sayis1 ise 506 olmak lizere NCBI dbSNP veri tabanindan
almmustir (17 Mart 2023) (NCBI SNP).

4.2.2. IL17A Gen Bilgileri

Interleukin-17A protein geni, IL17A veya Sitotoksik T-lenfosit-iligkili antijen 8
(CTLA-8) olarak adlandirilmaktadir (NCBI GENES). Sitotoksik T-lenfosit-iligkili
antijen 8 (CTLA-8) olarak da bulunmaktadir. IL17A geni tarafindan kodlanan proteinin
UniprotKB erisim numarasinin Q16552 oldugu, giris adinin IL17 HUMAN oldugu
bilgileri ve FASTA formatinda protein dizisi Uniprot veri tabanindan alinmistir (Uniprot,
n.d.). IL17A genine ait tiim SNP sayis1 2564, yanlis anlamli SNP sayis1 ise 135 olmak
tizere NCBI dbSNP veri tabanindan alinmistir (17 Mart 2023) (NCBI SNP).

4.3. Biyoinformatik Analizlere Ait Bulgular

Psoriasis hastalig1 i¢in yapilan biyoinformatik analiz asagida aciklandigi gibi sonug

vermektedir.
4.3.1. Gen-Gen Etkilesimi

GeneMANIA yazilim araci kullanilarak genler arasi etkilesimler belirlenmis olup, 2 gene

ait fonksiyonel ve etkilesimsel bilgiler alinmistir.
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4.3.1.1. IL23R Gen-Gen Etkilesimi

IL23R geninin 20 gen ile etkilesimine bakildiginda aralarinda toplamda 286

baglant1 oldugu tespit edilmistir. Maksimum iligkili ilk 5 geninin ise; IL12RB1, 1L23A,
IL19, 1L24, ALOX12B oldugu tespit edilmistir (GENEMANIA). IL23R genine ait gen-

gen etkilesim ag1 Sekil 10°da verilmektedir.

&
B
fos
@ @ Networks
@@ Physical Interactions
@ l@ @ W Co-expression
@ Predicted
Co-localization
@ W Genetic Interactions
@ Pathway
Shared protein domains
&

Sekil 10: IL23R geni gen-gen etkilesim ag1 (Warde-Farley ve ark., 2010).

4.3.1.2. IL17A Gen-Gen Etkilesimi

IL17A geninin 20 gen ile etkilesimine bakildiginda aralarinda toplamda 137

baglant1 oldugu tespit edilmistir. Maksimum iligkili ilk 5 geninin ise; ILI7RA, IL17RC,

IL2, IL17F ve IL17C oldugu tespit edilmistir (GENEMANIA).
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. 172
L22
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Networks
@ Physical Interactions
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Predicted
@ Co-localization
@@g Genetic Interactions
Pathway
L= Shared protein domains
w@ra

Sekil 11: IL17A geni gen-gen etkilesim ag1 (Warde-Farley ve ark., 2010).

4.3.2. SNP’lerin Etkileri Tahmin Sonuclari

NCBI dbSNP veri tabanindan IL23R ve IL17A genleri i¢in elde edilen yanlis
anlamli SNP’ler ve her bir SNP’ye ait amino asit degisimi bilgileri kullanilip, bunlar
arasindan protein dizilimlerinde yer alan varyantlar baz alinarak; SIFT, PolyPhen-2,
SNPs&GO, SNAP2, PhD-SNP ve Meta-SNP yazilimlarindan fonksiyonel analiz

sonuglar1 elde edilmistir.
4.3.2.1. IL23R Geni Tahmini Sonuglari

IL23R genine ait SNP bilgileri NCBI dbSNP veri tabanindan Mart 2023 tarihinde
erisim saglanarak elde edilmistir. IL23R genine ait tiim SNP sayis1 49771, yanlis anlamli
SNP sayist ise 506 olmak iizere NCBI dbSNP veri tabanindan alinmistir (NCBI SNP) bu
SNP’lere ait toplam 568 farkli varyantin oldugu belirlenmis ve ileri in siliko analizler i¢in

kaydedilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

IL23R genine ait tiim SNP’ler SIFT ile analiz edildiginde, varyantlardan 47’ inde

SIFT sonucu tespit edilmistir. Sonug olarak, 25 tanesinin zararli olabilecegi, 22 tane
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varyantin varyasyona tolere olabilecegi tahmin edilmigtir. Ayrica, 521 varyasyon ise

yazilim aracinda bulunamamaistir (Tablo 4)

Tablo 4: IL23R’nin SIFT Sonuglari

SIFT Sonucu Say1
Zararh 25
Bulunmad 521
Tolerated 22

Genel Toplam 568

PolyPhen-2 HumDiv ile analiz edilen varyantlardan; 100°t muhtemel zararh
etkili, 179’u olas1 Biiyiik ihtimalle Zararli etkili ve 266’smin zararsiz oldugu seklinde

tespit edilmistir tespit edilmistir. Ayrica, 23 varyasyon ise yazilim aracinda

bulunamamustir (Tablo 5).

Tablo 5: IL23R’nin PolyPhen 2 HUMDIV Sonuglari

PolyPhen 2 HUMDIV Sonucu Say1

Zararsiz 266
Bulunamadi 23
Muhtemel Zararh 100
Biiyiik Thtimalle Zararh 179
Genel Toplam 568
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PolyPhen-2 HumVar sonuglar1 ise; 83’iisiinii muhtemel zararh etkili, 119 uznu
olas1 Biiyiikk Ihtimalle Zararli etkili ve 343’iisiinii zararsiz oldugu seklinde tespit

edilmistir. Ayrica, 23 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamustir (Tablo 6).

Tablo 6: IL23R’nin PolyPhen 2 HUMVAR Sonuglari

PolyPhen 2 HUMVAR Sonucu Say1
Zararsiz 343
Bulunamad 23
Muhtemel Zararh 83
Biiyiik Thtimalle Zararh 119
Genel Toplam 568

SNPs&GO analizinde varyantlardan 59’inin hastalik iliskili, oldugu yoniinde

tespit edilmistir. Ayrica, 26 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamstir (Tablo 7)

Tablo 7: IL23Rnin SNP&GO sonuglari

SNP&GO Sonucu Say1
Hastahk 59
Notr 483
Bulunamadi 26
Genel Toplam 568

SNAP2 analizinde varyantlardan 217’sinin zararli etkili, 336’unun nétral etkili
olabilecegi yoOniinde tespit edilmistir. Ayrica, 15 varyasyon ise yazilim aracinda

bulunamamistir (Tablo 8).
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Tablo 8: IL23R’nin SNAP2 sonuglari

SNAP2 sonucu Say1
Zararh 217
Notr 336
Bulunamadi 15
Genel Toplam 568

PhD-SNP analizinde varyantlarin sonuglari; 88 hastalik iliskili etki tahmini, 455
notral etkili tahmini olacak sekilde tespit edilmistir. Kalan SNP’ler i¢in sonug

bulunmamustir. Ayrica, 25 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamustir (Tablo 9).

Tablo 9: IL23R’nin PhD-SNP sonuglari

PhD-SNP Sonucu Say1
Zararh 88
Notr 455
Bulunamadi 25
Genel Toplam 568

Meta-SNP analizinde varyantlarin 139’unu hastalik iligkili etkisi, 402’sinin notral

etkili olabilecegi yoniinde tespit edilmistir. Ayrica, 27 varyasyon ise yazilim aracinda

bulunamamistir (Tablo 10).

Tablo 10: IL23R’nin Meta-SNP sonuglari

Meta-SNP Sonucu Say1
Zararh 139
Bulunamad 27
Notr 402
Genel Toplam 568
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lleri analizlerin gerceklestirildigi tiim yazilim programlarmin 8 ’inde IL23R
genine ait zararli/hastalikla iliskili SNP’ler tespit edilmistir. Toplam 2 yanlis anlamli
SNP’nin yiiksek riskte zararli olabilecegi belirlenmis olup, Tablo 11 ‘de analiz sonuglari

sunulmaktadir.
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Tablo 11: IL23R geninin fonksiyonel analiz sonuglari

Amino SNAP2
] SIFT SIFT PolyPhen2 PSIC POLYPHEN2 PSIC Expected SNP&GO PHD-
SNP ID asit Predict  Score RI
Sonucu Skor HUMDIV SD HUMVAR SD Accuracy Prediction SNP
degisimi Effect
rs76418789  Glyl49Arg z 0 B.l.Z 1,000 B.l.Z 1,000  Zararh 52 75% H H 8
rs369986474 Trp242Cys z 0 B.1.Z 1,000 B.l.Z 1,000  Zararh 72 85% H H 7

Z: Zararli B.1.Z: Biiyiik [htimalle Zararli H: Hastalik
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Tiim ¢evrimigi yazilim araglarinin fonksiyonel olarak zararli olabilecegini tahmin
ettigi 2 varyant i¢in [-Mutant 2.0 yazilim araci ile analiz yapilmigtir. I-Mutant 2.0
¢evrimi¢i yazilim aracina, IL23R proteinindeki 2 amino asit degisimin her biri igin;
IL23R proteininin tek harfli amino asit kodlarindan olusan kanonik protein dizisi, amino

asit degisiminin pozisyonu ve mutant tip amino asit bilgisi girilmistir.

[-Mutant 2.0 programindan elde edilen bulgular sonucunda, 2 adet amino asit
degisiminin tiimiiniin protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Tahmin

sonuclar1 Tablo 12’de sunulmustur.

Tablo 12: IL23R genin I-Mutant 2.0 sonuglart

Amino asit I-Mutant 2.0 GI (Giivenilirlik
SNP ID o ,
degisimi Tahmini Indeksi)
rs76418789 Gly149Arg Azalma 8
rs369986474  Trp242Cys Azalma 6

MUpro programindan elde edilen bulgular neticesinde 2 amino asit
Substitiisyonunun da protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Tahmin sonuglari

Tablo 13'te sunulmustur.

Tablo 13: IL23R genin MUpro sonuglari

DDG (Serbest Enerji

Amino asit MUpro
SNP ID o Degisimi Degeri)
degisimi Tahmini
(Kcal/mol)
rs76418789 Gly149Arg Azalma -1.4066171
rs369986474 Trp242Cys Azalma -1.4405679
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4.3.2.2. IL17A Genin Tahmini Sonuglar:

IL17A genine ait SNP bilgileri NCBI dbSNP veri tabanindan Mart 2023 tarihinde erisim
saglanarak elde edilmistir. IL17A genine ait tiim SNP sayis1 2564, yanlis anlamli SNP
sayisi ise 135 olmak tizere NCBI dbSNP veri tabanindan alinmistir (NCBI SNP) bu

SNP’lere ait toplam 154 farkli varyantin oldugu belirlenmis ve ileri in silico analizler

icin kaydedilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

IL17A genine ait tiim SNP’ler SIFT ile analiz edildiginde, varyantlardan 14’inde
SIFT sonucu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, 4 tanesinin zararli olabilecegi, 10 tane
varyantin varyasyona tolere olabilecegi tahmin edilmistir. Ayrica, 140 varyasyon ise

yazilim aracinda bulunamamuistir (Tablo 14).

Tablo 14: IL17A’nin SIFT sonuglari

SIFT Sonucu Say1
Zararh 4

Bulunamadi 140
Tolere Olabilir 10

Genel Toplam 154

PolyPhen-2 HumDiv ile analiz edilen varyantlardan; 22’si muhtemel zararl etkili,
56’sinim olas1 Biiyiik Thtimalle Zararl etkili ve 72’sinin zararsiz oldugu seklinde tespit
edilmistir tespit edilmistir. Ayrica,4 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamistir

(Tablo 15).
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Tablo 15: IL17A’nin PolyPhen 2 HUMDIV sonuglari

PolyPhen 2 HUMDIV Sonucu Say1
Zararsiz 72
Bulunamad 4
Muhtemel Zararh 22
Biiyiik ihtimalle Zararh 56
Genel Toplam 154

PolyPhen-2 HumVar sonuglari ise; 20’sini muhtemel zararli etkili, 41’isini olas1
Biiyiik Ihtimalle Zararli etkili ve 89 unu zararsiz oldugu seklinde tespit edilmistir. Ayrica,

4 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamistir (Tablo 16).

Tablo 16: IL17A nin PolyPhen 2 HUMVAR sonuglart

PolyPhen 2 HUMVAR Sonucu Say1
Zararsiz 89
Bulunamad 4
Muhtemel Zararh 20
Biiyiik Thtimalle Zararh 41
Genel Toplam 154
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SNPs&GO analizinde varyantlardan 68’inin hastalik iliskili, oldugu yoniinde

tespit edilmistir. Ayrica, 2 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamuistir (Tablo 17).

Tablo 17: IL17A’nun SNP&GO Sonuglari

SNP&GO Sonucu Say1
Hastahk 68
Notr 85
Bulunamadi 1
Genel Toplam 154

SNAP2 analizinde varyantlardan 112’sinin zararli etkili, 43’linlin nétral etkili
olabilecegi yoniinde tespit edilmistir. Ayrica, 15 varyasyon ise yazilim aracinda

bulunamamistir (Tablo 18).

Tablo 18: IL17A’nin SNAP2 sonuglari

SNAP2 Sonucu Say1
Zararh 111
Notr 43
Genel Toplam 154

PhD-SNP analizinde varyantlarin sonuglari; 88 hastalik iligkili etki tahmini, 455
notral etkili tahmini olacak sekilde tespit edilmistir. Kalan SNP’ler ic¢in sonug

bulunamamistir. Ayrica, 25 varyasyon ise yazilim aracinda bulunamamistir (Tablo 19)
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Tablo 19: IL17A’nin PhD-SNP sonuglari

PhD-SNP Sonucu Say1
Hastahk 44
Notr 110

Genel Toplam 154

Meta-SNP analizinde varyantlarin 139’unu hastalik iliskili etkisi, 402’sinin notral
etkili olabilecegi yoniinde tespit edilmistir. Ayrica, 27 varyasyon ise yazilim aracinda

bulunamamistir (Tablo 20)

Tablo 20: IL17A’nin Meta-SNP sonuglari

Meta-SNP Sonucu Say1
Hastahk 41

Notr 113

Genel Toplam 154

Ileri analizlerin gergeklestirildigi tiim yazilim programlarmin 8’inde IL17A
genine ait zararli/hastalikla iliskili SNP’ler tespit edilmistir. Toplam 4 yanlis anlamli

SNP’nin yiiksek riskte zararli olabilecegi belirlenmis olup, Tablo 21’de analiz sonuglari

sunulmaktadir.
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Tablo 21: IL17A geninin fonksiyonel analiz sonuglart

SNAP2

Amino asit SIFT SIFT PolyPhen 2 PSIC POLYPHEN 2 PSIC . Expected SNP&GO
SNP ID Predict Score o RI PHD-SNP RI

degisimi Sonucu  Skoru HUMDIV SD HUMVAR SD Effect Accuracy  Prediction

ec

rs145530358 Argl123His zararl 0.03 B.1.Zararli 1,000 B.1.Zararh 0.975 zararh 63 80% Hastalik Hastalik 4
rs151317528 Glu9lLys zararl 0.033 B.[.Zararh 0.990 B.I1.Zararli 0.855 zararl 61 80% Hastalik Hastalik 4
r$199827182 Leul39Pro zararl 0.038 B.1.Zararli 1,000 B.1.Zararh 0.995 zararh 65 80% Hastalik Hastalik 8
rs199987410 Arg95Cys zararli 0.006 B.[.Zararh 1,000 B.I1.Zararli 0.999 zararl 56 75% Hastalik Hastalik 2

B.1.Z: Biiyiik Thtimalle Zararh
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Tiim ¢evrimigi yazilim araglarinin fonksiyonel olarak zararli olabilecegini tahmin
ettigi 4 varyant i¢in [-Mutant 2.0 yazilim araci ile analiz yapilmistir. I-Mutant 2.0
¢evrimi¢i yazilim aracina, IL17A proteinindeki 4 amino asit degisimin her biri igin;
IL17A proteininin tek harfli amino asit kodlarindan olusan kanonik protein dizisi, amino
asit degisiminin pozisyonu ve mutant tip amino asit bilgisi girilmistir. I-Mutant 2.0
programindan elde edilen bulgular sonucunda, 4 adet amino asit degisiminin tiimiiniin

protein stabilizasyonunu azalttifi tespit edilmistir. Tahmin sonuglar1 Tablo 22’te

sunulmustur.
Tablo 22: IL17A genin I-Mutant 2.0 sonuglari
SNP ID Amino asit I-Mutant 2.0 Gi.ivenilirlik
degisimi Tahmini Indeksi
rs145530358 Arg123His Azalma 9
rs151317528 Glu9liLys Azalma 8
rs199827182 Leul39Pro Azalma 6
rs199987410 Arg95Cys Azalma 6

MUpro programindan elde edilen bulgular sonucunda, 4 adet amino asit
degisiminin tliimiiniin protein stabilizasyonunu azalttigi tespit edilmistir. Tahmin

sonuglar1 Tablo 23’da sunulmustur.

Tablo 23: IL17A genin MUpro sonuglari

Amino DDG
SNP ID asit MUpro Tahmini  (gerbest Enerji Degisimi
degigimi Degeri) (Kcal/mol)
rs145530358 Argl23His Azalma -1.4244879
rs151317528 Glu9lLys Azalma -0.62287686
rs199827182 Leul39Pro Azalma -1.7654869
rs199987410 Arg95Cys Azalma -0.76263819
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4.3.3. Proteinlerin U¢ Boyutlu Modellemesi

HOPE yazilim aracinda,IL23R ve IL17A genlerine ait UniProttan elde edilen

Fasta dizisi ve ortak zarar verici olarak tespit edilen amino asit degisimlerine ait bilgiler

kullanilarak, bu genlere ait yabanil ve mutant tip amino asitlere ait ii¢ boyutlu modeller,

boyut, yiik, hidrofobiklik ve yapi bilgileri temin edilerek kayit altina alinmastir.

IL23R genine ait yiiksek riskli SNP’lerin olusturdugu amino asit degisimleri; rs76418789
(G149R) ve rs369986474 (W242C) olarak tespit edilmistir. Polimorfizm sonucu olusan

mutant rezidii, orijinal yabanil tip rezidiiden genellikle farklilik gostermektedir. Bu

farkliliklar; amino asitlere 6zgli boyut, yiikk ve hidrofobiklik degeridir. Polimorfizmler

sonucu olusan amino asit degisimlerine ait modeller ve rezidiiler arasindaki farkliliklar

sirastyla Tablo 24 ve 25°te gdsterilmistir.

Tablo 24: IL23R geninde bulunan yiiksek riskli SNP’lerin Project HOPE yaziliminda

modelleme sonuglari.

SNP No Yabanil Tip Rezidii Mutant Tip Rezidii Aciklama
Polimorfizmin sonucu
H N ANH
olarak 149. pozisyondaki
rs76418789 OH NH o _ P _ y o
H.N Glisin amino asidi Arjinin
(G149R) 2 ) -
OH amino asidine
O H,N
o donlismiistiir.
SH Polimorfizmin sonucu
rs369986474 olarak 242. pozisyondaki
NH
(W242C) ~ HoN OH Triptofan amino asidi
2
HoN - 0 Sistein amino asidine
0]

doniismiistiir.
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Tablo 25: IL23R genindeki varyasyonlara ait {i¢ boyutlu gosterimler

Mutant  Proteinin  ii¢

Boyutlu Gortntimii
Polimorfizm Bolgesinin Yakindan . ) o
) (Protein gri renklidir,
Gorlintiimleri (Protein gri renklidir, hem _
. ) amino asit degisimine
SNP No yabanil tip hem de mutant rezidiiniin yan
o ) ugramis kalintinin yan
zincirleri sirasiyla yesil ve kirmizi olarak | =~ o
o zinciri macenta renklidir
renklendirilmistir.)
ve kiigiik toplar olarak

gosterilmistir)

rs76418789
(G149R)

rs360986474 ;w_\
(W242C) ”

#
- NL

Project HOPE yazilim araci ile IL23R geninde meydana gelen varyantlarin neden
oldugu amino asit degisimlerinin protein yapis1 ve fonksiyonu iizerine olas1 zararli
etkileri/farkliliklar1 elde edilmistir. Yabanil ve varyant amino asitler arasindaki boyut,
hidrofobiklik ve yiik farkliliklari, tuz kopriisii ve hidrojen bagi degisimlerinin yani sira
proteinde meydana gelen {i¢ boyutlu yap1 degisiklikleri tahmin edilmeye g¢alisilmistir.

Sonuglar sirastyla Tablo 26 da gosterilmistir:

Tablo 26: IL23R genin yabanil ve varyant amino asitlerin Project HOPE yazilim
sonuglari

SNP Amino Yabamil Tip Ozellikleri Mutant Tip Ozellikleri

Numarasi Asit

Degisikligi  Boyut Yiik  Hidrofobiklik Boyut  Yiik  Hidrofobiklik

rs76418789 G149H < Notr > > Pozitif <

rs369986474 W242C > - - < - -
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IL17A genine ait yliksek riskli SNP’lerin olusturdugu amino asit degisimleri;
rs145530358 (R123H), rs151317528 (E91K), rs199827182 (L139P) ve rs199987410
(R95C) olarak tespit edilmistir. Polimorfizm sonucu olusan mutant rezidii, orijinal
yabanil tip rezidiiden genellikle farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar; amino asitlere
0zgl boyut, ylik ve hidrofobiklik degeridir. Polimorfizmler sonucu olusan amino asit
degisimlerine ait modeller ve rezidiiler arasindaki farkliliklar sirasiyla Tablo 27 ve 28’de

gosterilmektedir.

Tablo 27: IL17A genin yiiksek riskli SNP’lerin Project HOPE yaziliminda modelleme

sonuglari

SNP No Yabanil Tip Rezidii Mutant Tip Rezidii Aciklama

Polimorfizmin  sonucu
olarak 123. pozisyondaki
rs145530358 - . -
Arjinin  amino  asidi
(R123H)

Histidin amino asidine
HoN

I
N
Z
Z
o) i
0
5
-
ozg/\/\z
0 ZYV
T ik

donlismiistiir

oH Polimorfizmin  sonucu
o i olarak 91. pozisyondaki
rs151317528 .
(E91K) Gliitamik Asit amino
OH asidi Lizin amino
H>N OH
o HaN asidine doniigsmiistiir
o
Polimorfizmin  sonucu
olarak 139. pozisyondaki
OH Losin  amino  asidi
OH m Prolin amino asidine
2 o)
(@)

\(NH S Polimorfizmin  sonucu
rs199987410 N olarak 95. Arjinin amino
(R95C) OH asidi ~ Sistein  amino

OH
HoN H2N asidine doniigsmiistiir
- o)

H,oN
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Tablo 28: IL17A genindeki varyasyonlara ait ti¢ boyutlu gosterimler

SNP No Polimorfizm Bilgesinin Mutant Protemin tic Boyutlu
Gorinimler: (Protein gn renklidir, hem | Gérinimi  (Protein gn
vabaml tip hem de mutant rezidiiniin van | renklidir, amino asit
zincirleri swasiyla vesil ve larmmzi olarak | degisimine ugramis
renklendinlmisgtir.) kalintimin yan Zinciri

macenta renklidir ve kiicik
toplar olarak gésterilmistir)

15145530358

123 <
rs151317528

(E91K) I

Ewﬁﬁﬁ

15199827182

(L139P) ‘*‘,f-“.-_-- = 0L

rs199987410

(R9:C) -y PN ﬁ p—

#1—‘.’ "g ?_.M_“' :‘SJ‘%:

N




Project HOPE yazilim araci ile IL17A geninde meydana gelen varyantlarin neden

oldugu amino asit degisimlerinin protein yapisi ve fonksiyonu iizerine olast zararl

etkileri/farkliliklar1 elde edilmistir. Yabanil ve varyant amino asitler arasindaki boyut,

hidrofobiklik ve yiik farkliliklari, tuz kopriisii ve hidrojen bagi degisimlerinin yani sira

proteinde meydana gelen ii¢ boyutlu yap1 degisiklikleri tahmin edilmeye caligilmistir.

Sonuglar sirastyla Tablo 29 da gosterilmistir:

Tablo 29: IL17A genin yabanil ve varyant amino asitlerin Project HOPE yazilim

sonugclari
Amino
- Asit Yabanil Tip Ozellikleri Mutant Tip Ozellikleri
Numarasi Degisikligi
Boyut Yik Hidrofobiklik Boyut Yiik Hidrofobiklik
rs145530358 R123H > Pozitif - < Notr -
rs151317528 E91K < Negatif - > Pozitif
rs199827182 L139P > - - < s -
rs199987410 R95C > Pozitif < < Notr >
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4.4. Kenetleme Sonuglari

Bu tez ¢alismasinda, IL23 ve IL17 A reseptorlerinin sirasiyla SMZV ve 5N92 kristal
yapilari ile psoriasis tedavisinde etkili oldugu diisiiniilen Melaleuca Aletrnifolia'nin suda
¢oziinebilen bir bileseni olan terpinen-4-ol arasinda Autodock Vina kenetlenme

calismalar1 yapilmis ve proteinler ile ligand arasindaki baglanma afinitesi belirlenmistir.

Diger taraftan, protein dizilimindeki yabanil tip rezidiiler mutant rezidiilere
doniistiiriildiikten sonra her iki proteinde ligand ile baglanma afinitesi hesaplanirken

ayn1 yaklagim kullanilmgtir.

4.4.1. Referans Ligand QSAR Sonuc¢ Tablosu

Spartan 14’ hesaplamalarindan sonra terpinen-ol'iin 6zellikleri asagidaki Tablo 30 da

gosterilmektedir:

Tablo 30: Ligandlara ait kimyasal tarama verileri

< . Dipol .
. Agirlik Log Hacim . . Alan Enerji
Formiil Moment  Polarizability
(amu) P (A3) (Debye) (A2)  (kJ\mol)
C10H180 1.542.533 2.23  187.75 1.85 54.09 205.94 -302.90

4.4.2. Terpinen-4-ol Afinite Degerleri

Aday molekiil terpinen-4-ol'iin hedeflenen reseptorlerle kenetlenme sonuglari tablo 31

ve 32'de gosterilmistir:

Tablo 31: 5SMVZ pdb kodlu kristal yapisi ile terpinen-4-ol afinite degerleri

Protein Afinite Degeri (Kkal.mol-1)
5MzvV 4.7
5MzV (Gly149Arg) -5.2
5MZV/(Trp242Cys) -6.0
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Tablo 32: 5N92 pdb kodlu kristal yapisi ile terpinen-4-ol afinite degerleri.

Protein Afinite Degeri (Kkal.mol-1)
5N92 -4.8
5N92 (Argl23His) -4.8
5N92 (Glu9lLys) -4.8
5N92 (Leul39Pro) -4.9
5N92 (Arg95Cys) -4.9

4.4.3. Terpinen-4-ol Molekiilliin Reseptor-Ligand Etkilesimleri

Reseptor ve ligand docking sonuglar1 Discovery Studio Visualizer programi tizerinde
incelenmistir ve amino asitlerin bag cesitliligi ve aralarindaki mesafeler asagidaki

sekillerde iki boyutlu goriintiilemelerde gosterilmistir.

TYR
C:303

5.05

5.20

VAL
C:134

Ayl Pi-Alkyl

Sekil 11: 5MVZ ile terpinen-4-ol reseptor-ligand etkilesimi
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TYR

C:136
4.97
N
3.02
ALA
C:222
Interactions
D Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
Sekil 12: (Gly149Arg) nokta mutasyonlu SMVZ proteini ile terpinen-4-ol reseptor-
ligand etkilesimi
PHE
C:270
MET
C:255 3.66
5.19
S
3.67
2.15
VAL
CcYs c:224
C:242

Interactions
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Alkyl
|:| Pi-Sigma

Sekil 13: (Trp242Cys) nokta mutasyonlu 5SMVZ proteini ile terpinen-4-ol reseptor-
ligand erkilesimi
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ILE
A:100

2.16

CYS
F:154

Interactions

[ conventional Hycragen Bond [ At

Sekil 14: 5N92 ile terpinen-4-ol reseptor-ligand etkilesimi

w @
F:107 A292 A:107

4.33.36 ‘_‘ 46‘739

Interactions
- Unfavorable Bump D Carbon Hydrogen Bond
I:I Attractive Charge I:I Alleyl

Sekil 15: (Arg123His) nokta mutasyonlu 5N92 proteini ile terpinen-4-ol reseptor-ligand
etkilesimi
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Interactions

- Unfavaorable Bump D Carbon Hydrogen Bond
D Attractive Charge D Alkoyl
Sekil 16: (Leul39Pro) nokta mutasyonlu 5N92 proteini ile terpinen-4-ol reseptor-ligand
etkilesimi
ILE
A:100
2.15
CYS
F:107
3.96 H
/ /
4.40
MET
F:118
5.20
CYS
F:154
Ercct:n::nnona\ Hydrogen Bond |:| Alkyl

Sekil 17: (Glu91Lys) nokta mutasyonlu 5N92 proteini ile terpinen-4-ol reseptor-ligand
etkilesimi
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ILE

cYs A100

F:107 2:21

3.98
H\

4.41

MET

F:118

Ea::.::nnm Hydrogen Bond |:| Alleyl

Sekil 18: (Arg95Cys) nokta mutasyonlu 5SN92 proteini ile terpinen-4-ol reseptor-ligand
etkilesimi
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5. TARTISMA

5.1. SNP Calismalan

Y aklasik 44 milyon SNP i¢ceren NCBI dbSNP (Dumurgier ve Sabia., 2020) ile, SNP'lerin
her birinin anlamini belirlemek i¢in laboratuvarlarda ¢alismanin zaman ve maliyet alict
bir yontem oldugu bilinmektedir. Son yiizyilda, in silico yontemlerin gelistirilmesi,
saglik caligmalarinin etkinligi lizerinde biiylik bir etkiye sahip olmustur. Biyolojik
aragtirmalar i¢in bilgisayar yontemlerinin kullanimina dayali araglar olan biyoinformatik,
laboratuvar arastirmasina gerek kalmadan kesin sonuglari tahmin edebildigi i¢in eski
yontemlerin yerini almistir. Molekiiler yerlestirme gibi in silico teknikler kullanilarak,
dogal terapdtik ligandlarin ve reseptdr komplekslerinin olasiliklar: incelenebilmektedir
(Moradi M ve ark., 2022) Bu yontem, maliyetli deneylere veya kapsamli kaynaklara
ihtiya¢c duymadan molekiiler etkilesimlerin kapsamli bir sekilde analiz edilmesine olanak
saglamaktadir. Bu ¢alismada, Psoriasis hastaligi ile ilgili IL23R ve IL17A genleri in silico
yontemlerle analiz edilmis ve Melaleuca alternifolia yaginda bulunan bir molekiilden

yeni bir ilag molekiilii gelistirilmistir.

Bu tez calismasinda, Oncelikle IL23R ve IL17A genlerindeki yanlis anlamli
SNP'lerin protein dizilerinde neden oldugu amino asit substitiisyonlarini belirlemek i¢in

SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2, Meta-SNP ve PhD-SNP yazilim

araglar1 kullanilmis ve hepsinde ortak zarar verici olanlar tespit edilmistir.

Protein stabilizasyonu tizerindeki etki daha sonra I-Mutant 2.0 ve Mupro yazilim
araglari ile degerlendirilmistir. Son olarak, bu ortak zararli amino asit mutasyonlarinin ii¢

boyutlu modellemesi HOPE yazilim araci ile analiz edilmistir.

IL23R geninde 506's1 missense olmak iizere toplam 49771 SNP bulunmaktadir.
SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2, PhD-SNP ve Meta-SNP yazilim
araclar kullanilarak yapilan analizler esasindan 506 yanlis anlamli SNP'den ortak zararh
etkiye sahip olanlar segilmistir. Bu SNP'lere ait toplam 568 farkli varyant tespit edilmis
ve daha ileri in silico analizler i¢in kaydedilmistir. Bunlardan 2 protein dizisindeki amino
asit pozisyonlarina karsilik gelen SNP'ler potansiyel olarak zararli olarak tanimlanmis ve

secilmistir.
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Bu SNP’ler rs76418789 (G149R) ve rs369986474 (W242C) “dir ve ortak zararli
oldugu tahmin edilen bu 2 yanlis anlamli SNP igin literatiir ¢aligmasi yapildiginda, bu

SNP’leri igeren yaptigimiz calismaya benzer farkli caligmalara rastlanmamuistir.

IL17A geninde 135'isi missense olmak iizere toplam 2564 SNP bulunmaktadir.
SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2, PhD-SNP ve Meta-SNP yazilim
araclar kullanilarak yapilan analizler esasindan 154 yanlis anlamli SNP'den ortak zararh
etkiye sahip olanlar se¢ilmistir. Bu SNP'lere ait toplam 154 farkli varyant tespit edilmis
ve daha ileri in silico analizler i¢in kaydedilmistir. Bunlardan 4 protein dizisindeki amino
asit pozisyonlarina karsilik gelen SNP'ler potansiyel olarak zararli olarak tanimlanmig ve

se¢ilmistir.

Bu SNP’ler rs145530358 (R123H), rs151317528 (E91K), rs199827182 (L139P)
ve rs199987410 (R95C) dir ve ortak zararli oldugu tahmin edilen bu 4 yanlig anlamli SNP
icin literatiir ¢aligmasi yapildiginda, bu SNP’leri igeren yaptigimiz calismaya benzer

farkli calismalara rastlanmamuistir.

Proteinler, bir reaksiyon sirasinda yapilarini degistirebildikleri i¢in ¢ok instabil
molekiillerdir. Aslinda, proteinin aktivitesi, bir protein yapisinin dogal konformasyonu
veya denatiire bir durum olup olmadigimi belirleyen kuvvetlerin esit dengesi olan

proteinin stabilizasyonuna baglhdir.

Proteinin yapisi, en temel halinden itibaren amino asitlerin belirli bir dizilimine,
cesidine ve sayisina baglidir. Amino asitlerin dagilimindaki en ufak bir degisiklik proteini
etkileyebilir. Ayrica, hidrofobik, elektrostatik, hidrojen bagi, van der Waals ve distilfit
baglar1 gibi bircok bag, protein yapilarinin katlanmis dogal halini atomik/grup
etkilesimleriyle stabilize etmektedir (Gromiha MM., 2010).

Bu konfigiirasyonlardaki degisiklikler proteinin stabilitesinin azalmasina yol
acabilir. Mutasyonlar farkli boyut, hidrofobiklik ve yiike sahip baz1 amino asitleri ortaya
cikarir, bu nedenle bu mutasyonlar olasilikla proteinin yapisin1 bozmaktadir ve daha sonra
protein stabilitesini azaltarak proteinin aktivitesinin azalmasina veya kaybolmasina neden
olmaktadir. Bu yan etkiler genellikle cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden

olmaktadir.
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IL23R geni igin; [-Mutant 2.0 ve MUpro yazilim araclarinin sonuglarinin,
rs76418789 (G149R) ve rs369986474 (W242C) referans numarasina sahip SNP’lerin

tahminen proteinin stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir.

IL17A geni igin; [-Mutant 2.0 ve MUpro yazilim araglarinin, rs145530358
(R123H), rs151317528 (E91K), rs199827182 (L139P) ve rs199987410 (R95C) referans
numarasina sahip SNP’lerin tahminen proteinin stabilizasyonunu azalttig1 tespit

edilmistir.
5.1.1. Amino Asit Ozellikleri

Amino asitlerin bir amino asitten digerine farkli sekil ve boyutlara sahip oldugu
bilinmektedir ve proteinin yapisindaki dizilimleri proteinin {i¢ boyutlu yapisin
tanimlamaktadir. Amino asitlerin heterojen kombinasyonlar1 (kiigiik ve biiyiik kalintilar),
homojen (kiigiik-kiiciik veya biiyiik-bliyiikk) kombinasyonlardan daha c¢ok tercih
edilmektedir.

5.1.1.1. Boyut ve Yapi

HOPE programi sonuglari, IL23R geni i¢in rs76418789 (G149R) varyantinin
yabanil tip rezidiiniin mutant rezidiiden daha kiigiik boyutta oldugunu, rs369986474
(W242C) varyant1 i¢in ise yabanil tip rezidii mutant rezidiinden daha biiyiik boyutta
oldugunu gostermistir (Tablo 24 ve Tablo 25).

rs76418789 (G149R) varyantinda mutant rezidii proteinin ylizeyinde
bulunmaktadir ve mutant rezidii biiylik olasilikla proteinin diger molekiilleriyle
etkilesimleri bozacaktir. Glisin en esnek amino asittir, bu niikleotid iizerindeki mutasyon
olagandis1 burulma agilarinin ortaya ¢ikmasina neden olur ve bu nedenle yerel omurga

yapty1 bozacak yanlis bir konformasyona doniistiirebilmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

rs369986474 (W242C) varyantinda mutant tip rezidiiniin yabanil tip rezidiiden
daha kii¢iik oldugu durumda, boyut fark:i proteinin ¢ekirdeginde bos bir alanin ortaya
cikmasia neden olacak ve bu da proteinin yapisinm1 ve aktivitesini etkileyebilecektir
(Venselaar ve ark., 2010). Mutasyon, bir amino asidi farkli 6zelliklere sahip bir alana

yerlestirmektedir, bu da fonksiyonunu bozabilmekte ve ortadan kaldirabilmektedir.
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HOPE programi sonuglari, IL17R geni igin rs145530358 (R123H), rs199827182
(L139P), rs199987410 (R95C) varyantlarinda yabanil tip rezidiilerin mutant rezidiilerden
daha kiiglik boyutta oldugunu gostermistir (Tablo 31) (Venselaar ve ark., 2010).

rs145530358 (R123H) varyanti i¢in, yabanil ve mutant kalint1 arasindaki boyut
farki, yeni kalintinin yabanil tip kalintinin yaptig1 gibi ayni hidrojen bagini yapmak i¢in
dogru konumda olamamasina neden olabilmektedir. Ayrica, yabanil tip kalint1 Aspartik
Asit 81. pozisyonda, Glutamik Asit 83. pozisyonda ve Glutamik Asit 136. Pozisyonda bir
tuz kopriisii olusturur, protein molekiillerinin etkilesimlerini degistiren bir yiik farklilig

olusturabilmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

rs199827182 (L139P) ve rs199987410 (R95C) varyantlari igin, yabanil tip rezidii
ve mutant rezidiiniin boyut farkliligi dis etkilesimlerde olast bir kayba neden

olabilmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

rs151317528 (E91K) varyanti igin ise yabanil tip rezidii mutant rezidiiye gore
daha biiyiikk boyutta oldugunu gostermistir (Tablo 29). Yabanil ve mutant rezidii
arasindaki boyut farki, yeni rezidiiniin anormal hidrojen baglar1 yapmasini saglamaktadir.
Yabanut tip kalint1 bir tuz kopriisii olusturur: Yabanil tip rezidii, 84. pozisyondaki Arjinin
ve 93. pozisyondaki Lizin ile bir tuz kopriisii olusturmaktadir, bu da yiik farkina neden
olarak proteinin yapisindaki iyonik etkilesimin bozulmasina yol agmaktadir (Venselaar

ve ark., 2010).
5.1.1.2. Yiik

IL23R igin, rs76418789 (G149R) varyantinda, yabanil tip rezidiiniin yiikii nétr,
mutant rezidiiniin yiikii ise pozitif'tir (Tablo 28). Mutasyon, mutant kalint1 ile komsu
kalintillar arasinda itmeye neden olabilecek bir yiik eklemektedir (Venselaar ve ark.,
2010).

IL17A ig¢in, rs145530358 (R123H) ve rs199987410 (R95C) 'de yabanil tip
rezidiiniin yiikii pozitif, mutant rezidiiniin yiki{i nétr'diir (Tablo 31). Yik kaybi diger

molekiillerle etkilesim kaybina neden olabilmektedir.

rs151317528 (E91K) varyantinda, yabanil tip kalint1 yiikii negatif, mutant rezidii
yiikii pozitif'tir. Olusan bu yiik farklilig1, protein ¢ekirdegindeki kalintilar arasinda itmeye

neden olabilmektedir.
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5.2.Aday Ila¢ Molekiilii Terpinen-4-ol ile Hedef Proteinlerin Kenetlemesi

Psoriasis ¢ok yaygin bir hastalik oldugundan, arastirmalar giiniimiiziin ihtiyaglarini
kargilamak ve artan diinya niifusunun tedaviye ulasimini saglamak i¢in daha modern,

ekonomik, liretimi kolay ve giivenli farmakolojik tedavilere dogru yonelmektedir.

Psoriasis i¢in sistematik ilaglar olan metotreksat, siklosporin ve apremilast; ishal, mide
bulantis1 veya solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi yiiksek ikincil etki riski tagimaktadir

(Carrascosa ve ark., 2020).

Bu nedenle, bu tezde, Melaleuca Alternifolia'nin suda ¢oziiniir bilesigi terpinen-4-ol'iin
sedef hastali1 oto-immiin reaksiyonundaki hedef proteinlerin inhibisyonu iizerindeki

etkisi yeni bir tedavi alternatifi olarak arastirilmistir.

Levomenol, inflamatuar cilt hastaliklarinin tedavisinde umut verici sonuglar vermesi
nedeniyle farmasotik alanda yeni bir hedef olarak arastirma icin baslangic olarak
alimmistir. Molekiil benzer bir yap1 aramak i¢in Drugbank'ta arastirilmis ve terpinen-4-
ol'in (Melaleuca Alternifolia'da bulunan bir bilesik) 0. 775 benzerlik skoruna sahip
oldugu gosterilmistir. Ilk adim olarak, segilen bitki bazli bilesik Swissadme web
sayfasinda aranmistir ve ADME parametreleri elde edilmistir. Elde edildigi sonuglara
gore, terpinen-4-ol ilag olabilme degerlerinin i¢indedir. Molekiiler Mekanik/MMFF
yontemi kullanilarak koformer analizleri gerceklestirilmis ve molekiilii optimize etmek

i¢cin Yar1 Ampirik/PM6 yontemi uygulanmustir.

Proteinin kristal yapilar1 Protein Data Bank veri tabanindan elde edilmis ve Autodock

Vina programu ile kenetlenme gercgeklestirilmistir.

Proteinin dogal yapilarina ve ayni zamanda daha once yapilan SNP analizlerine gore
protein yapisindaki yabanil tip rezidii mutant tipine degistirerek docking

gerceklestirilmis.

Docking sonuglar1 (baglanma afinitesi) tablo 31 ve 32'de gosterilmis ve protein ile ligand

arasindaki etkilesim Discovery Studio programindan elde edilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

In silico yontemlerinin uygun maliyetli oldugu, hedefe yonelik ¢alismalar
yapilmasia olanak sagladigi ve laboratuvar arastirmalarmin yerini alabilecegi
gosterilmistir.

Bu tez calismasinda, sedef hastaliginda inflamatuar reaksiyona katkida bulunan
IL23R ve IL17A genlerinin in silico analizleri yapilarak zararli SNP'ler tespit edilmis,
ardindan ¢ay agaci yaginda (Melaleuca Alternifolia bitkisinden elde edilen) bulunan
terpinen-4-ol  molekiilii ile proteinler iizerinde molekiiler kenetlenme
gerceklestirilmistir.

IL23R geninde yer alan missense SNP’lerin tiim programlarda zararli ¢ikanlari
degerlendirildiginde rs76418789 (G149R) ve rs369986474 (W242C) polimorfizmleri
ortak zarar verici SNP olarak tespit edilmistir. IL17A geninde SNP’lerin tiim
programlarda zararli ¢ikanlarinin degerlendirilmesinde ise rs145530358 (R123H),
rs151317528 (E91K), rs199827182 (L139P) ve rs199987410 (R95C) polimorfizmleri
hepsinde ortak zarar verici SNP’ler olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, sedef hastalig1 ile iliskili IL23R ve IL17A genleri lizerindeki SNP'lerin
olasi etkilerini ve bu proteinlerin stabilizasyonu ve islevi lizerindeki etkilerini tahmin
etmek i¢in in silico yontemler kullanilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglarin
gelecekte yapilacak SNP ve genotipleme calismalarina katki saglamasi
beklenmektedir.

Ayrica, Autodock Vina'da yapilan kenetlenme hesaplamalari, hem 5N92 hem de
SMZV i¢in, baglanma afinitesi sonuglarinin genel olarak yabanil tip ve mutant
yapinin yaklasik olarak esit oldugunu gostermistir, bu da protein dizisinde meydana
gelen mutasyonlarin baglanma bolgesinde yer almadigi anlamima gelmektedir,
mutasyonlu amino asitler arasinda olusturulan baglar ve mutasyonlu tip rezidiiler
arasindaki etkilesim proteinin aktif bolgesini etkilememektedir.

Elde edildigi sonuglari bu tez ¢alismasi i¢in olumlu goriinmektedir, ¢iinkii hedeflenen
proteinlerde meydana gelebilecek mutasyonlar, sedef hastaligi tedavisi i¢in yeni bir
ilag molekiilii olarak terpinen-4-ol iizerinde ¢alismanin gelecekte basarili bir

ilerlemeye yol saglayabilecegi anlamina gelmektedir.
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