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OZET

PTK2 GENINDEKI TEK NUKLEOTID POLIMORFIZMLERININ

IN SILIiCO ANALIiZI

Kanser, hem genetik hem de ¢evresel faktorlerin sebep oldugu c¢ok faktorlii bir
hastaliktir. Kotii huylu kanser hiicrelerinin ¢ogalmaya bagladigi bolgeden, viicudun bagka
bolgelerine lenf veya damar yolu gibi ¢esitli yollarla yayilarak yerlesmesine metastaz
denir. G6¢ haline ge¢mis olan kanser hiicresi, viicudun i¢inde dolasirken herhangi bir
saglikli dokuya yapisarak bu bolgede gelisimine devam edebilir. Kanser hiicresinin
viicudun herhangi bir bdlgesine yapigsmasini saglayan birtakim proteinler vardir. PTK2
geni tarafindan kodlanan fokal adezyon kinaz (FAK1) proteini bunlardan birisidir. Bu
calismada, PTK2 genindeki yanlis anlamli (missense) tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP) proteinin yapisi, fonksiyonu ve stabilizasyonu tizerine tahmini olarak verebilecegi
zararlarin in silico yontemler ile belirlenmesi amaglanmistir. SNP’lerin olas1 zararli
etkilerinin tahmininde PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation Assessor, SNAP2 ve SIFT
yazilim araglar1 kullanilirken, SNP'lerin protein stabilizasyonu {izerine etkilerinin
tahmininde I-Mutant 2.0 ve MUpro yazilim araglari kullanilmistir. Yabanil ve mutant tip

proteinlerin {i¢ boyutlu modelleri ise Project HOPE yazilim araci ile elde edilmistir.

Sonuglar, PTK2 geninde yer alan toplam 85899 SNP’nin 634 tanesinin yanlis anlamli
SNP oldugunu gostermistir. 634 SNP’nin in silico analizlerine gore, rs374415488,
rs199594538, rs111757839, rs41315637, rs55903738, rs56051231, rs369459709,
rs150410292, rs374480150 ve rs375118877 polimorfizmlerinin zararli etkilerinin
olabilecegi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda, zararl etkilere sahip olabilecegi tahmin
edilen SNP’ler, gelecekte yapilabilecek genotipleme ¢alismalarinin 6nemli bir basamagi
olan SNP se¢iminde ve deney tasariminda kullanilabilecektir. Bu nedenle, elde ettigimiz
sonuglarin kanser hastalig1 ve kanser hiicresinin adezyonu ile ilgili gelecekte yapilacak

olan hem deneysel hem de in silico ¢caligmalara faydali bilgiler sunacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler:Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), PTK2 geni, In silico, Kanser
Hastalig1



ABSTRACT

IN SILICO ANALYSIS OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS

WITHIN PTK 2 GENE

Cancer is a multifactorial disease caused by both genetic and environmental factors.
Metastasis is the spread of malignant cancer cells from the area where they begin to
multiply to other parts of the body by various means such as lymph or vascular access.
Cancer cell, which has migrated, can continue to develop in this area by adhering to any
healthy tissue while traveling through the body. There are a number of proteins that allow
cancer cells to adhere to any part of the body. Focal adhesion kinase (FAK1) protein
encoded by the PTK2 gene is one of them. In this study, it was aimed to determine the
predictive damages of missense single nucleotide polymorphisms (SNP) within PTK2
gene on the structure, function and stabilization of the protein by in silico methods. While
PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation Assessor, SNAP2 and SIFT software tools were used
in the prediction of possible harmful effects of SNPs, I-Mutant 2.0 and MUpro software
tools were used in predicting the effects of SNPs on protein stabilization. Three
dimensional models of wild and mutant type proteins were obtained with Project HOPE

software tool.

The results showed that 634 of the 85899 SNPs in the PTK2 gene were missense
SNPs. According to the in silico analysis of 634 SNPs, it was determined that the
polymorphs rs374415488, rs199594538, rs111757839, rs41315637, rs55903738,
rs56051231, rs369459709, rs150410292, rs374480150, and rs375118877 may have
harmful effects. In this thesis, SNPs that are predicted to have harmful effects can be used
in SNP selection and experimental design, which is an important step of future genotyping
studies. Therefore, it is thought that our results will provide useful information for both
experimental and in silico studies to be conducted in the future regarding cancer disease

and cancer cell adhesion.

Keywords: Single nucleotide polymorphism, PTK2 gene, In silico, Cancer Disease,
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1. GIRIS

Kanser, farkli genetik, epigenetik ve transkripsiyonel ozelliklere sahip kanser
hiicrelerinden olusan, kanser hiicrelerinin heterojen fonksiyonel popiilasyonlarini
olusturan, teshisi ve tedavisi i¢in bliyiik bir engel olusturan oldukca cesitli ve karmasik
bir hastaliktir (Williams GM 2001), Williams G M (1979), Williams G M (1985),
Williams G M (1987), Williams GM (1987), Williams GM (1992)).

Mutasyonlarin gen ifadesinde degisimlere sebep olmasi tiim kanserlerde goriinen 6zellik
olarak kabul edilmektedir. Tiim durumlar g6z 6niinde bulunduruldugunda kanser; hiicre
seviyesinde meydana gelen genetik bozukluk olarak kabul edilebilir. Genomik
degisiklikler kanserle iliskilidir. Ornegin; kromozom kazanimi ya da kaybi, viral
genomun hiicre genomuna katilimi, kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiyiik
Olcekli veya tek nukleotid degisimi (SNP) gibi kiiciik 6l¢ekli degisiklikler kanserle iliskili
genomik degisikliklerdir. SNP’ler sonucu amino asit degisimlerinin protein yapisi ve
islevi lizerindeki etkisi, SNP’lerin sebep olabilecegi insan hastaliklarinin yani sira kanser
gibi hastaliklarin karmasik isleyislerini anlamak i¢in olduk¢a Onemlidir. SNP'ler,
hastaliga yatkinlik hakkinda bilgi almak i¢in belirlenen biyobelirteglerdir. Her SNP'nin
protein islevi lizerindeki etkisini deneysel olarak karakterize etmek zaman alici, zor ve
pahali olabilmektedir. Ancak bir amino asit degisikliginin uygunluk {izerinde biiyiik bir
etkisi olabileceginden, bir amino asit degisiminin protein islevini etkileyip etkilemedigini
tahmin edebilen bir in silico hesaplama yontemi, arastirmacilarin ek calisma igin
aminoasit degisimlerini Onceliklendirmesine yardimci olmaktadir (Ng ve Henikoff,
2006). Bu amagla ¢ok sayida dizi ve/veya yapiya dayali amino asit degisikligi tahmin
yontemi kullanilmaktadir. Biyoinformatik analizler yardimiyla kanser gibi onemli
hastaliklarla baglantili olan SNP’leri aciga kavusturmak i¢in ilk dnce in silico araglar
kullanarak SNP’lerin tahmini olarak zararli etkilerini bulmak ve elde edilen bulgulara
gore genotipleme ¢aligmalarini planlamak gilinlimiizde tercih edilen yaklasimlardan
biridir ( ERSOZ ve ark.). Iyi huylu olmayan kanser hiicrelerinin basladig1 yerden
viicudun baska bolgelerine yayilarak yerlesmesi durumuna metastaz denir (Barrett ve
ark). Go¢ halinde olan kanser hiicresi viicudun i¢inde yol alirken herhangi saglikli bir
dokuya adezyon yaparak gelisimine devam edebilirler. Kanser hiicresinin bir yerden yola

¢ikip viicudun herhangi bir yerine sabitlenmesini saglayan birtakim proteinler vardir.
1



Fokal adezyon kinaz, hiicre gocii, adezyonu, aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi, fokal adezyonlarin ve hiicre cikintilarinin olusumu ve c¢ikintilarin
ayristirilmasi, hiicre dongilisii  ilerlemesi, hiicre proliferasyonu ve apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan reseptor olmayan protein trozin kinazdir (Robert
ve ark.). Bu ¢caligmanin odak noktasinda yer alan fokal adezyon kinaz proteini PTK2 geni

tarafindan kodlanmaktadir.

1.1. Calismanin Amaci

Bu tez ¢aligmasinin amaci, fokal adezyon kinazi kodlayan PTK2 genindeki amino
asit degisimine neden olan (yanlis anlamli) tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
cesitli biyoinformatik yazilim araglar1 kullanilarak degerlendirilmesidir. Bu amagla,
SNP’lerin proteinin fonksiyonu, yapisi ve stabilizasyonu lizerine olasi etkilerinin tahmin

edilmesi ve elde edilen verilerin olasi sonuglarinin degerlendirilmesi gerceklestirilmistir.

1.2. Calismanin Onemi

Omik devrimi, insana 6zgii hastaliklarla ilgili SNP’lerin tespitini hizlandirmistir. Bu
SNP’ lerin 6énemli bir kismi, genomun protein kodlayan bolgelerinde bulunur ve bu
nedenle proteinin yapisini ve islevini etkilemekle kalmayip fenotipik bir etkiye de neden
olabilir. Bazi SNP’ ler aminoasit degisimlerine sebep oldugu i¢in yabanil tip rezidiide
birtakim degisikliklere neden olmaktadir. SNP sonucu yabanil tip rezidiiniin sahip oldugu
boyut, yiik, hidrofobiklik &zelliklerinde degisim goriilebilmektedir. Ornegin, boyutta
goriilen bir degisiklik proteinin baglarini ve proteinin diger molekiiller ile baglantilarini
etkileyebilmektedir. Yiikte goriilen herhangi bir degisim sonucu yabanil rezidiiniin diger
rezidiiler ile yapacagi baglantilar etkilenebilmektedir. Hidrofobiklikteki bir degisim ise

yabanil tip rezidiiniin hidrofobik etkilesimlerini etkileyebilmektedir.

Bir SNP’nin protein yapisi ve fonksiyonu iizerine olasi etkileri hakkinda bilgi elde
etmek kolay degildir. Bununla birlikte, bu etkilerin tahmin edilmesini saglayan bazi
cevrimi¢ci web sunuculari bulunmaktadir. Bu sunucular, bir amino asit degisiminin
patojenitesi hakkinda sonuglara varmak ic¢in c¢ok cesitli kaynaklardan alinan bilgileri

kullanmaktadir. Calismamizda, literatiir taramalarinda daha 6nceden herhangi bir in silico



calisma yapilmadigi tespit edilen PTK2 geninde bulunan SNP’lerin olasi etkilerini in
silico yontemlerle arastirmak i¢in bir takim ¢evrimigi yazilim araglar1 kullanilmistir. Bu
sayede, SNP sebebi ile olusan aminoasit degisimlerinin ortaya ¢ikarabilecegi sonuglarin
tahmin edilip yorumlanmasi gergeklestirilmistir ( Hanka Venselaar ve ark.).

Caligmamizda kullandigimiz bu yapisal ve islevsel etkilerin bilgisi, daha ileri deneylerin
tasarimina yardimci olabilecek ve sonunda daha iyi hastalik teshisi ve hatta hastalari

iyilestirmeye yardimci olacak ilaglarin gelistirilmesine katki saglayabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Polimorfizm

Bir popiilasyondaki bir bolgede (lokusta) bulunan genin iki veya ikiden fazla alelinin
belirli frekansta gézlenmesine polimorfizm denir. Genellikle mutasyonlar sonucu
olusurlar. Mutasyonlar DNA dizisine bir niikleotidin eklenmesi veya ¢ikmasi sonucu
olusabilecegi gibi bir niikleotidin baska bir niikleotidle degisimi sonucu (tek niikleotid
degisimi-SNP) da olusabilirler. Proteinlerdeki aminoasitler, genlerde bulunan sifreye
gore siralanir. Bir gene ait farkli DNA siralanmasi mevcutsa o gen polimorfiktir ( Alberts
B. 1993). Polimorfizm ¢esitleri kisaca sunlardir: Kisa ardisik tekrarlar (mikrosatellitler;
short tandem repeats, STR), degisken sayida tandem tekrarlar (minisatellitler; variable
numbers of tandem repeats, VNTR), sinirlayict enzim par¢a uzunlugu polimorfizmi
(restriction fragment length polymorphism, RFLP) ve tek niikleotid polimorfizmleridir
(single nucleotide polymorphism, SNP) ( Reece JB ve ark.)(Devrim ve Kaya,2004).

2.1.1. VNTR

Insan genomundaki farkli sayida birbiri ardina tekrarlayan bolgelere VNTR denir.
Bu tekrarlarin daha kisa olan alt gruplaria ise STR ad1 verilmektedir. Genellikle 2-6 bg
(baz ¢ifti) uzunluktaki ¢ekirdek tlinitenin 10-50 kez ard1 ardina tekrarindan olugmaktadir.
Genellikle toplam olarak 100-400 baz cifti uzunlugundaki DNA tekrar initeleridir
(Edwards ve ark. 1992). Genom boyunca yaklasik 500.000 STR lokusunun oldugu tahmin
edilmektedir. Sik olarak iki niikleotid tekrarlarina rastlanmaktadir ( Murphy 2007 ).

2.1.2. RFLP

Restriksiyon enzimleri vasitasiyla DNA molekiilii farkli boyuttaki fragmentlere
boliiniir ve elde edilen DNA parcalari jel elektroforez teknigi ile gortiniir hale getirilir. Bu
isleme RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi) denir. Ilk restriksiyon haritas1 Simian Viriis 40 (SV40) DNA’smin HindIII

restriksiyon enzimi ile pargalara ayrilmasi sonucu elde edilmistir.



RFLP teknigi dkaryotik hiicre genom analizlerinde ve birgok genetik hastaligin tani ve
tedavisinde kullanilmaya bagslanmistir. RFLP teknigi uygulama sekli ile kolay bir
yontemdir fakat calisilan gen bolgesini farkli boyutlarda fragmentlere ayiracak uygun
enzimin secilmesi olduk¢a 6nemlidir. RFLP teknigi tatbikinden sonra eldeki iiriinler baz
uzunluguna goére uygun por ¢api igeren agaroz jele yiiklenir ve etidyum bromiir ile
boyandiktan sonra jel elektroforezinde  yiiriitiiliir daha sonra UV 1sik altinda
gozlemlenmektedir. Elde edilen RFLP iirlinleri -20°C’de kullanilincaya kadar
saklanalabilmektedir ( Klug W S ve ark. 2011) (KOLOREN ve ark.2017)

2.1.3.STR

Kisa ardisik tekrar dizileri, 2-6 baz ¢ifti (b¢) uzunlugundaki tipik kisa dizinlerin
ardarda tekrarlanmasindan olusurlar (Short Tandem Repeats-STR)( Gomolka M 1994).
Ayni zamanda STR’lerin tekrar {initelerindeki baz sayis1 minisatellitlerden daha azdir. Bu
sebepten dolay1 bu lokuslara mikrosatellitler de denilmektedir. Bu bdlgeler insan genomu
boyunca dagilmistir ve her 6-10 kb’de bir goriilmektedir ( Donbak L.2002 , Edwards A
1992). Genom i¢indeki 2, 3 veya 4 niikleotidlik ardigik tekrar dizilerinden en yaygin olan
ikili CA seklindeki niikleotid tekrarlaridir ( Luleyap HU 2008 ). STR’ler basit, bilesik ve

kompleks STR olmak tizere ii¢ gruptan olusmaktadir.
2.1.4. Tek Niikleotid Polimorfizmi

SNP iki birey arasindaki belli bir DNA parc¢asindaki tek baz farkliliklaridir (Sekil 1).

Bir popiilasyondaki 6rnek bireyler arasinda yiiksek yer degistirme (substitiisyon) orani
gosteren niikleotid olarak da tanimlanabilir ( Ozden A. 2006 ). Transisyon veya
transversiyon yoluyla DNA iizerinde her 2.000-2.500 bazda bir tek niikleotid degisimi
goriilmektedir (Reece JB ). Bir piirin bazinin diger piirin bazina (A—G ya da G—A) ya
da bir pirimidin bazinin diger pirimidin bazina (T—C ya da C—T) doniigmesine

transisyon denir(Sekil 2).



l@(ﬂ’/\_ GTT
m’vﬂ“

CA = CGT

Sekil 1: Tek niikleotid polimorfizmi (https://medium.com/sanogenetics/snp-of-the-week77753b4aea87).

Bir piirin bazinin (A, G) pirimidin bazlarindan (C, T) birine doniismesine ise
transversiyon denir ( Russell PJ ). Brookes (Reid E. ) tarafindan yapilan baska bir
aciklamaya gore (allel siklig1 en az % 1 veya daha fazla olan) bazi popiilasyonlardaki
normal bireylerde bulunan farkli alelli genomik DNA’lardaki tek baz degisimine tek
niikleotid polimorfizmi denilmektedir. Sik bir sekilde olusan bu olay SNP’yi nadir nokta
mutasyonlarindan farkli kilar ve genetik markdr olarak secilmesini saglar. SNP

markorleri bigimsel olarak tek niikleotid ekleme veya ¢ikarimlarini igermez ( Collins DW
1994).
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NH, O
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Sekil 2: Transisyon ve transversiyon gosterimi

(https://lwww.mun.ca/biology/scarr/Transitions_vs_Transversions.html)

SNP'ler, genin kodlanan dizilerinde veya genin kodlayici olmayan bolgeleri veya

genler arast bolgelerde (genler arasindaki bolgeler) yer alabilir. Genin kodlama



bolgesindeki SNP'ler iki tiire ayrilir: Sinonim ve nonsinonim SNP'ler. Sinonim SNP'ler,
proteinin amino asit dizisini degistirmez veya protein fonksiyonunu etkilemez.
Nonsinonim SNP'ler ikiye ayrilir: Yanlis anlamli (missense) ve sagma (nonsense)

SNP’ler. Yanlis anlamli bir SNP’de, tek niikleotid degisikligi farkli bir amino asidi
kodlayan bir kodonla sonuglanir ve bu da protein islevsizligine neden olabilir. Sagma SNP
ise bir DNA dizisindeki bir sonlanma kodonuna doniisen nokta mutasyonu olup islevsel
olmayan bir protein iriliniiyle sonuglanir (Sukhumsirichart, W. 2018). Nonsinonim bir
varyant, protein fonksiyonunu degistirirse, bu degisikligin ciddi fenotipik sonuglar
olabilir. Bu degisikliklerin ¢ogu sagliga zararlidir ve bu nedenle sonunda se¢ilim yoluyla
ortadan kaldirilir. Bununla birlikte, faydali mutasyonlar popiilasyona sabitlenebilir,
bdylece tiirlerin farklilagmasina katkida bulunabilir (Ng ve Henikoff, 2006). Sinonim
varyantlar yakin zamana kadar sessiz mutasyonlar olarak adlandiriliyordu. Ancak birkag
sinonim mutasyonun mRNA splicing ve stabilitesini, gen ifadesini ve protein

katlanmasin1 ve fonksiyonunu etkiledigi bildirilmistir (Sauna, Kimchi-Sarfaty 2011).

Amino asit degisimlerinin protein yapisi ve islevi tizerindeki etkisi, SNP’lerin neden
oldugu insan hastaliklarinin karmasik isleyislerini anlamak i¢in olduk¢ca Onemlidir.
SNP'ler, hastaliga yatkinlik hakkinda bilgi almak i¢in belirlenen biyobelirteglerdir (Ng ve
Henikoff, 2006). Hastaliklarla iligkili aday genlerdeki SNP'ler iizerine yapilan ¢aligmalar,

son yillarda dikkate deger bir artisa tanik olmustur (https://www.ebi.ac.uk/gwas/).

SNP’ler sonucu meydana gelen zararli mutasyonlarin etkilerinin tahmini teshis ve
ilag tasarimi i¢in kullanilabilir. Polimorfizmlerin meydana getirmis oldugu aminoasit
degisimleri sonucu boyut, yan zincir polaritesi, yan zincir esnekligi gibi amino asit
ozellikleri ve bir hidrojen bag1 olusturma yetenegi ve diger geometrik hususlar ile protein
stabilitesi, reseptor-ligand kompleksinin afinitesi ve yapisal esneklik gibi 3D protein
yapisal ozellikleri, dizi koruma ve filogenetik agaclar gibi evrimsel 6zellikler hakkinda

bilgi elde edebiliriz (Teng S.ve ark.).

2.2.Biyoinformatik Analizler

Biyoinformatik, biyolojik bilgilerin elde edilmesi ve depolanmasi i¢in veritabanlarinin

meydana getirilmesidir. Giinlimiizde bilginin saklanmasi i¢in kullanilan ve etkili ulasima
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izin veren en giivenli ara¢ veri tabani programlaridir. Veri tabani, toplanan bilgileri
isleyebilen, istenen sonuglari kolaylikla hazirlayabilen bir bilgisayar programidir (Bayat
A ve ark.2002). Biyolojik sistemler ve olaylar ile ilgili elde edilen bilgilerin saglikl
bicimde kullanilmasi interdisipliner bir bilim dali olan biyoinformatik sayesinde
gergeklesir. Biyoinformatik biyoloji yaninda biyokimya, kimya ve tip ile bilisim bilimleri,
matematik ve istatistiginin birbirleri ile baglantisi sonucu dogan yeni bilgileri elde

etmemizi saglar. (Luscombe NM ve ark. 2001 )

Biyoinformatik, biyolojik sorunlarin aciga kavusturulmasinda  biligim
teknolojilerinin kullanilmasi esasina dayanmaktadir (Luscombe NM ve ark.2001 ).
Bunun yan1 sira maddi degeri yiiksek olan laboratuvar ¢aligmalarina yol gdsterip 6n bilgi
sunmast sebebi ile daha makul maddi gereksinim ile laboratuvar caligmalarinin
yapilmasini kolaylastirir ve deneylerde kullanilacak deney hayvanlarinin sayisini da
biyoinformatik analizler sayesinde azaltilabilmektedir. Genomik sekanslari destekleyen

biyolojik veritabanlarinin olusturulmasi ve isletilmesi ile biyolojik problemlerin ¢oziimii

daha kolay olacaktir (Telefoncu A. Ve ark.2003).

In siliko yoéntemler , bilgisayar veya simiilasyonlar yardimi ile ortaya cikan
calismalardir (Vivona ve ark.2008). In siliko ¢alismalari, ucuz olmayan laboratuvar
deneyleri ve klinik arastirmalara olan talebin azalmasini saglar. In siliko teknikler, protein
tasarimi, hiicre davraniglarinin modellenmesi, biyoproses optimizasyonu ve benzeri
alanlarda tercih edilmektedir ( Lescot 2002 ), (Wishart 2006). Deneysel yaklagimla
etkilesim tespitine destek saglama ve alternatif olusturmak i¢in ¢esitli in silico yontemler
gelistirilmistir. In siliko tespit, yap1, dizilim, gen komsulugu, gen birlesimi, filogenetik

agac ve gen ifadesine dayali yaklagimlari igerir (Vivona ve ark.2008).

Insan popiilasyonunun 67.000-200.000 ortak nonsinonim SNP'ye (nsSNP'ler) sahip
oldugu tahmin edilmektedir (Cargill M ve ark. 1999), (Halushka MK ve ark.1999),
( Livingston RJ ve ark.2004 ) ve her bir kisinin 24.000—40.000 nsSNP igin heterozigot
oldugu diisiiniilmektedir (Cargill M ve ark. 1999). Her nsSNPmin protein islevi
tizerindeki etkisini deneysel olarak karakterize etmek zaman alici, zor ve pahali

olabilmektedir. Ancak bir amino asit degisikliginin uygunluk iizerinde biiylik bir etkisi
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olabileceginden, bir amino asit degisiminin protein islevini etkileyip etkilemedigini
tahmin edebilen bir in silico hesaplama yontemi, arastirmacilarin ek calisma igin
aminoasit degisimlerini Onceliklendirmesine yardimci olmaktadir (Ng ve Henikoff,
2006). Bu amagla ¢ok sayida dizi ve/veya yapiya dayali amino asit degisikligi tahmin
yontemi kullanilmaktadir. Biyoinformatik analizler yardimiyla hastaliklarla baglantili
olan SNP’leri agiga kavusturmak i¢in ilk 6nce in silico araclar kullanarak SNP’lerin
tahmini olarak zararli etkilerini bulmak ve elde edilen bulgulara gore genotipleme
caligmalarini planlamak giiniimiizde tercih edilen yaklagimlardan biridir ( ERSOZ ve

ark.2019).

Ornegin, bir arastirmada cesitli biyoinformatik algoritmalar1 uygulayarak GBA1
genindeki en sik Gaucher Hastaligina bagl tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP'ler)
analiz etmistir (Veysel Ogulcan ve ark.). Baska bir ¢aligmada ise , farkli biyoinformatik
yontemleri entegre ederek, papiller tiroid karsinomu ile iligkili hedef genleri ve yollar1
bulmak hedeflenmistir. Bu amagla in-silico metodolojiler kullanilarak hastalik gelisim

mekanizmalarin agiklayabilecek aday genler ve yollar belirlenir ( ERSOZ ve ark.).
2.3. Karsinogenez

Kanser hastaligi, farkli genetik, epigenetik ve transkripsiyonel 6zellige sahip kanser
hiicrelerinden olusan, kanser hiicrelerinin heterojen fonksiyonel popiilasyonlarini
olusturan, teshisi ve tedavisi i¢in bliyiik bir engel olusturan oldukca cesitli ve karmasik
bir hastaliktir (Kreso ve ark. 2014) (Yachida ve ark. 2010). Kanser hiicrelerinin islevsel
durumlarim1 kapsamli ve yeterli bir sekilde ¢ozmek ¢ok Onemlidir ( Meacham ve
ark.2013). Genel olarak kanser olusumu ii¢ evrede meydana gelmektedir. Bunlar
baslangic (inisiasyon), gelisme (promosyon) ve ilerleme (progresyon) evreleridir. Kanser
multifaktoryel bir hastaliktir. Kanser olusumunda bakteriler, viriisler, radyasyon,
beslenme aligkanligi ve ¢evresel faktorler gibi bir¢ok faktor etkilidir ( Williams ve
ark.2001). Bir kez kanserojene maruz kalmak kanser olusumunu saglamaz, kanser

olusumunda 6nemli olan stirekli ve diizenli bir sekilde kanserojene maruz kalmaktir.



2.3.1.Metastaz

Viicutta kanser hiicrelerinin koken aldiklar1 bélgeden viicudun diger bolgelerindeki
doku ve organlara gé¢ etmesi olayina metastaz denir. Bu olay angiogenez, invazyon,
migrasyon, motilite, ekstravazasyon ve proliferasyon gibi birbirleriyle bagimli olan bir
dizi kompleksli ve birgok basamagi bulunan olaylar zinciri ile gergeklesir (Poste G,
Fidler 1J.1980). Ilk olarak, tiimér hiicreleri yeni damar olusumunu uyarirlar ve sonra
komsu hiicrelerle olan baglarini kopararak primer tiimdr dokusundan ayrilirlar. Dokudan
ayrilip ilerleyen hiicreler ¢evre dokulara erisirler veya bir damar ile karsilastiginda
damarin duvarini da eriterek damar i¢ine niifus eder ve daha sonra damar i¢indeki kanla
birlikte viicudun i¢inde go¢ etmeye (metastaz) baslar.(Sekil 3) Tiimor hiicrelerinin damar
icindeki yolculugu sirasinda belli organlardaki damar yiizeyine bu hiicreler adezyon
yapar. Adezyon yapan kanser hiicresi tutundugu bolgede damar duvarini tekrar eritmeye
baslar ve hedef dokuya niifus ederek ¢ogalmasina devam eder (Song Y ve ark.2008). Bu
sayede yasamlarini ve gogalmalarm siirdiiriirler (Ibrahim H. Giillii,Ibrahim Akalin2005).
Fakat bu yayilma siiresi boyunca kanserli olan hiicreler olugsmaya basladigr doku veya
organdan baska bolgelere sigrayip yerlesse de en basta ortaya ¢iktig1 timor ile ayni ismi

tasir (Ibrahim H. Giillii,Ibrahim Akalin 2005).

Metastatik kanser hicreleri

METASTAZ

Metastatik kanser hiicrelerinin
kan damarlarina girmesi

Kan damarlanina giren
kanser hiicrelerinin
genel dolagima katilmasi

Uygun bir organ/doku bulduklannda
kanser hiicreleri damardan disan gég eder
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Sekil 3:Metastaz olusumu (https://www.drozdogan.com/metastaz-icin-yeni-umut-oksijen/)

Glinlimiizde yapilan arastirmalarda mezastazin ger¢eklesmesini saglayan iki etken
oldugu belirlenmistir. Bunlardan biri epitel hiicrelerinin tiim 6zelliklerini kaybetmesinin
ardindan mezenkimal Ozellik kazanmasini saglayan epitelyal mezenkimal gecis
mekanizmasidir. Diger etken ise metastaz ile iliskili hiicre sinyal yolaklaridir. Epitel
hiicrelerin bir ¢ok morfolojik ve biyokimyasal degisimlerin etkisi altinda kalmasi
sonucunda epitel Ozelliklerini kaybederek mezenkimal o6zellik kazanmasia epitel
mezenkimal gegis (Epitelial Mezenkimal Transition) denilmektedir (Hafize Seda
VATANSEVER 2016).

Epitel mezenkimal gec¢is embriyonik gelisimde, yaralarin iyilesmesinde ve timor
hiicresinin viicudun baska bolgelerine yayilmasi esnasinda goriilen bir mekanizmadir.
Embriyonik gelisim siiresi boyunca epitel hiicreleri organizmanin farkli bolgelerine go¢
ederek morfogenez sirasinda farkli dokular olusturmak tizere degisirken, 6zellikle timor
hiicresinde ise metastaz olusumu mekanizmasinda gézlenmektedir. Epitelial hiicrelerin
mezenkimal hiicrelere degismesi, gogii ve dokuya tekrar yerlesiminde gerektiginde tekrar
epitelial hiicrelere doniisii birgok mekanizmalar ile kontrol edilmektedir (Hafize Seda

VATANSEVER 2016).

Kanserin ayirt edici 6zellikleri, insan tiimdrlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda
kazanilan alt1 biyolojik yetenegi igerir. Bunlar, proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek,
bliylime baskilayicilardan kagmak, hiicre oliimiine direnmek, replikatif Sliimsiizligi
saglamak, anjiyogenezi indiiklemeye ek olarak istila ve metastaz1 aktive etmektir
(Hanahan ve Weinberg 2000). Bu ayirt edici 6zelliklerin temelinde, genom istikrarsizlig
ve birden fazla ayirt edici islevi tesvik eden iltihaplanma vardir (Lisa ve Zena 2002).
2.4) Fokal Adezyon Kinaz Proteini (FAK)

Fokal adezyon kinaz (FAK) olarak da bilinen PTK2 (protein tirozin kinaz 2, PTK2),
insanlarda PTK2 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (André ve Becker-André 1993).

PTK2 geni, insanlarda 8q24'te kromozomu iizerinde bulunur.
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FAK

Sekil 4:FAK yapisi.(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4305513/)

FAK yapisinda N-terminali (FERM alan1 dahil), merkezi kinaz ve C-terminal alanlari
vardir. FAK’1n N-terminal alani, F1, F2 ve F3 alt alanlarindan olusan FERM domeinini
igerir. FAK, N-terminalinin sonunda ve kinaz alaninin baslangicinda yer alan tirozin
Y397'de otofosforile edilir ve protein iizerinde dort ek tirozin fosforilasyon bolgesi
(Y576, Y577, Y861 ve Y925) vardir (Sekil 4). Y397'nin fosforilasyonu, FAK tarafindan
kontrol edilen ¢ogu biyolojik aktivite igin kritiktir ve FAK lokusunun Y397 rezidiisii
eksik olan bir mutant tarafindan degistirildigi bir fare modeli, embriyonik letalite gosterir
( Corsi JM 2009). Y397 fosforilasyonunun ardindan, Src tirozin kinaz Y397 bolgesine
baglanir ve FAK-Src kompleksi ayrica kinazin katalitik aktivitesi i¢in onemli olan
aktivasyon dongiisii Y576 / 577 bolgelerini fosforile eder. P53, Mdm-2 ve biiylime
faktorl reseptorleri gibi bircok diizenleyici protein, FAK’m FERM alanina baglanir.
FAK'!n C-terminal alani, iki tirozin bolgesi, Y861 ve Y925 iceren bir FAT (fokal
adhezyon hedefleme) alan1 igerir (Sekil 4); FAK'm bu sitelerdeki fosforilasyonu, SH2
(Src homoloji-2) alanlar1 i¢in baglanma yerleri yaratirken, prolin bakimindan zengin
bolgeler (PRR), SH3 alani iceren proteinler i¢in baglanma yerleri saglar. FAT alani,
paxillin ve talin gibi fokal yapisma proteinleri yoluyla dolayli olarak integrin reseptorleri

ile birlesir (Hyunho Yoon ve ark.2015).

Fokal adezyon kinaz proteini; hiicre gocii, adezyonu, yayilmasi, aktin hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi, fokal adezyonlarin ve hiicre ¢ikintilarinin olusumu ve
cikintilarin ayristirilmasi, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre proliferasyonu ve apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan reseptdr olmayan protein-tirozin kinazdir. Ayni
zamanda kas lifi kuvvetinin yanal iletiminde rol oynayan yapisal bir proteindir ( Erskine

ve ark.2012). Erken embriyonik gelisim ve plasenta gelisimi i¢in gereklidir. Embriyonik
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anjiyogenez, normal kardiyomiyosit go¢ii ve proliferasyonu ve normal kalp gelisimi i¢in
gereklidir. Akson biiylimesini ve ndronal hiicre gogiinii, akson dallanmasini ve sinaps
olusumunu diizenler; sinir sisteminin normal gelisimi i¢in gereklidir. Osteogenezde ve
osteoblastlarin farklilasmasinda rol oynar (https://www.uniprot.org/uniprot/Q05397).
FAK, hem katalitik hem de iskele aktivitesine sahiptir ve Ras / mitojen ile aktive olan
protein kinaz yolu, fosfatidilinositol 3'-kinaz / Akt yolu ve Rho ailesi GTPazlar dahil
olmak tizere bir dizi yolun aktivasyonu ile downregiile sinyallerini tetikler ( Wei Fu ve
ark.2012). integrin sinyal transdiiksiyonunda ve ayn1 zamanda ¢ok sayida biiyiime faktorii
reseptOriiniin, G-proteinine bagl reseptorlerin (GPCR), EPHA2, netrin reseptorlerinin ve
LDL reseptorlerinin downregiile sinyalizasyonunda islev goriir
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q05397).

FAK fonksiyonlari iki ana kategoriye ayrilabilir bunlar; kinaza bagimli ve kinazdan
bagimsizdir. FAK kinaza bagimli fonksiyonlar siklikla, FAK''n hem normal hem de
kanser hiicrelerinde hiicresel go¢ ve adezyonda oOnemli bir rol oynadigi fokal
adezyonlarda integrin ile ilgili sinyal yolaklart ile iligkilidir ( Cary LA ve ark.1996). FAK
ayrica bir yap1 iskelesi olarak islev goriir ve kinazdan bagimsiz islevleri yoluyla
proteinprotein etkilesimlerine katilir. ilging bir sekilde, FAK'!n cekirdekte lokalize
oldugu ve p53 bozunmasi yoluyla hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalmasini
desteklemek igin dogrudan p53 ile etkilesime girdigi gosterilmistir ( Golubovskaya VM
ve ark.2008). Bu, kinazdan bagimsiz bir tarzda meydana gelen ¢ekirdekte FAK'in yeni

bir fonksiyonunu gosterir.

FAK'in kanser tedavisinde potansiyel bir hedef oldugu 6ne siiriilmiistiir ( Van
Nimwegen ve ark.2007). FAK kinaz inhibitérii TAE226, meme kanseri hiicrelerinde
apoptozu indiiklemistir ( Golubovskaya VM ve ark.2008). Baska bir grup, meme
karsinogenezini bloke etmek i¢in Src kinaz inhibitorii SKI-606'y1 kullanmigtir ve FAK
fosforilasyonunu engelledigini ve insan meme kanseri hiicre gdciinii ve invazyonunu
baskiladigini bulmustur ( Vultur A ve ark.2008). ATP baglanma bdlgesini hedefleyen
baska bir inhibitor PF-271, FAK fosforilasyonunu ve gdgiis kanseri tiimor olusumunu

bloke eder ( Roberts WG ve ark.2008). Y15 olarak adlandirilan yeni FAK inhibitorii veya

13



FAK'm Y397 bolgesini hedefleyen bilesik 14 de gogiis tiimdr olusumunu bloke etmistir (
Golubovskaya VM J Med Chem. 2008 ). Son zamanlarda, yeni FAK kinaz inhibitorii
PND1186, goglis tlimoriiniin ilerlemesini ve akciger metastazlarinin kendiliginden

gogiise dogru ilerlemesini engellemistir ( Walsh C , Tanjoni 12010).

Epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), hiicrelerin epitel fenotiplerini yitirdigi, bir
mezenkimal fenotip aldigi, disosiye oldugu ve bazi fizyolojik veya patolojik kosullar
altinda daha hareketli ve istilac1 hale geldigi bir siiregtir. Bu morfolojik ve fonksiyonel
degisiklikler ile iligkili olan, epitelyal / mezenkimal hiicrelerin protein markdorlerinin
ekspresyonundaki degisikliklerdir. EMT, embriyojenez ve doku rejenerasyonu sirasinda
onemli bir iglemdir ve patolojik olarak EMT, kanser progresyonu ve metastazinda énemli
bir rol oynayabilir. Biiylime faktorleri (6rn., TGF- B), Src ve Wnt gibi EMT islemine
katilan birka¢ onkojenik sinyal yoluna ek olarak, hiicre dis1 matris gibi mikro g¢evre
faktorleri de rol oynar. Bu faktorlerin bircogu FAK'" diizenlediginden, karsinogenez ve
kanser metastazi sirasinda FAK'm 6nemli bir fonksiyonu EMT'yi diizenleyebilir. ( Kalluri

R.2009).

2.4.1. PTK 2 Genindeki SNP’ler Uzerine Yapilan Calismalar

Protein tirozin kinaz-2 (PTK2) geni, kas lifi kuvvetinin yanal iletiminde rol oynayan
yapisal bir protein olan fokal adezyon kinazi kodlar (Erskine ve ark. 2012). Fokal yapisma
(adezyon), hiicre sagkalimi i¢in kritiktir. Fokal adezyon kinazi insan interaktomunun
onemli bir bilesenidir ve bu nedenle, potansiyel bir uzun dmiirliiliikle ilgili proteindir
(Garatachea ve ark., 2014). Asagida PTK2 genindeki SNP’ler ile bireyler arasinda uzun
omiirliiliik ve bireyler arasinda iskelet kasi1 kuvvetinin degiskenligi {lizerine yapilan

caligmalara bazi 6rnekler verilmistir:

Erskine ve ark. (2012) Kafkas toplumunda yapmis olduklari ¢alismada, PTK2 geninin
tek niikleotid polimorfizmlerinin (rs7843014 ve rs7460), insan iskelet kas1 kuvvetinin
cesitli indeksleri ve diren¢ egitimine verilen kuvvet yanitlarindaki bireyler arasi
degiskenlikle iligkili olup olmadigini aragtirmistir. Bu ¢aligmada, kas spesifik kuvveti ile

PTK2 SNP'leri arasindaki iliskilerin, kuvvetin kas liflerinden tendona iletilme bi¢ciminde
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bireyler arasi farkliliklarin var oldugunu gosterdigini belirtmislerdir ( Erskine ve

ark.2012).

Bir baska calismada, PTK2 genindeki rs7843014 ve rs7460 polimorfizmleri ve
istisnai uzun dmiir (EL) arasindaki iliski incelenmistir. Bu ¢alismada, Ispanyol, Italyan
ve Japon olmak {izere ii¢ farkli kohortta, yliz yasini asmis bireyler ve saglikli kontroller
arasinda bu iki SNP’nin genotip/allel siklig1 incelenmistir. Sonug olarak, FAK geninin iki
genotipinin, rs7460 TT ve rs7843014 CC, muhtemelen daha diisiik gen ekspresyonu ile
iliskili oldugu ve Ispanyol popiilasyonunda uzun omre ulasma olasiligini
destekleyebildigi rapor edilmistir. Italyan veya Japon kohortlar1 igin higbir iliski
bulunamadigr bildirilmistir. Bu ¢alismada, FAK ekspresyonunun belki de yaglanma
oranini etkileyebilecegi mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak icin daha fazla arastirmaya

ihtiya¢ oldugu sonucuna ulasilmigtir (Garatachea ve ark., 2014).

Stebbings ve arkadaglar1 yapmis oldugu bir ¢alismada, saglikli erkeklerde insan kas
glicii fenotipleri ile iliskiler igin PTK2'de bulunan iki SNP (rs7843014 ve rs7460)
arastirllmistir. PTK2 rs7843014 ve rs7460 icin genotip ve alel frekanslari, Kafkas
popiilasyonlarinda 6nceki raporlara (Erskine ve ark. 2012) benzer oldugu bildirilmistir

(Stebbings ve ark.2017)
2.4.2 PTK 2 Geninin ligkili Oldugu Hastahklar

Biiyiik c¢ogunlulukla Anormal PTK2 / FAK1 ekspresyonu, kanser hiicresi
proliferasyonunda, gogiinde ve invazyonunda, timor olusumu ve metastazinda rol
oynayabilir. PTK2 / FAK1 asir1 ekspresyonu bir¢ok kanser tiiriinde goriiliir. FAK proteini,
noroblastom, pankreas kanseri,yumurtalik, servikal, osteosarkom, bobrek kanseri, akciger
kanseri, bas boyun kanseri, agiz kanseri, hepatoselliiler karsinom, kolon kanseri, prostat
kanseri, beyin kanseri, melanom, tiroid kanseri, akut miyeloid 16semi dahil olmak tizere

cesitli kanserlerde eksprese edilir.(Vita M. Golubovskaya 2010)

Kanser hastalig1 disinda bir ¢ok hastalik ile iligkisi oldugu tespit.edilmistir. Bunlar,

Uclii A sendromu (Achalasia-Alacrima Sendromu), Charcot-Marie-Tooth Hastalig1,
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Kombine Oksidatif Fosforilasyon Eksikligi8, Yumurtalik Yetmezligi ile Progresif
Lokoensefalopati GABA  Transamin Eksikligi, Tangier Hastaligi
Hipoalfalipoproteinemi 1, Dogustan otozomal resesif Ihtiyoz 4A, Siirfaktan

Metabolizma Disfonksiyonu Pulmoner 3 hastaligidir

(https://www.omim.org/entry/231550 ).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arastirmanin Tipi

Arastirmamiz bir in silico analiz ¢alismasidir. PTK2 genindeki SNP’lerin in silico
analizlerinde, kamuya acik ve ¢evrimigi erisim saglanabilen ¢esitli yazilim araglari

kullanilmistir.
3.2. Veri Eldesi

PTK2 genine ait bilgilere ve SNP verilerine ulasmak i¢in NCBI, NCBI dbSNP ve
UniProt veritabanlar1 kullanilmistir. Veri tabanlar1 ile 1ilgili agiklamalar asagida

Ozetlenmistir.
3.2.1. NCBI (National Center for Biotechnology Information)

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) saglik, biyomedikal, genomik ve
biyoteknoloji gibi ¢ok genis alanlarda birgok bilgiye ulasmamizi saglayan bir
veritabanidir. PTK2 geni ile ilgili bilgiler ve erisim numarasi NCBI veri tabanindan temin

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

3.2.2. NCBI dbSNP

Tek Niikleotid Polimorfizm veritaban1 (dbSNP), basit genetik polimorfizmlerin genis
bir koleksiyonu i¢in kamuya agik bir arsivdir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). PTK2
genindeki SNP’lere ulasmak i¢in dbSNP veritabani kullanilmistir. Bu SNP’lerden yanlis

anlamli olanlar (missense) bir sonraki analizler i¢in belirlenmistir.

3.2.3. UniProt

UniProt, serbestce erisilebilir bir proteinin aminoasit dizisi ve islevsel bilgi
veritabanidir. Bu ¢alismada PTK2 geninin iiriinii olan fokal adezyon kinaz 1’in protein
dizisi (FASTA format) ve erisim numarasinin (UniProtKB) temin edilmesinde

kullanilmistir (https://www.uniprot.org/).
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3.3 Zararh SNP’lerin Biyoinformatik Araclar ile Tahmini

SNP’lerin protein yapisi ve fonksiyonu iizerindeki olasi etkilerini degerlendirmek
amactyla SIFT (KAMAN ve ark. 2019)( Nithya ve ark.2019), PolyPhen-2 (OZKAN
OKTAY ve ark. 2019), PROVEAN (Abdulazeez ve arkadaslari, 2019)( Choi Y ve
ark.2012), MutationAssesor (Reva, Antipin & Sander, 2011) ve SNAP2 (Reeb ve
ark.2020) yazilim araglar1 kullanilmistir (Pereira ve arkadaslari, 2019).

3.3.1 SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

SIFT, proteindeki bir amino asit degisiminin amino asitlerin sekans homolojisine ve
fizyokimyasal 6zelliklerine bagli olarak protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini
tahmin eden bir programdir. SIFT, belirli bir pozisyondaki bir amino asit degisikliginin
tolere edilme olasiligin1 hesaplamaktadir. SIFT programindaki cutoff degeri >0.05 bir
tolerans degeridir. Aminoasit degisiminin <0.05 bir degere sahip olmasi1 viicuda zararl
olarak tahmin edilirken >0.05 bir degere sahip olmasi ise tolere edilebilir oldugu seklinde
tahmin  edilmektedir (Ng PC ve ark.2003)( Kaur T ve ark.2017)(
https://sift.bii.astar.edu.sg/)

3.3.2 PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2)

PolyPhen-2 yazilim araci bir aminoasit degisiminin bir insan proteininin yapisi ve
islevindeki tahmini etkisini, dogrudan, fiziksel ve karsilastirmali degerlendirmeler
kullanarak tahmin eden bir aractir (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Tahmin
sonuglar1 zarar verici ya da tehlikesiz seklinde elde edilmektedir. PolyPhen-2, SNP veya
DNA seviyesinden ziyade protein dizisi seviyesiyle sinirlidir. PolyPhen-2 ¢iktisi, 0 ile
pozitif say1 arasinda degisen bir skor icerir ve sifir, aminoasit degisiminin protein
fonksiyonu iizerindeki notr etkisini gosterir. Tersine, biiyiik bir pozitif say1, degisimin
protein fonksiyonu i¢in zararli oldugunu gosterir. Bu tiir puanlama, SNP'lerin 6nemlerine
gore siralanmasi, protein fonksiyonu iizerindeki etkinin ciddiyetinin kantitatif
degerlendirmesini miimkiin kilmak igin gerceklestirilebilmesi sebebi ile faydalidir ( Ng,
P.C. ve Henikoff, S. 2006). Polyphen-2 yazilim aracinin HumDiv ve Humvar olmak
tizere iki farkli tahmin modeli bulunmaktadir. HumDiv, yogun nadir alelleri
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degerlendirmek, genom capinda iligkilendirme ¢aligmalar1 ile belirlenen bdolgelerin
haritalanmasi1 ve dogal secilimin analizi i¢in tercih edilen modeldir. HumVar, siddetli
etkilere sahip mutasyonlari, bol miktarda hafif derecede zararli aleller dahil olmak iizere
geri kalan tiim insan varyasyonlarindan ayiran Mendel hastaliklarinin teshisi i¢in tercih

edilen modeldir ( http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

3.3.3. PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer)

PROVEAN bir amino asit degisiminin veya indelin bir proteinin biyolojik islevi
tizerinde bir etkiye sahip olup olmadigint tahmin eden bir yazilim aracidir

(http://provean.jcvi.org/seq_submit.php).
3.3.4. Mutation Assessor

Bu sunucu, kanserde kesfedilen mutasyonlar veya yanlis anlamli polimorfizmler gibi
proteinlerdeki amino asit yer degisimlerinin islevsel etkisini tahmin etmektedir

(http://mutationassessor.org/r3/).

3.3.5. SNAP2

SNAP2 yazilim aract kullanilarak mutasyonlarin fonksiyonel etkileri ile tahmin
edilebilmektedir. SNAP2, "sinir ag1" ad1 verilen bir 6grenme cihazina dayanan egitimli
bir siiflandiricidir. Cesitli sekans ve varyant 6zelliklerini hesaba katarak etkili ve notr
varyantlar / sinonim olmayan SNP'ler arasinda ayrim yapmaktadir. Tahmin i¢in en
onemli giris sinyali, otomatik olarak olusturulan c¢oklu dizi hizalamasindan alinan
evrimsel bilgidir. Ayrica tahmin edilen ikincil yap1 ve solvent erisilebilirligi gibi yapisal
ozellikler de dikkate alinir (https://rostlab.org/owiki/index.php/Snap2) (Bromberg ve
ark.2007)

3.4. SNP’lerin Protein Stabilizasyonu Uzerine Etkilerinin Tahmini

3.4.1. I-Mutant 2.0

I-Mutant 2.0, tek nokta mutasyonlarinda protein stabilite degisikliklerinin otomatik

olarak tahmin edilmesi i¢in destek vektor makinesi (SVM=Support Vector Machine)

tabanli bir aractir. I-Mutant2.0 tahminleri, ya protein yapisindan ya da daha da énemlisi

19


http://provean.jcvi.org/seq_submit.php
http://provean.jcvi.org/seq_submit.php
http://provean.jcvi.org/seq_submit.php

protein dizisinden baslayarak gerceklestirilir. -Mutant2.0, hem mutasyon {izerine protein
stabilitesi degisikliginin isaretini tahmin etmek i¢in bir siniflandirict olarak hem de ilgili
Delta-DeltaG degerlerini tahmin etmek i¢in bir regresyon tahmincisi olarak kullanilabilir.
Bir siniflandirict olarak hareket eden I-Mutant 2.0, yapisal veya sekans bilgisinin
kullanimina bagli olarak, veri setinin sirasiyla % 80 veya % 77'sini dogru bir sekilde
tahmin eder (Capriotti, Fariselli & Casadio, 2005), (https://folding.biofold.org/i-
mutant/imutant2.0.html)

3.4.2. MUpro

Tek amino asit mutasyonlarindan kaynaklanan protein stabilitesi degisikliklerinin
dogru tahmini, protein yapilarin1 anlamak ve yeni proteinler tasarlamak icin onemlidir.
Hem sekans hem de yapisal bilgiden yararlanan tek amino asit mutasyonlari i¢in protein

stabilite degisikliklerini tahmin etmek i¢in destek vektoér makineleri kullanilmaktadir.

Y Ontemi; protein stabilitesi degisikliklerini yalnizca birincil dizi bilgisini kullanarak
dogru bir sekilde tahmin edebildiginden, iigiinciil yapinin bilinmedigi ve {igiinciil bilgi
gerektiren onceki yontemlerin biiylik bir sinirlamasinin iistesinden gelerek bir¢ok duruma

uygulanabilir (Cheng ve ark.2005) (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/)

3.5. Uc¢ Boyutlu Modelleme

3.5.1 Project HOPE

Project HOPE, ii¢ boyutlu protein yapis1 iizerindeki hesaplamalari, UniProt
veritabanindaki dizi agiklamalarini ve Reprof yazilimindaki tahminleri de ele alan bir ¢ok
kaynaktan temel bilgileri elde eden bir yazilim aracidir. HOPE, protein yapisinda ortaya
¢ikan mutasyonun etkisini belirlemek icin bu bilgileri birlestirir ve yabanil ile mutant tip
amino asitlerin, proteinin ti¢ boyutlu yapisindaki degisimlerin, modellemeler araciligiyla
tahmin edilmesine yardimci olur. Proteinin mutant ve yabanil tip modellerinin
karsilastirilarak yorumlanmasini sunar ve sonucunda zararli oldugu tahmin edilen SNP
lerin modelleri Project HOPE programu ile gorsellestirilir

(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/).

Bu tez ¢alismasinda fonksiyonel analizler sonucu zararli olabilecegi tahmin edilen
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SNP’lerin olas1 etkileri olusturulan modeller iizerinden degerlendirilerek dogrulanacaktir.

3.6. Gen-gen Etkilesimlerinin Belirlenmesi

3.6.1. GeneMANIA

GeneMANIA, ¢ok genis bir fonksiyonel iliski verisini kullanarak bir dizi gen ile
iliskili diger genleri bulmaktadir. Iliskilendirme verileri arasinda protein ve genetik
etkilesimler, birlikte ifade, birlikte yerellestirme ve protein alam1 benzerligi
bulunmaktadir. GeneMANIA bir yolun veya kompleksin yeni tiyelerini bulmak, gozden
kacirmis olabilecegimiz ek genleri bulmak veya protein kinazlar gibi belirli bir islevi olan

yeni genler bulmak icin kullanilabilmektedir (https://genemania.org/).
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4. BULGULAR

4.1.Veri Eldesi
4.1.1Gen-gen iliskileri

Sekil 6’da gen-gen etkilesim sonuglarina ait etkilesim ag1 verilmistir. Buna gore,
PTK2 geninin 20 gen ile iligskisi degerlendirildiginde, bu genler arasinda toplam 325

baglant1 oldugu belirlenmistir ( https://genemania.org/).

e
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Sekil 5: PTK2 gen-gen etkilesim ag ( https://genemania.org/search/homo-sapiens/ptk2/)

GeneMANIA yazilim araci vasitasiyla genler arasindaki fiziksel etkilesimler, birlikle
eksprese edilen genler, birlikte lokalize olan genler, genetik etkilesimler ve ortak protein
domainleri hakkinda bilgi elde edilmistir. GeneMANIA yazilim araci ile elde edilen
bilgilerde PTK2 geni ile birlikte eksprese olan genler VCL, PIAS1, BCAR1 ve CASP7
olarak belirlenmistir. UNCC5C, SRC, CCNA1, PIAS1 ve RET genleri ise PTK2 geni ile

beraber lokalize olan genlerdir. Elde edilen bir diger bilgi ise PTK2 geni ile fiziksel
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etkilesimde bulunan genlerdir. Bunlar, EGFR, PXN, BCAR1, SRC, ITGBS5,
NCK1,ITGB3 ve CCNAL1 genleridir. PXN, BCAR1, RAP1B, VCL, SRC, EDIL3, CASP7
ve RET genleri PTK2 geni ile bazi noktalarda sinyal yolaklar ile etkilesim halindedir
(https://genemania.org/search/homo-sapiens/ptk2/).

4.2. Zararh SNP’lerin Biyoinformatik Araclar ile Tahmin Sonuc¢lar:

Calismamizda analiz edilen PTK2 geninin erisim numarasi (Gene ID) 5747

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5747) ve  UniprotKB  Kodu Q05397 dir
(https://www.uniprot.org/uniprot/Q05397) .

Arastirmamizda 6ncelikle NCBI dbSNP veritabanindan PTK2 geni ile ilgili tiim SNP
bilgilerine ulasilmistir. Toplam 85899 adet SNP oldugu belirlenmistir. 85899 adet SNP
arasindan sadece yanlis anlamli olan SNP’ler filtrelendiginde ise toplam 634 adet yanlis
anlamli SNP oldugu belirlenmistir. SNP’lerin pozisyon, niikleotid degisimi, amino asit

degisimi vb. bilgileri kaydedilmistir.

Analizlerin devaminda 634 adet yanlis anlamli SNP’nin, amino asitlerin sekans
homolojisine ve fiziksel Ozelliklerine bagli olarak protein fonksiyonunu etkileyip
etkilemedigini tahmin etme Ozelligine sahip olan SIFT programinda olas1 etkileri
aragtirtlmistir. SIFT yazilim aracinin bulgularina gore 1601 adet farkli sonug elde
edilmistir. 1601 adet sonug¢ arasindan 655 tanesinde SIFT programinda bir sonuca
ulagilamamustir. Geri kalan 946 adet sonucun aminoasit degisimleri incelendiginde bazi
SNP’ler i¢in birden ¢ok varyant oldugu tespit edilmistir. Toplamda 698 adet farkli varyant

(aminoasit degisimi) igeren veri elde edilmistir.

Ayni zamanda elde edilen SNP’lerdeki niikleotit degisimleri de arastirilmistir.
Niikleotit degisimleri gruplandirilarak toplam niikleotit sayisina oranlanmistir. Buna gore
en ¢ok bulunan niikleotid degisimi sitozin ve timin niikleotidinin yer degisimidir (Sekil

6).
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nukleotid degisim oranlar

"C/T
"T/C
" G/A
G/C
" A/G
"T/G
" C/G
" G/T
" A/C
" T/A
" Diger
" Veri yok

Sekil 6: PTK2 genindeki yanlis anlamlt SNP’lerin niikleotid degisimlerinin % dagilim

SIFT programi ile yapilan analizler sonucu 38 adet varyantin zararli oldugu tespit
edilmigstir. 90 adet varyant ise zararsiz/tolere edilebilir olarak tespit edilip 570 adet varyant

icin SIFT programinda sonug elde edilememistir (Sekil 7).

SIFT Sonuglari

Zararh; 38; 5%
Zararsiz; 90; 13%

Sonug Yok; 570;
82%

B zararlh ™ Zararsiz ®Sonug Yok ©

Sekil 7: SIFT yazilim araci ile elde edilen sonuglarin sayisal dagilimi

SIFT yazilim araci ile yapilan analiz sonrasinda tiim referans SNP’ler PolyPhen-2

yazilim araci ile analiz edilmistir. PolyPhen-2 yazilim aracinin ¢iktilar1 “Biiyiik Thtimalle
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Zararli (Probably Damaging)”, “Zararl Olabilir (Possibly Damaging)” ve “Tehlikesiz

(Benign)” olmak tizere li¢ farkli sekilde sonu¢ vermektedir.

Referans SNP’lerin, PolyPhen-2 yazilim aracindaki HumDiv ve HumVar olmak
tizere iki kategoride inceleme yapilarak sonuglari elde edilmistir. HumDiv analiz
sonuglara gore 266 varyant “Tehlikesiz”, 116 varyant “Zararli Olabilir”, 316 varyant
“Biiyilk Ihtimalle Zararli” olarak tahmin edilmisti. Humvar kategorisindeki
incelemelerde, 338 adet varyant “Tehlikesiz”, 130 adet varyant ”Zararli Olabilir”, 230

adedi ise “Biiyiik Ihtimalle Zararl1” olarak tahmin edilmistir (Sekil 8).

Polyphen sonuglari
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350 338

300 266
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B Tehlikesiz Zararli Olabilir Blyiik ihtimalle Zararli

Sekil 8:PolyPhen-2 tahmin sonuglarinin sayisal dagilimi

PolyPhen-2 yazilim araci ile yapilan analizden sonra tiim referans SNP’lere ait amino
asit degisimi bilgileri ve protein dizisi bilgileri ‘PROVEAN’ programina girerek analiz
edilmistir. PROVEAN programindan elde edilen sonuclarda SNP’lerin olas1 etkileri
‘Zararl (Deleterious)’ veya ‘Notral (Neutral)’ olarak simiflandirilmistir. PROVEAN
skorlarina gore 245 adet varyant zararli, 450 adet varyant ise notral olarak tahmin

edilmistir. Bunun yani sira 3 adet varyant i¢in ise sonu¢ alinamamistir (Sekil 9).
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Sekil 9: PROVEAN tahmin sonuglarinin sayisal dagilimi

PROVEAN programinin analizlerinden sonra elde edilen veriler Mutation Assessor

yazilim araci ile analiz edilmistir. Bu programdan c¢ikan sonuglardan aminoasit

degisiminin islev etkisi ve skor sonucglari kaydedilmistir. Mutation Assessor yazilim

aracinin tahmin sonuglarina gore; bir varyantin fonksiyonel etkisi: tahmini fonksiyonel

“yiiksek, orta”, tahmini fonksiyonel olmayan “diigiik, notr’” olmak iizere dort farkli sekilde

hesaplanabilmektedir. Buna gore, 1 adet referans SNP’ye (rs761954797) ait aminoasit

degisimi (I428T) yiiksek islev etkisine sahip olarak tahmin edilmistir. 191 adet aminoasit

degisimi ise orta derecede islev etkisine sahip olarak belirlenmistir. 166 adet aminoasit

degisimi ise notr olarak sonug vermistir. 311 adet aminoasit degisimi diisiik islev etkisine

sahip olarak belirlenmistir. 29 adet aminoasit degisiminden ise sonug¢ alinamamustir (Sekil

10).
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Mutation Assessor
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Sekil 10: Mutation Assessor tahmin sonuglarinin sayisal dagilimi

Mutation Assessor programi ile yapilan analizler kayit altina alindiktan sonra
mutasyonlarin fonksiyonel etkilerini tahmin etmek i¢in kullanilan SNAP2 programu ile
tiim aminoasit degisimleri hakkinda yeni bir analiz gergeklestirilmistir. SNAP2 yazilim
aracinda her bir varyant i¢in elde edilen degerler ongoriilen etki (etkili ya da nétral), skor
ve dogruluk degerleridir. SNAP2 programindan elde edilen verilerde 259 adet varyantin
etkili oldugu ve 409 adet varyantin ise notral oldugu tespit edilmistir. 30 adet varyant i¢in

ise sonu¢ alinamamustir (Sekil 11).
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Sekil 11: SNAP2 tahmin sonuglarinin sayisal dagilimi.

Tiim referans SNP’ler ile ilgili alt1 farkli yazilim aracindan elde edilen bilgilerden;
SIFT yazilim aracinda belirlenen zararli olan SNP’ler, Polyphen-2 yazilim aracindan elde
edilen “Zararh Olabilir” ve “Biiyiik Ihtimalle Zararli” SNP’ler, PROVEAN yazilim
aracindan elde edilen zararli SNP’ler, Mutation Assessor yazilim aracindan elde edilen
tahmini fonksiyonel (yliksek, orta) SNP’ler ve SNAP2 programindan elde edilen
sonuglarda ise etkili olan SNP’lerin sebep oldugu aminoasit degisimleri belirlenmistir.
Sonug¢ olarak, SNP’lerin olast etkilerinin tahmininde kullanmilan yazilim araglarinin
hepsinde birden zarar verici/etkili olabilecegi tahmin edilen toplam 10 adet SNP oldugu
belirlenmistir. Bu SNP’ler  rs41315637, 1s55903738, 156051231, rs369459709,
rs111757839, rs150410292, rs199594538, rs374415488, rs374480150 ve
rs375118877 dir. Tahmin sonuglart Tablo 1’de sunulmustur.Tablo 1 ‘de SNP numaralari,
niikleotid degisimi (N.D), amino asit degisimi, SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation

Assessor, SNAP2 sonuglar1 yer almaktadir.
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SNP ID

rs41315637

rs55903738

rs56051231

rs369459709

rs111757839

rs150410292

rs199594538

rs374415488

rs374480150

rs375118877

N.D.

AIG

GIT

TIG

GIC

T/IC

GIA

GIC

GIA

CIT

TIC

Amino Asit
Degisimi

$192P

H89Q

H89P

L174V

T600A

R824C

L501V

R919W

D254N

E338G

Tablo 1:SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation Assessor ve SNAP2 yazilim araglarina ait sonuglar

SIFT
Tahmini

Zararl

Zararli

Zararli

Zararlt

Zararl

Zararli

Zararl

Zararli

Zararli

Zararli

SIFT SKOR

0.005

0.024

0.005

0.005

0.004

0.003

0.005

0.001

0.01

0.004

PolyPhen-2
Humdiv

Biiyiik [htimalle
Zararli

Zararli
Olabilir

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Biiyiik [htimalle
Zararli

Biiyiik [htimalle
Zararli

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Biiyiik ihtimalle
Zararl

Skor

1.000

0.907

0.978

0.999

0.996

1.000

0.972

1.000

1.000

1.000

PolyPhen-2
Humvar

Biiyiik [htimalle
Zararli

Zararli
Olabilir

Zararli
Olabilir

Biiyiik [htimalle

Zararli

Biiyiik [htimalle
Zararli

Biiyiik [htimalle
Zararli

Zararli
Olabilir

Biiyiik ihtimalle
Zararli

Biiyiik [htimalle
Zararli

Biiyiik ihtimalle
Zararli

Skor

0.999

0.484

0.811

0.999

0.992

0.996

0.652

0.999

1.000

0.999
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PROVEAN

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Zararli

Skor

-4,405

-5,419

-7,531

-2,573

-4,713

-5,538

-2,828

-6,989

-4,02

-6,339

Mutation
Assesor

islev Etkisi

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Orta

Gi.Skor

2,675

2,19

2,19

2,765

2,11

2,36

2,4

2,36

2,23

2,565

SNAP2
Tahmin

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Skor

42

46

85

27

72

12

19

66

91

Beklenen
Dogruluk

71%

71%

91%

63%

85%

59%

59%

80%

53%

95%






4.3. SNP’lerin Protein Stabilizasyonu Uzerine Etkilerinin Tahmin Sonuclar

Tiim yazilim araglari tarafindan fonksiyonel etkili olabilecegi tahmin edilen 10 SNP i¢in

I-Mutant 2.0 ve MuPro yazilim araglart ile analiz yapilmistir.

I-Mutant 2.0 yazilimindan elde edilen bulgular, SNP’lerin 3 tanesinde amino asit
degisiminin protein stabilizasyonunu artirdigi, diger 7 SNP’de ise azalttig1 seklindedir.
MUpro programinda tiim SNP’lerin protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir.
SNP’lerin protein stabilizasyonu {iizerine etkilerinin tahmin sonuglar1 Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2: SNP’lerin protein stabilizasyonu iizerine etkilerinin tahmin sonuglari.

SNP ID Niikleotid = Amino I-Mutant = Gl MUpro ddG

Degisimi Asid 2.0 (Kcal/mol)

Degisimi

rs41315637  A/G S192P Artan 2 azalan -0.9853294
rs55903738 @ G/T H89Q Azalan 4 azalan -0.74908928
rs56051231  T/G H89P artan 8 azalan -0.96752536
rs369459709  G/C L174V azalan 8 azalan -0.61633066
rs111757839 T/C T600A azalan 8 Azalan -11.787.946
rs150410292 G/A R824C artan 0 azalan -0.99853164
rs199594538 G/C L501V azalan 8 azalan -0.78482771
rs374415488  G/A R919W azalan 6 azalan -0.92140329
rs374480150 C/T D254N azalan 5 azalan -1.0269999
rs375118877 | T/C E338G azalan 9 azalan -1.576691

Gl:Giivenilirlik Indeksi. ddG:Serbest Enerji Degisimi Degeri

4.4 Zararh SNP’lerin Project HOPE ile Modellenmesi

Tiim aminoasitlerin kendine 6zgii boyutu, yiikii ve hidrofobiklik degeri vardir. Bu
degerler goz oniline alindiginda, yabanil tip rezidii ile mutant rezidiiniin genellikle bu
hususlar bakimindan farkli oldugu gozlenmektedir. Bu ¢alismada Project HOPE
programinda analiz gercgeklestirilmis ve elde edilen sonuclarda analize giren referans
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SNP’lerin sebep oldugu aminoasit degisiminden 10 adedinin zararli oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2). Bunlarin 3 tanesinden Project HOPE yazilim araci ile model elde
edilmistir. Bunlar; rs374415488 (R919W), rs199594538 (L501V), rs111757839 (T600A)
polimorfizmleridir. Model elde edilmeyen SNP’ler ise rs41315637 (S192P) , rs55903738
(H89Q), rs56051231 (H89P), rs369459709 (L174V), rs150410292 (R824C),
rs374480150 (D254N), rs375118877 (E338G) polimorfizmleridir. Tablo 3’de SNP’lerin

sebep oldugu amino asit degisimleri 6zetlenmistir.

Tablo3: SNP’lerin sebep oldugu aminoasit degisimleri

SNP NO Amino Asitler Aciklama
Yabanil rezidii—Mutant rezidii
rs199594538 r$199594538 polimorfizminin
sebep oldugu 501. pozisyondaki bir
16sin amino asidinin bir valin
amino asidine doniigimudiir.
OH OH
HzN H2N
0 O
rs374415488 rs374415488 polimorfizminin
HN-ANH
919. konumunda bir arjinin amino
_NH
H asidinin bir triptofan aminoasidine
% NH
OH OH dontigmesidir.
HoN ‘ HoN |
O 0
rs111757839 rs111757839 polimorfizminin
600. pozisyonda bir treonin
OH aminoasidinin alanin aminoasidine
OH OH dontigtimiidiir
HN HN
0 0
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rs41315637 rs41315637 polimorfizminin 192.
pozisyonunda serin aminoasidinin
prolin aminoasidine déniistimiidiir.

OH ‘ LRSI N OH
HN b
rs55903738 rs55903738 polimorfizminin 89.
i NH, pozisyonunda histidin
\ N O aminoasidinin glutamin
NH ‘ = aminoasidine doniigiimiidiir.
OH OH
H2N H2N
0 0
rs56051231 rs56051231 polimorfizmi 89.
N\ pozisyonda bir histidinin proline
\ NH ' doniistimiidiir.
ates intc OH
‘ N
OH H
HoN 0
0
rs369459709 rs369459709 polimorfizminin 174.

pozisyonundaki 16sin
aminoasidinin valin aminoasidine

doniigtimiidiir.
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rs150410292 rs150410292

HQN\%“H polimorfizminin 824.
pozisyonunda bir arjininin

NH SH
OH sisteine doniigiimiidiir.
H,N
OH
HoN 0
0

rs374480150 rs374480150 polimorfizminin 254.

HoN pozisyonunda bir aspartik asidin

0
>:O O asparajine doniistimiidiir.
OH OH
HQN&( HoN
0

0
rs375118877 rs375118877 polimorfizminin 338.
OH pozisyonda bir glutamik asidin
® glisine doniisiimiidiir.
OH
H,N
OH 0

H,N

Asagida her bir amino asit substitlisyonu i¢in Project HOPE yazilim aracindan elde edilen
bulgular 6zetlenmistir:

S192P, R919W pozisyonlarindaki mutant rezidii, yabanil tip rezidiiden daha biytiktiir
(Tablo 4).

L501V, T600A, H89Q, H89P, L174V, E338G, R824C pozisyonlarindaki mutant rezidii,

yabanil tip rezidiiden daha kiigiiktiir (Tablo 4).

R919W, T600A, S192P, H89P, R824C, E338G pozisyonlarindaki mutant rezidii yabanil
tip rezidiiye gére daha hidrofobiktir (Tablo 4).
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R919W, D254N, E338G ile R824C pozisyonlarindaki mutant rezidii yabanil tip rezidiiye

gore yiik kaybina ugramistir ve nétr’diir (Tablo 4).

L501V pozisyonundaki rezidii protein kinaz domaini igerisinde bulunmaktadir.

S192P, H89Q, L174V, D254N, E338G pozisyonlarindaki rezidii FERM alan1 i¢erisinde bulunur.

Tablo 4: Yabanil ve mutant tip amino asitlerin Project HOPE yazilimina gére belirlenen 6zellikleri

SNP NO Aminoasit Yabanil Tip Ozellikleri Mutant Tip Ozellikleri
Degisikligi | Boyut | Yik | Hidrofobiklik | Boyut | Yiik | Hidrofobiklik
rs199594538 | L501V > - - < - -
rs374415488 | R919W < + < > Notr >
yik

rs111757839 | T600A > - < < - >
rs41315637 | S192P < - < > - >
rs55903738 | H89Q > - < - -
rs56051231 | H89P > - < < _ >
rs369459709 | L174V > = - < - -
rs150410292 | R824C > +ytiik < < Notr >
rs374480150 | D254N - - yik - - Notr -
rs375118877 | E338G > - yiik < < Notr >

Project HOPE programinda edilen sonuclarda analize giren referans SNP’lerin sebep oldugu
aminoasit degisiminden 3 tanesinden model elde edilmistir. L501V, R919W,
T600A aminoasit degisimlerine ait proteinin ii¢c boyutta gosterimleri sirasiyla Sekil 12,
Sekil 14 ve Sekil 16’de verilmistir. Polimorfizm bolgesinin yakindan gdsterimleri ise

sirastyla Sekil 13, Sekil 15 ve Sekil 17 de verilmistir.
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Sekil 12. Ug boyutlu gosterimde 501. pozisyonda bir 16sinin bir valine déniisiimii (L501V)

A) Protein yapisinda a-sarmal = mavi, f-sarmal = kirmizi, doniis = yesil, 3/10 sarmal =sar1 ve diizensiz
sarmal = camgodbegi. Kompleksteki diger molekiiller ise gri renklidir. B) Protein gri renklidir, mutasyona
ugramis rezidiiniin yan zinciri magenta rengindedir ve kiiciik toplar seklinde gosterilmistir.

Sekil 13. L501V polimorfizm bolgesinin yakindan goriiniimii

Protein gri renklidir, yabanil tip ve mutant tip rezidiiniin yan zincirleri sirasiyla yesil ve kirmizi renk ile
gosterilmektedir.
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A B

Sekil 14. U boyutlu gosterimde 919. pozisyondaki arjinin amino asidinin bir triptofan amino asidine déniismesi
(R919W)

A) Protein yapisinda a-sarmal = mavi, doniis = yesil ve diizensiz sarmal = camgobegi. Kompleksteki diger
molekiiller ise gri renklidir. B) Protein gri renklidir, mutasyona ugramis rezidiiniin yan zinciri magenta
rengindedir ve kiiciik toplar seklinde gdsterilmistir.

I

Sekil 15. R919W polimorfizm bolgesinin yakindan goriiniimii

Protein gri renklidir, yabanil tip ve mutant tip rezidiiniin yan zincirleri sirasiyla yesil ve kirmizi renk ile
gosterilmektedir.
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A B

Sekil 16. Ug boyutlu gosterimde 600. pozisyonda bir treonin aminoasidinin alanin aminoasidine
dontisiimii (T600A)

A) Protein yapisinda a-sarmal = mavi, 3-sarmal = kirmizi, doniis = yesil, 3/10 sarmal =sar1 ve diizensiz
sarmal = camgodbegi. Kompleksteki diger molekiiller ise gri renklidir. B) Protein gri renklidir, mutasyona
ugramis rezidiiniin yan zinciri magenta rengindedir ve kii¢iik toplar seklinde gosterilmistir.ptk

Sekil 17. T600A polimorfizm bolgesinin yakindan gériiniimii

Protein gri renklidir, yabanil tip ve mutant tip rezidiiniin yan zincirleri sirasiyla yesil ve kirmizi renk ile
gosterilmektedir.
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5.TARTISMA

Bu ¢alismada, SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, Mutation Assessor, SNAP2, I-Mutant
2.0, MUpro ve Project HOPE yazilim araglari kullanilarak PTK2 geninde bulunan yanlis
anlamli SNP’lerin protein yapisi, fonksiyonu ve stabilizasyonu iizerine olasi etkileri
degerlendirilmistir. Proteinin yapisi ve stabilizasyonuna zarar verebilecek bir etkiye
sebep olan hedef SNP’lerin in silico yollarla ortaya ¢ikarilmasi genotipleme
calismalarinda oldukca onem tasir (OZKAN OKTAY,2019). Calismamizda, PTK2
genindeki toplam 85899 SNP’den 634 adedinin aminoasit degisimine sebep oldugu
(yanlis anlamli); bunlardan da rs374415488 , rs199594538 , rs111757839, rs41315637,
rs55903738, rs56051231, rs369459709, rs150410292, rs374480150 ve rs375118877
polimorfizmlerinin zararli etkilerinin olabilecegi tespit edilmistir. Calismamizin
sonuglarindan elde edilen bulgulara gore zararli olan on SNP’ye ait yapilan literatiir

taramalarinda herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Bir polipeptit zinciri {iretildikten sonra, meydana gelen SNP’ler (amino asit
degisimine sebep olan) in vivo aktiviteyi iki ana yoldan etkileyebilir: proteinin molekiiler
fonksiyonunun yonlerini, Ozellikle ligand baglanmasi, kataliz, post-translasyonel
modifikasyon veya allosterik mekanizmalari etkileyebilir ( Yue ve ark.2005). SNP’lerin
in vivo aktiviteyi etkileyebilecegi ikinci yol, protein konsantrasyonunun azaltilmasidir.
Bu, stabilitede bir azalmanin neden oldugu basarisiz bir katlanma veya katlanmamis
protein fraksiyonundaki bir artigla gerceklesebilir. Bu nedenle, polimorfizmler sonucu
olusan stabilite kayb1 ile hastalik oranlari artabilir (Yue ve ark.2005). Calismamizda
kullandigimiz I-Mutant 2.0 ve MUpro yazilim araglar1 ile elde ettigimiz protein
stabilizasyonu tahmin sonuglara gore her iki yazilim aracinda da H89Q, L174V, T600A,
L501V,R919W, D254N ve E338G pozisyonlarindaki aminoasit degisimlerinin proteinde

stabilizasyonun azalmasina sebep olabilecegi belirlenmistir.

Ilave olarak, tek bir baz degisikliginin in vivo bir proteinin islevini etkileyebilecegi
farkli bircok mekanizma vardir. Gen diizenleyici bolgelerdeki degisiklikler, degistirilmis
transkripsiyon oranlarina yol acabilir; transkripsiyonu yapilan mesajdaki degisiklikler,

degismis islemeye, Ozellikle birlestirmeye yol acabilir; mesaj degisiklikleri, 6rnegin
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ikincil yap1 6zelliklerini degistirerek ¢eviriyi etkileyebilir ( Shen ve ark.1999)( Pelletier
ve ark.1987).

SNP sonucu olusan amino asit degisimleri, homooligomerlerin birlesmesine veya
ayrilmasina neden olabilir (Nishi ve ark. 2010). Homooligomer arayiizlerindeki amino
asit degisimleri, bir proteinin fonksiyonel aktivitesini degistirebilir ve ¢esitli hastaliklarda
rol oynayabilir. Ornegin, fruktoz intoleransma yol acan mutasyonlarm, fruktoz-
1,6bifosfat aldolaz A enziminin tetramerini stabilize ettigi ve boylece aktivitesini azalttigi
gosterilirken (Malay ve ark.2005), glutamat reseptorlerindeki bazi degisimler dimer

araylizlerini stabilize edebilir ve duyarsizlasmayi azaltabilir ( Sun Y. Ve ark.2002).

Amino asitlerin boyutlarinda 6nemli bir varyasyon vardir (yani, yan zincir
kalintilarinin uzunlugu ve hacmi). Boyut, yapinin hangi boliimlerinin hangi diger boliime
uydugunun belirlenmesinde de onemli bir rol oynar; bununla birlikte, boyut ve sekil
ozellikleri ¢ogu zaman birgok rezidii tarafindan olusturulan daha biiyilk protein
alanlartyla iliskilendirilir (Biro ve ark.2006). Bu calismada analiz edilen S192P ve
R919W pozisyonlarindaki mutant rezidii, yabanil tip rezidiiden daha biiyiik oldugu igin
bu durum proteinde cikintilara neden olabilir ve baglanti ve etkilesimleri olumsuz
etkileyebilir. Bu ¢alismada degerlendirilen L501V, T600A, H89Q, H89P, L174V, E338G
ve R824C pozisyonlarindaki mutant rezidii ise yabanil tip rezidiiden daha kiigiiktiir ve bu
da etkilesim kaybina neden olan bir diger faktor olabilir

(https://mwww3.cmbi.umcn.nl/hope/).

Hidrofobiklik, yan zincirlerin sudan ne kadar gii¢lii itildiginin bir 6l¢iistidiir. Bir say1
ne kadar pozitifse, amino asit rezidiisii sulu ortamda o kadar fazla olmama egiliminde
olacaktir. Negatif sayilar, hidrofilik yan zincirleri gosterir; daha fazla negatif say1, su i¢in
daha fazla afiniteyi gosterir (Eisenberg ve ark., 1982; Biro, 2006). Bir protein yapisini bir
arada tutan ana kuvvetin hidrofobik etkilesim oldugu tahmin edilmektedir; bir dizide aynm
hidropatiye sahip bir¢ok rezidii, baska bir dizide ayn1 hidropatiye sahip bir¢ok rezidiiyle
etkilesime girer (Yue ve ark.2005). Bu calismada degerlendirilen RO19W, T600A, S192P,
H89P, R824C ve E338G pozisyonlarindaki mutant rezidii yabanil tip rezidiiye gére daha

40



hidrofobiktir. Bu durum, hidrojen baglarinin kaybina ve/veya diizgiin sekilde

katlanmanin yapilamamasina neden olabilir (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/).

Bu ¢alismada analiz edilen, RO19W ve R824C pozisyonlarindaki polimorfizmler
sonucu pozitif yliklii olan yabanil rezidii yiikiinii kaybederek notr olan mutant rezidiiye
dontigmistiir. R919W polimorfizmindeki yabanil rezidii 918. ve 922. pozisyonlardaki
aspartik asit ile tuz kopriisii olugturmaktadir. Yiik farki, orijinal, yabanil tip rezidiiniin
yaptig1 iyonik etkilesimi bozabilecektir. D254N ve E338G pozisyonlarindaki
polimorfizmler sonucu negatif yiiklii olan yabanil tip rezidii yiikiinii kaybederek notr olan
mutant rezidiiye doniigsmiistir. Benzer sekilde, R824C, D254N ve E338G
pozisyonlarindaki yabanil tip reziidiiniin yiik kaybi, diger molekiiller veya rezidiilerle
etkilesim kaybina neden olabilecektir (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/). Hidropati ve
yiik 6zelliklerinin, protein yapilarindaki rezidiilerin konumlarinin belirlenmesinde 6nemli

bir rol oynamaktadir ( Neher E,1994).

S192P, H89Q, H89P, L174V, D254N ve E338G polimorfizmleri proteinin FERM

domaininde bulundugundan dolay1 oldukg¢a 6nemlidir. Polimorfizm, bu domaini

bozabilecek ve iglevini ortadan kaldirabilecek farkli 6zelliklere sahip bir amino asit ortaya
cikarmaktadir (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/). FAK’1in N-terminal alam1 F1, F2 ve
F3 alt alanlarindan olusan FERM domainini igermektedir. P53, Mdm-2 ve biiyiime
faktorli reseptorleri gibi birgok diizenleyici protein, FAK-FERM alanina baglanir. Bu
sebeplerden dolayr FERM alaninda olusabilecek olas1 bir SNP proteinin fosforillenmesi,
katalitik aktivitesi, P53 ve biiylime faktorlerinin baglanmasi gibi dnemli noktalarda

olumsuzluklara sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Golubovskaya ve ark.2005)

(Golubovskaya ve ark.2008)( Lim ST ve ark.2008) .

L501V polimorfizmi, bir protein kinaz domaininin igerisinde lokalize oldugu icin
polimorfizm, bu alan1 bozabilecek ve islevini ortadan kaldirabilecek farkli 6zelliklere
sahip bir amino asit ortaya ¢ikarabilir. Kinaz alani, FAK'in kinaz aktivitesi i¢in kritik olan
Y576 / Y577 tirozinlerine sahiptir (Hyunho Yoon ve ark. 2015). Ek olarak, L501V

pozisyonunda yabanil tip ve mutant tip rezidiiler arasindaki farkliliklar, niikleotid
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("ATP") ile etkilesimlerin kolayca kaybina neden olabilir. Bu degisim, proteinin islevini

dogrudan etkileyebilir (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/).

Gen-gen etkilesim sonuglarina gére PTK?2 geninin 20 gen ile iliskisine bakildiginda,
bu genler arasinda 325 baglant1 oldugu tespit edilmistir. GeneMANIA yazilimindan elde
edilen gen-gen etkilesim sonuglari, PTK2 geninin en fazla etkilesimde oldugu ilk 5 genin
PXN, BCAR1l, RAP1B, VCL ve UNC5C oldugunu  gostermistir
(https://genemania.org/search/homo-sapiens/ptk2/). GeneMANIA ile elde edilen bilgilerin de
1s18inda PTK2 geni ve PTK2 geninin yakin etkilesimde oldugu genler hiicrematris yapigsmasi ve
hiicre-hiicre yapismasi ile ilgili oldugu tespit edilmistir. Bu sonuclar dogrultusunda PTK2
geninde olusabilecek yanlis anlamli tek niikleotit polimorfizmleri hakkinda bilgi elde etmek
hiicre-hiicre ve hiicre matris yapigsmalari ve ayn1 zamanda metastaz yapan kanser hiicresinin

adezyon mekanizmasi1 hakkinda yapilacak calismalara fayda saglayabilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Amino asit degisimlerinin protein fonksiyonu ve yapisindaki etkilerini agiga
cikarmak, tek niikleotid polimorfizmlerinin olusturdugu insan hastaliklarina yatkinlikla
ilgili karisik mekanizmalar1 ¢ozmek i¢in biliyiilk 6neme sahiptir. Bir protein i¢indeki
onemli bolgelerde ortaya c¢ikan amino asit degisimleri, tuz kopriilerinin bozulmasi,
etkilesim aginin degistirilmesi, hidrojen baglarinin kirilmasina da neden olan bir dizi
konformasyon degisikligi ile sonuglanabilmektedir. Bu degisimler, proteininlerin enerji
seviyelerinin bozulmasina, proteinin katlanma kinetiginin etkilenmesine, proteinin
kiimelesmesine ve proteinin stabilizasyonunun dagilmasina neden olabilmektedir.
Ozellikle tek gen hastaliklarmin ¢ogunda amino asit degisimlerine sebep olan tek
mutasyonlarin neden oldugu ve protein stabilitesi degisikliginin hastaliklara sebep olan

ortak bir mekanizma oldugu bilinmektedir.

Calismamizda ortaya c¢ikan sonuglar PTK2 geni ile alakali yapilacak olan
genotipleme arastirmalarma, SNP se¢imi ve deney tasarimi asamalarinda faydali
olabilecegi diistiniilmektedir. Literatiir incelendiginde genlerdeki SNP’lerin in silico
analizlerine ait yapilan tahmin ¢alismalarmin kisith oldugu ve bu nedenle, gelecek
zamanda gerek deneysel gerekse in silico ¢alismalarin yapilmasit gerektigi
diistiniilmektedir. Bu tez caligmasinda tiim programlar tarafindan protein yapisi,
fonksiyonu ve stabilizasyonu iizerine 10 SNP’nin yiiksek riskli olabilecegi tahmin

edilmistir. Gelecekte, bu SNP’lerin etkilerinin aragtirilmasi i¢in deneysel ¢aligsmalarin

yapilmas1 6nerilmektedir.
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