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OZET

SPINAL MUSKULER ATROFIDE (SMA) BAZI GENLERIN, TEK
NUKLEOTID POLIMORFIZMLERININ (SNP) IN SILICO OLARAK ARASTIRILMASI

Spinal Muskiler Atrofi (SMA) hastaliginin, hayatta kalma motor néronlarindan olan SMN (Survival
Motor N6ron) proteininin eksilmesi ile karakterize néromuskuler bir bozukluk oldugu bilinmektedir. Motor
ndrondaki dejenerasyon, kaslarda zayiflama ve ilerleyen evrede felg ile kendini gésteren, oldukga hizli bir
bigcimde bebeklik ve erken ¢ocukluk déneminde &liimle sonuglanabilen, Otozomal resesif gecis gosteren
pediatrik nérolojik bozukluk oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir.

Bu aragtirmada SMA hastalig: ile iliskilendirilen SMN gen ailesi Uzerinden dolayr olarak spinal
muskdler atrofide etki eden genlerden olan POP7 ve GEMING genlerinde bulunan yanls anlamli (missense)
SNP’lerin protein yapist ve stabilizasyonu Uzerindeki etkilerinin in silico yontem kullanilarak
belirlenmesini amaglanmigtir. POP7 ve GEMING genine ait toplam SNP ve missense SNP bilgilerine NCBI
dbSNP veri tabanmdan ulagilmigtir. Zararl oldugu diisiiniilen tek niikleotid polimorfizmlerin tespiti igin
SIFT, PolyPhen-2, PHD-SNP, Meta-SNP, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2 yazilim araglarindan
yararlanilirken, protein stabilizasyonunda ki degisimlerin tespiti igin I-Mutant ve MUpro yazilim araglar
kullanilmistir. Yabanil ve mutant tip proteinlerin ti¢ boyutlu olan modellemelerinin yapilabilmesi i¢in
Project HOPE yazilim aracindan faydalanilmistir. GeneMANIA ile belirledigimiz genlerden gen-gen
etkilesimlerine bakilmistir. STRING yazilimi ile protein-protein etkilesimleri hakkinda veri saglanmustir.
ConsSurf ¢evrim igi yazilim aract bir amino asidin makro molekiillerindeki evrimsel korunma derecesini
tahmin etmede kullanilan in silico bir arag olarak veri saglamigtir. Missense SNP’lerden zarar verici etkiye
sahip olanlarin belirlenebilmesi i¢in SIFT, PolyPhen-2 (Hum-Var ve Hum-Div), PHD-SNP, Meta-SNP,
PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2 olmak tizere tarama yapilan 7 programdan 8 sonug¢ (PolyPhen-2 Hum-
Var ve PolyPhen-2 Hum-Div) elde edilmis olup bu sonuglardan 7 ve Uzeri ortak zarar verici olanlar
stabilizasyon ve modelleme asamasina dahil edilmistir. Sonug olarak POP7 geni i¢in toplam 1671 SNP’nin
147 tanesinin missense SNP oldugu bilgisine ulagilmigtir. Fonksiyonel analizler i¢in taranmig olan
programlar sonucu ortak zarar verici olan 10 adet missense SNP ¢evrim i¢i yazilim araglari ile
belirlenmistir. GEMING igin 4522 SNP igerisinden 217 tanesinin missense SNP oldugu bilgisine
ulagilmustir. Fonksiyonel analizler igin taranmis olan programlardan ortak zarar verici olan 35 adet missense
SNP ¢evrim i¢i yazilim araglari ile belirlenmistir.

Bu ¢aligma in silico arastirmalar sonucu SMA hastaliginda POP7 ve GEMING genlerinde yer alan tek
niikleotid polimorfizmlerinin protein yapisindaki zararli etkisi Uzerine veri saglamaktadir. Aragtirma ilerde
yapilabilecek genotipleme g¢alismalarinda ve bunun yani sira SNP seciminde ve deney tasarlamalarinda
kullanilabilmekle birlikte ayni zamanda ileride yapilacak SMA hastalifiyla ilgili calismalara katki

saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tek Nikleotid Polimorfizm (SNP), POP7, GEMINS, in silico, Spinal Muscular Atrofi



ABSTRACT

IN SILICO INVESTIGATION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNPs)
OF SOME GENES IN SPINAL MUSCULAR ATROPHY

It is known that Spinal Muscular Atrophy (SMA) is a neuromuscular disorder characterized
by the depletion of the SMN (Survival Motor Neuron) protein, which we call survival motor
neuron. Studies have shown that it is an autosomal recessive pediatric neurologic disorder that
manifests itself with motor neuron degeneration, weakening of the muscles and paralysis in the
progressive stage, which can result in death in infancy and early childhood.

In this study, it was aimed to determine the effects of the missense SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) found in the POP7 and GEMING6 genes associated with SMA disease, on the
protein structure and stabilization by using in Silico method. SIFT, PolyPhen-2, PHD-SNP,
MetaSNP, PROVEAN, SNPs & GO and SNAP2 software tools were used to determine single
nucleotide polymorphisms that were considered harmful, while I-Mutant and MuPRO software
tools were used to determine changes in protein stabilization, as well as Project HOPE software
tools to perform three-dimensional modeling of wild and Mutant type proteins. Links Dec
GeneMANIA and disease-related genes have been identified. Data on Protein-Protein interactions
were provided with String software. The CONSURF online software tool has provided us with
data as an in silico tool used to estimate the degree of evolutionary conservation of an amino acid
in its macromolecules. When we looked at the result analysis, it was found that 147 of the 1671
SNPs for the POP7 gene were missense SNPs with information obtained from the NCBI dbSNP
database. At the same time, it was determined that 10 SNPs in the POP7 gene were harmful from
the programs looked at, while 6 of the 7 programs were found to be common pests for the POP7
gene. In addition, 217 of the 4522 SNPs for GEMING6 were shown to be missense SNP by the
information taken from the NCBI dbSNP database, and 35 common pests for the GEMING gene
were detected by online programs and SNP determination was determined by Silico methods.
The in silico analyses performed in this study provide data on Single nucleotide polymorphisms
in the POP7 and GEMING genes associated with Spinal Muscular Atrophy disease, which may
have a detrimental effect on protein structure, and Single nucleotide polymorphisms. It is believed
that this research will be used in genotyping studies that can be carried out in the future, as well

as in SNP selection and experiment design, as well as contribute to future studies on SMA disease.

Keywords: Single Nucleotide Polymorphism (SNP), POP7, GEMING, In silico, Spinal Muscular
Atrophy
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1. GIRIS

Spinal Muskdler Atrofi (SMA) hastaliginin, hayatta kalma motor néron dedigimiz
SMN (Survival Motor No6ron) proteininin eksilmesi ile karakterize néromuskiler bir
bozukluk oldugu bilinmektedir. Motor noérondaki dejenerasyon, kaslarda zayiflama ve
ilerleyen evrede felg ile kendini gosteren, oldukg¢a hizli bir bicimde bebeklik ve erken
cocukluk déneminde 6lumle sonuglanabilen, otozomal resesif gegis gosteren pediatrik
norolojik bozukluktur (Pearn ve Wilson, 1973; Pearn, 1978; Lefebvre ve ark., 1997).
SMA hastalig; Tip-1, Tip-2, Tip-3, Tip-4 olmak (zere dort evreye ayrilip
incelenmektedir (Snyder ve ark., 2010a).

SMN temel hiicresel proteinlerdendir. 38 kDa SMN proteini sitoplazmada oldugu
gibi bir¢ok hiicre tipinin ¢ekirdeginde eksprese edilmektedir. Bunun yani sira RNA
metabolizmasinin birgok yoniine katilmaktadir (Burghes ve ark., 1994). Protein, Gemin
proteinleri ile SMN kompleksinin bir par¢asi olmakla birlikte SNRNP kiciik nikleer
riboniikleoprotein biyogenezinde ve mRNA 0Oncesi eklemede 06nemli gorevler
uslenmektedir (Yong ve ark., 2002; Buhler ve ark., 1999; Carissimi ve ark., 2006). RNase
P, adiyla adlandirilan ve riboniikleaz p protein diye isimlendirilen ana islevi oncii
tRNA'larin ucundan 5' lideri ayirmak olan hemen her yerde bulunan bir
endoriboniikleazdir (Altman ve Kirsebom, 1999). Okaryotik RNase P'de RNA'nin gii¢lii
bir sekilde one ¢iktigimi ve bilesen de Katalizden sorumlu oldugunu gosterir. Gergekten
de son bulgular 6karyotik RNase P, RNA'nin tek basina substratini spesifik olarak
baglayabildigini (Marquez ve ark., 2006) ve c¢ok diisilk verimlilikle de olsa
katalizlenebildigini gostermektedir (Kikovska ve ark., 2007). POP7 geni Ribonikleaz P
protein alt birimi p20 diye adlandirilan ve insanlarda POP7 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir. SMA hastaliginda SMN gen ailesi iizerinden dolayli yoldan etki etmektedir.
GEMING; Gem ile iliskili protein 6, SMA hastaligini tetikleyen SMN gen kompleksi
spliceosome’un yap1 taslar1 olan snRNP’ler de katalizor gorevi iistlenmektedir. Hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdege lokalize olan ve kii¢lik niikleer riboniikleoproteinlerin
(snRNP'ler) sitoplazmik diizeneginde rol oynayan biiyiik bir makromolekdiler kompleksin

pargasidir.



1.1. Cahsmanin Amaci

Bu arastirmada SMA hastaliginda POP7 ve GEMING genlerinde bulunan yanlis
anlaml1 (missense) SNP’lerin protein yapisi ve stabilizasyonu Uzerindeki zararli oldugu
diistiniilen etkilerini, ii¢ boyutlu modelleme sonuglarini, ayrica gen-gen etkilesimlerini,
protein-protein etkilesimlerini ve evrimsel korunum analizlerini in silico ydntem
kullanilarak analiz etmek amaglanmistir. POP7 ve GEMING genlerinde bulunan missense
SNP’ler NCBI dbSNP veri tabanindan faydalanilarak elde edilecektir. Zarar verici
SNP'lerin biyoinformatik yontemler ile analizi ¢evrimig¢i yazilim araglarindan (SIFT,
PolyPhen-2, PHD-SNP, Meta-SNP, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2) kullanilarak
gerceklestirilecektir. TUm bu yazilim araglarindan elde edilen sonuglar degerlendirilip
zararli SNP’ler belirlenerek, ortak zarar verici olanlarin stabilizasyon (I-Mutant ve
MuPro) ve modelleme (Project HOPE) analizlerinin yapilmasi, ayrica gen-gen
etkilesimleri (GeneMANIA), protein-protein etkilesimleri (STRING) ve evrimsel
korunum (ConSurf) bilgilerine ulasmak i¢in biyoinformatik yazilim araglarindan

faydalanilmasi amaglanmaistir.

1.2. Cahsmanin Onemi

Bu ¢alismada in silico yontemlerden faydalanilmis ve Spinal Muskuler Atrofi (SMA)
hastalig1 ile ilgili gen ailesi iginde yer alan Survival Motor N6ron (SMN) gen ailesi
iizerine etki eden ve bu sayede SMA hastaligimi tetikleyen genlerden olan POP7 ve
GEMING {izerine c¢alismalar yapilmis ve missense SNP’ler iizerinde arastirmada
bulunulmustur. POP7 ve GEMING genlerinde bulunan zarar verici SNP’lerin bilinmesi

ileride yapilabilecek in vitro ve in vivo arastirmalara 151k tutabilecegi ongoriilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Polimorfizm

Bireylerin ve popiilasyonlarin arasindaki genetik farkliligin nedenlerine polimorfizm
demekteyiz. Genomdaki niikleotid degisiklikleri popiilasyonda %1’in altinda olmasina
mutasyon %1’in istiinde olma durumuna ise polimorfizm demekteyiz. DNA
polimorfizminde ortalama 500 niikleotidde bir ortaya ¢iktig1 goriilmekte ve bu
degisiklikler genlerin protein kodlayan ve protein kodlamayan bolgelerinde
goriilmektedir. Popiilasyonlar arasindaki DNA dizisindeki farklilik, bireyler ve gruplar
arasmda ki farlilig1 olusturmakta bu duruma da ‘Genetik Polimorfizm’ demekteyiz. Bu
polimorfizmler viriisler, radyasyon gibi dis etkiler ile olabilirken zaman igerisinde
kediliginden de olabilmektedir. DNA dizisinde ki bozulma hastalikla iliskilendirilirse
genelde genetik mutasyon diye adlandirilmaktadir. Dis etken bagimli DNA dizi
degisiklikleri genellikle mutasyon olarak adlandirilmaktadir. Polimorfizmler mutasyonlar
aracilig1 ile ortaya ¢ikmaktadir. Mutasyon bir niikleotidden diger bir niikleotid tipine
ekleme, silme veya niikleotidlerin yeniden diizenlenmesinden kaynaklanabilmektedir.
Polimorfizmler kalitsal olabilecegi gibi ebeveynden ¢ocuga gecebilmektedir.
Polimorfizmler kendi icerisinde dérde ayrilmaktadir (Aksoy ve Soydemir , 2017).

RPLF (Restriction Fragment Length Polymorphism): Smirlayici enzim parga
uzunlugu polimorfizmi, bu polimorfizim ¢esidinde restriksiyon (kisaltma) gorevli belli
endoniikleaz enzimlerinin (EcoRI, Pstl, Bglll gibi) DNA parcalarim1 olusturmasi ile
belirlenen genetik birgok g¢esitlilik saglamaktadir. Homolog DNA dizilerindeki bu
farklilik, DNA'nin restriksiyon enzimleriyle parcalanmasi ve ardindan isaretlenerek
analizinin yapilmasi ile tespit edilir.

VNTR (Minisatellitler; Variable Numbers of Tandem Repeats): Degisken sayida
tandem tekrarlar, VNTR insan genomundaki farkli sayida birbiri ardina tekrarlayan
bolgelere verilen addir. Bunlarin daha kisa tekrar gruplarindan olusan alt gruplarma ise
STR ad1 verilmektedir. Genellikle 2-6 b¢ (baz ¢ifti) uzunluktaki ¢ekirdek Gnitenin 10-50
kez ardi ardina tekrarindan olusan ve siklikla toplam olarak 100-400 baz cifti
uzunlugundaki DNA tekrar iiniteleridir. Ilk kez 1991 yilinda Edwards ve arkadaslar1
tarafindan tanimlandiktan kisa siire sonra genis kullanim alan1 bulmus ve birbiri ardina

cok sayida yeni STR lokusu tanimlanmigtir (Edwards ve ark., 1991).



STR (Short Tandem Repeats): Kisa tandem tekrarlar tekrar eden birimlerden (2-6 bp)
olusan genomik DNA dizileridir. Okaryotik genomlarda, STR'ler kodlama yapmayan
bolgelerde yaygin olarak bulunmaktadir ve ortak baskin kalitim, yiiksek polimorfizm
seviyeleri, yuksek guvenilirlik ve iyi tekrarlana bilirlik 0zellikleri ile adli analizlerde
kullanilabilmektedir. STR, babalik testi, adli tip alaninda kisisel tanimlama ve kanserli
dokularin analizinde kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2018).

SNP (Tek Nukleotid Polimorfizm): DNA sekanslarinda tek bir niikleotidin (A, T,G,S)
farkli olmasmdan kaynaklanmaktadir. Bazi SNP’ler genin aktivitesini degisime
ugratabilmektedir. Hastaliklara yatkinlik ve ila¢ cevabinda major etkiye sahiptir. Sessiz
SNP (nonsense SNP) denilen grup gen fonksiyonlarini etkilemezler ve SNP’lerin biiyiik
bir kismi1 bu grupta yer alir. Bazi SNP’ler ise protein fonksiyonunu etkilemektedir. Direk
etki gosterenler genellikle aminoasit dizisini degistirirler. Indirekt etki eden grup ise

regulator dizinin fonksiyonunu degistirmektedir.

2.2. Tek Nukleotid Polimorfizm (SNP) Hakkinda Tanimlamalar

Bireylerin ve popiilasyonlarin arasindaki genetik farkliligin nedenlerine polimorfizm
demekteyiz. Genomdaki niikleotid degisiklikleri popiilasyonda %1’in altinda olmasina
mutasyon %1’in istiinde olma durumuna ise polimorfizm demekteyiz. Tek nikleotid
polimorfizmi ise DNA iizerinde her 2000 ila 2500 bazda bir gézlemlenmesi olayidir.
Polimorfizm bir¢ok farki seviyede incelenebilirken daha g¢ok gen/alel seviyesinde
incelenmektedir. Her gende 2 olasi kopya mevcuttur ve bunlar1 alel olarak isimlendiririz.
Kromozomlarin iizerinde bu aleller farkli deger alabilmektedir. Piirin bazinin diger bir
plirin bazma doéniisiimii bir ¢esit kimyasal mutajen olarak nitelendirilen baz analoglar1
tarafindan yapilan mutasyon ¢esidine transisyon demekteyiz. Piirin yerine baska bir piirin
gecisinde oldugu gibi pirimidin yerine de baska bir pirimidinin ge¢mesi ile de
olusabilmektedir. Transversiyon olayinda ise piirin bazlarimin herhangi birinin pirimidin
bazma donisimiinii ifade etmektedir. Tek nikleotid polimorfizminde DNA
sekanslarinda tek bir niikleotidin (A,T,G,S) farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Bazi
SNP’ler genin aktivitesini degisime ugratabilmektedir. Hastaliklara yatkinlik ve ilag
cevabinda major etkiye sahiptir. Sessiz SNP (nonsense SNP) denilen grup gen
fonksiyonlarmi etkilemezler ve SNP’lerin biiyiik bir kismi bu grupta yer alir. Bazi
SNP’ler ise protein fonksiyonunu etkilemektedir. Direk etki gosterenler genellikle amino

asit dizisini degistirirler. indirekt etki eden grup ise regiilatér dizinin fonksiyonunu



degistirmektedir. Cesitli hastaliklara 6zgli SNP profilleri olusturulabilmekte olup bu
profillerden faydalanilarak hastaliklara yatkinlik taramasi yapilabilmektedir. SNP tayini
icin bircok cevrimici veri tabanlart mevcuttur. SNP’lere baktigimiz da amino asit
dizisindeki degisimlere neden olduklarindan otiirii 6nem arz etmektedirler. Tek niikleotid
polimorfizmleri insan popiilasyonlarinda kodlanmis proteinlerin  fonksiyonel
cesitliliginde onemli rol tistlenmekte ve bir¢ok hastalikla baglantili oldugu muhtemeldir.
SNP’ler proteinde ¢Oziiniirlik indeksini degistirerek protein fonksiyonunu ve
transkripsiyon gibi faktorlerde etkili olup gen dlzenlenmesini etkileyebildigi
bildirilmistir (Brijesh ve Mistry, 2014).

2.3. Spinal Muskdler Atrofi (SMA)

Spinal Muskdler Atrofi (SMA) omurilikte bulunan alfa motor noéronlarda
dejenerasyonu ile kendini gosteren ve ilerleyici boyutlara varan proksimal kaslarda
zayiflik ile karakterize bunun sonucu fel¢ ile sonuglanabilmekte olan ciddi bir
noromiiskiiler hastalik grubundandir. 1890’11 yillarda Werdnig ve Hoffmann tarafindan
tanimlandig1 bilinmektedir (Werdnig,1891; Hoffmann 1893). 1995 yilina gelindiginde
genetik bilimiyle beraber SMA hastaliginda gorev tistenen SMN geninin tanimlanmasiyla
ve 5011.2-q13.3 bolgesine lokalize oldugu tespit edilmistir (Lefebvre ve ark., 1995).
Spinal Muskuler Atrofi hastaligi, kistik fibrozisten sonra en sik rastlanilan 6liimciil
otozomal resesif hastalik grubundadir. Insidansma baktigimizda 6000 ila 10000 de 1,
tasiyicilik sikligi ise 40 ya da 60 da 1°dir (Ogino ve ark., 2002; Snyder ve ark., 2010b).
Spinal Muscular Atrofi baslangi¢ yas1 bakimindan ve eldeki veriler 1s181nda dort fenotipte
smiflandirilmaktadir (Munstat ve Davies, 1992).

Tip-1 SMA’Ii bireyler incelendiginde; kaslarda ciddi zayiflik, buna bagl olarak
hareketlerde zayiflik, yemek yeme sorunlari, kisinin bilingli eylemlerini saglayamama,
ayni1 zamanda kisinin nefesini kontrol edememesi sonucu nefes alamamaya bagli olarak
nefessizlikten dlumler genellikle birka¢ yil iginde kendini gostermektedir. SMA Tip-1
i¢in bu grup SMA tanisi konulan grubun yaklasik %50’sini olusturmakta ve Tip-1 de yer
alan hastalar hastalig1 en agir gegiren grupta yer almaktadirlar. Bu grup en yaygin gériinen
gruptur. SMA Tip-1 tanih bebeklerin hastalikla ilgili belirtileri genellikle 6 ayliktan 6nce
kendini gostermektedir. Bu grup en siddetli agrilarin oldugu grup olmasi dolayisiyla tani
konulan bebekler desteksiz oturamamakla birlikte herhangi bir miidahale olmamasi
durumunda ilk iki y1l i¢erisinde 6liimle sonuclanabilmektedir. Bu hastalar incelendiginde

derin hipotoni ve bas kontrolsiizliigii goriilmekte. En siddetli formlarinda kisitlanmis



intrauterin hareketler, hastaligin dogumdan o6nce olustugunu diisiindiirmekte. Tip-1
SMA’l1 bireylerin bazilar1 dogustan kemik kiriklarina ve ince kaburgalara sahip
olabilmektedir (MacLeod ve ark., 1999; Dubowitz, 1999; Felderhoff ve ark., 2002).
Tip-2 SMA incelendiginde ¢ogunlukla 18 aymi tamamlamamis bebeklik doneminde
hastalik kendini gostermekte. Tip-2 SMA hastalar1 genellikle oturabilmekte iken
yuriimede zorluk cekerler nefes alma sikintilar1 oldukga yiiksek olmakla birlikte 6ltimler
daha erken kendini gostermektedir. Genellikle 7 ila 18 aylik siire¢ de baslangig
goOstermektedir. Kifoskolyoz durumu olduk¢a yaygindir ve zayif yutkunma durumu
kendini gosterebilir fakat ¢ok yaygin degildir (Messina ve ark., 2008).

Tip-3 SMA hastaliginin en hafif etkilendigi seklidir. Semptomlar 18 aydan Once
genellikle kendini gostermemektedir. Tip-3 SMA’l1 ¢ocuklar ilk zamanlar kendi baslarina
ayakta durabilir ve yiiriiyebilirken ilerleyen zamanlarda kaslardaki zayiflama bu yetilerini
onlardan almaktadir. Bu hastaliga Kugelberg-Welander hastali§i da denilmektedir. Bu
grup klinik agidan daha heterojen hastalar1 barmdirmaktadir. Bebeklik dénemlerinde
genellikle proksimal kas zayifligi kendini gostermektedir. Bazi hastalar tekerlekli
sandalyeye muhtag¢ olabilirken diger bir grup hafif kas zayiflig1 icerisinde hayatlarina
devam edebilmektedir. Baz1 hastalarda siklikla kas zayifligina bagli olarak skolyoz,
obezite ve osteoporoz gibi durumlar kendini gésterebilmektedir (Zerres ve ark., 1997).
Tip-4 SMA daha ¢ok ergin ¢agda kendini gostermektedir, diger tiplere gore daha nadir

rastlanilan durumdur, kaslardaki zayiflama ¢ok fazla olmadigi i¢in yasami olumsuz

etkilemez.
2.4. POP7
Sekil 1. POP7 geni 3 boyutlu gériintiisi (GENECARD)
Chr 7
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Bu gen Riboniikleaz P RNA baglanma aktivitesini etkinlestirmektedir. Bunun yani
sira Riboniikleaz P aktivitesine katkida bulunmaktadir. Tasiyict RNA 5°-liderinin
cikarilmasinda yer almaktadir. POP7 geni niikleolde konumlanmistir. Ribontkleaz P
protein alt birimi p20, insanlarda POP7 geni tarafindan kodlanan bir
enzimdir(GENECARD).



2.5. GEMING

Sekil 2. GEMING geni 3 boyutlu goriintiisi (GENECARD)

Chr 2

o B T T o B < Mmoo o [} oM o MO0 o - M o= M HMOA M
0w =T =M o = w0 w = o~ - -t M T o [ I B - - o - o o ) O DWW
N N o o = b= p=] ~ - = | E= == - | O & NN M [vr] QoM @ O®0mon O
Q 9o o9 o o o o o o L g 2 i 4 o o oooDoD T [~ oo oo o oToDoT T

GEMING6 sitoplazmada ve  ¢ekirdekte lokalize olmus, kiicik niikleer
riboniikleoproteinlerin  (snRNP) sitoplazmik diizeneginde rol alan biiyliik bir
makromolekuler kompleksin pargasidir. GEMING; Gem ile iliskili protein 6, SMA
hastaligini tetikleyen SMN gen kompleksi spliceosome’un yapi taglari olan snRNP’ler de
katalizOr gorevi iistlenmektedir. Hem sitoplazmada hem de ¢ekirdege lokalize olan ve
kiglik ntkleer ribontikleoproteinlerin (SNnRNP'ler) sitoplazmik diizeneginde rol oynayan
biyuk bir makromolekiiler kompleksin pargasidir (GENECARD).

2.6. Biyoinformatik Araclar

Biyoinformatik genel olarak biyolojik caligmalar sonucunda aciga c¢ikan bilgilerin
saklanabilmesi i¢in veri tabanlarinin olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Bir bilgisayar
programi olan veri tabani ile bilgilerin toplanip degerlendirilebilmesi oldukga pratik hale
gelmektedir. Cevrim i¢i yazilim araglar1 ve bu araclarin barmndirdigi veri tabanlari
icerisinde depolanan bilgi y1§ini igerisinden gerekli verinin olduk¢a kolay bir sekilde
ulasilmasini saglamaktadir. Tek nikleotid polimorfizminde arastirmalar sadece in vitro
ve in vivo ortamda degil bunlarm yani sira in silico dedigimiz ¢evrimigi yazilim araglari
ve veri tabanlarindan faydalanilarak islem yapilmaktadir. In silico ortamda yapilan
arastrmalar arastirmaciya ciddi dlglide zaman kazandirmaktadir. Insan genomuna
bakildiginda oldukca biiyiik sayida genetik polimorfizm igerigi goriilmekte olup bu
durum hastaliga yatkinlhk, kisisellestirilmis ilag gibi tespitler igin arastirmalar
gerekmektedir (Cargill ve Altshuler, 1999). Bu sebeple in silico yontemler belirli
algoritmalar kullanarak zararli SNP'leri nétr olanlardan ayirmak i¢in uygun
biyoinformatik araglardan faydalanilmaktadir ~(Rozario ve Sharker, 2021).
Biyoinformatik bilim dalinda veri eldesi ve yorumlamasi i¢in hesaplama ve analiz
araglarindan faydalanilir. Biyoinformatik, modern biyoloji biliminde verilerin depo
edilmesi istenildiginde veri tabanindan alinmasi ve islenmesi yorum ve analizi igin

gereklidir.



3. MATERYAL METOT

3.1. Arastirma Sekli

Bu tez calismasinda Spinal Muskiiler Atrofi hastaliginda etki gosteren POP7 ve
GEMING genlerinde yer alan SNP’lerin in silico ¢alismalari i¢in kamuya agik ve
¢evrimigi yazilim araglar1 kullanilmistir. Bu yazilim araglarinda; missense SNP’lerin
in silico analizleri, zararli oldugu tahmin edilen missense SNP’lerin protein
stabilizasyonuna etkileri, zararli oldugu tahmin edilen varyasyonlarin ii¢ boyutlu
modelleri ayrica gen-gen etkilesimleri, protein-protein etkilesimleri, amino asit
degisimlerinin yer aldig1 pozisyonlarin evrimsel korunma derecelerinin tahmini icin

biyoinformatik araclardan yararlanilmistir (Sekil 3).

VERI ELDESI _' NCBI (dbSNP) H UniProt I

In Silico _| SIFT H PolyPhen-2 H PHD-SNP H Meta-SNP
Yerdun Araglae _1 PROVEAN H SNPs&GO H SNAP2 I

Sh:ll’;:i': —{ I-Mutant H MuPRO |

Ug Boyutlu
Modelleme

Project HOPE

Gen-Gen
Etkilesimi

Protein-Protein
Etkilesimi

Evrimsel
Filogenetik
Analiz

Sekil 3. Calisma Akis Diyagrami
3.2.Veri Eldesi Araglan

Veri eldesi igin NCBI ve UniProt veri tabanlarindan faydalanilmigtir. NCBI dbSNP
veri tabanindan genlerdeki toplam SNP sayilari, missense SNP sayilari, SNP ID bilgileri,
pozisyonu, niikleotid ve amino asit degisimi bilgileri elde edilmistir. Proteinlerin FASTA

formatli amino asit dizileri ise UniProt veri tabanindan temin edilmistir.



3.2.1. NCBI

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), 4 Kasim 1988 yilinda Ulusal Tip
Kituphanesinin (NLM) bir bolimi olarak hizmete agilmistir. Bu platform biyoloji,
molekiiler biyoloji, genetik, biyokimya gibi alanlarda bilgilerin islenmesinde ve
depolanmasinda otomatik sistemler olusturmaktadir. NCBI veri tabani, bilgisayar tabanli
verilerin analizinde ve molekiillerin yapisinin tayininde ve bilgilerin toplanarak koordine

edilmesinde kullanilabilmektedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2.2. NCBI dbSNP

Yaygin olarak dbSNP olarak bilinen NCBI kisa genetik varyasyon veri tabani
(dbSNP), insanlar i¢in niikleotid dizilerindeki kisa varyasyonlari kataloglar. Tek
nikleotid polimorfizm veri tabani (dbSNP), Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
(NCBI)’1n bir uzantisidir. Birgok organizma i¢in kamu laboratuvarlar1 ve 6zel kurumlar
tarafindan olusturulan verileri iceren bir veri tabamidir. dbSNP, tek niikleotid
polimorfizm’lerini (SNP) icermektedir. Bunun yaninda kisa tandem tekrarlar1 (STR) gibi
farkl1 DNA polimorfizm cesitlerini, kiigiik eklemeler ve silmeler ve mikro uydular gibi

farkli varyasyon ¢esitlerini de igermektedir (Bhagwat, 2010).

3.2.3. UniProt

UniProt kapsamli, yiiksek kaliteli ve serbestge erisilebilir bir protein dizisi ve islevsel
bilgi kaynagi saglamaktir. Genlerin FASTA formatindaki protein dizilerine ve erigim
numaralarma UniProt ’tan ulasilmistir. Tek bir veri tabani icerisinde gilincel ve genis
protein bilgilerini icermektedir. UniProt veri tabaninda 3 alanda arama yapilabilmektedir.
Dizi benzerligi aramasi igin " BLAST’, ¢oklu dizi hizalamasi igin >’ ALIGN”’ ve UniProt
araciligl ile alman verilen harici veri tabanlarina doniistirmek igin ‘’Retrieve/ID

Mapping’’ kullanilabilmektedir (Pundir ve ark., 2016).

3.3. Missense SNP’lerin Fonksiyonel Analizi

POP7 ve GEMING genlerinde yer alan SNP’lerin protein yapis1 ve fonksiyonu lizerine
olasi zararl etki eden missense SNP’leri belirlemek igin SIFT, PolyPhen-2 (Hum-Var ve
Hum-Div), PHD-SNP, Meta-SNP, PROVEAN, SNPs&GO ve SNAP2 yazilim araglar1

kullanilmigtir



3.3.1. SIFT

SIFT (Sort Intolerant from Tolerant), amino asit dizisindeki yer degisimlerinin neden
oldugu protein fonksiyonundaki ‘tolere edilebilir’ ve ‘tolere edilemez’ degisiklikleri
Ongoren bir algoritma programidir (Henikoff, 2003). Tahmin puani 0 ile 0,05 arasinda
degisiyorsa bir ikamenin "zararli" oldugu ve tahmin puani 0,05'e esit veya daha biiyiikse

"tolere edilebilir" oldugu tahmin edilmektedir (Sim ve ark., 2012).

3.3.2. PolyPhen-2

PolyPhen-2 yazilim araci aminoasidin insan proteininin yapisi ve islevi lizerindeki
tahmini bir etkiye sahip olup olmadigint gosteren bir ¢evrim i¢i yazilim programi olup
nadir gorilen varyantlarda buytk veri kiimelerini yorumlayabilen programdir. Bu sayede
oldukc¢a fazla olan veri yigin1 igerisinde analiz yapar ve “Muhtemelen zararli”, “Olas1
zararli” ya da ‘Tolere edilebilir’ seklinde yorumlamalar yapan veri kiime programidir
(Adzhubei ve ark., 2012).

3.3.3. PHD-SNP

PHD-SNP; protein sekans bilgisinden yola ¢ikarak, bir yanlis anlamli SNP'den
turetilen yeni bir fenotipin insanlarda genetik bir hastalik ile iliskili olup olmayacagini
tahmin edebilen destek vektor makinelerine (SVM'ler) dayali bir yontem olup sunucusu,

dizilerin evrimsel bilgilerinin yardimiyla ¢alismaktadir (Capriotti ve ark., 2006).

3.3.4. Meta-SNP

Hastaliga neden olan varyantlarin bulunmasinda oOnciilik eden c¢evrimigi bir
yazilimdw. Hastalik ile iligkili tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler)
tanimlanmasinda etkilidir. Birden fazla calismanin sonuclarini birlestiren, 6rneklem

biiylikligiinii artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir (Evangelou & loannidis, 2013).

3.3.5. PROVEAN

PROVEAN (Protein Varyasyon Etkisi analizorl), hizalama skoru yaklasimina dayali
olarak amino asit ikamesinin olasi etkisini tahmin eden bir algoritmadir. Bu yazilim aract,
onceden belirlenen bir esik sistemine dayali olarak zararli ya da zararsiz olarak
tahminlerde bulunur. Bu yazilim aracinda varsayilan esik degeri -2,50 olup bu esigin

altindaki puanlara sahip olan degisimler zararli olarak siniflandirilmaktadir. Bu esik
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degerindeki hastaliga neden olan insan protein varyantlarmin islevsel etkiler atadig

bilinmektedir (Choi ve ark., 2012).

3.3.6. SNPs&GO

SNPs & GO, bir protein dizisinden baglayarak, bir varyasyonun hastalikla ilgili olup
olmadigini, karsilik gelen proteinin fonksiyonel agiklamasimi kullanarak tahmin edebilen
bir yontemdir. SNPs & GO, protein dizisinden, evrimsel bilgilerden ve Gen Ontoloji
terimlerinde kodlandig1 gibi igslevden tiiretilen benzersiz ¢ergeve bilgisini toplar ve diger

mevcut tahmin yontemlerinden daha iyi performans gosterir (Calabrese ve ark., 2009).

3.3.7. SNAP2

Bu yazilim araci, protein islevindeki nsSNP'lerden kaynaklanan degisiklikleri tahmin
etmek i¢in protein mutant veri tabanindan (PMD) gelen agiklamalar1 kullanan bir
biyoinformatik aractir (Capriotti ve ark., 2013). SNAP, mutasyonlarin protein fonksiyonu

Uzerindeki etkisini tahmin eder.

3.4. Missense SNP’lerin Protein Stabilizasyonu Uzerine Etkilerinin Analizi

3.4.1. I-Mutant

I-Mutant, mutasyona ugrayan proteinler iizerinde veri akis1 saglayan ¢evrimici bir
yazilim aracidir. Mutasyona ugrayan protein dizisinin ya da yapisinin stabilitesindeki
degisimleri tahmin etmeye yarayan ve bu amagla gelistirilen web tabanl bir yazilim
aracidir. [-Mutant, belirli bir mutasyonun protein stabilitesini artirrp artirmadigini

(AAG>0) veya azaltip azaltmadigimi (AAG<0) tahmin eder (Capriotti ve ark., 2005).

3.4.2. MUpro

MUpro, yap1 veya dizi bilgisine bagli olarak tek bolge mutasyonlari i¢in kararlilik
degisikligini tahmin etmek icin kullanilan ¢evrimici bir sunucudur. MUpro, AA G'yi
hesaplamak icin bir tahmin edici olarak bir destek vektdr makinesini benimser proteinin

stabilite degisiminin yoniini degerlendirir (Cheng ve ark., 2006).

3.5. Project HOPE

Project HOPE; ii¢ boyutlu protein yapis1 lizerindeki hesaplamalar1 analiz edip veri
bilgisi olarak raporlayan bir in silico yazilimidir. Her amino asit kendine has yik, boyut,

hidrofobiklik gibi 0zelliklere sahiptir. Orijinal yabanil tip rezidli ve mutasyona ugramis
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rezidi birbirinden farklilik gostermektedir. Project HOPE yazilimi bu iki rezidi
arasindaki degisimleri biyoinformatik araglar kullanarak analiz eden ve protein
modellerini sunan g¢evrimi¢i yazilim araglarindandir. UniProt veritabanidaki dizi
aciklamalarini ve Reprof yazilimindaki tahminleri de kapsayan bir seri kaynaktan yapisal

bilgileri toplamaktadir (Venselaar ve ark., 2010).

3.6. Gen- Gen Etkilesimlerinin Tayini

Gen-gen etkilesimlerinin analizi i¢in GeneMANIA yazilim araci kullanilmistir
GeneMANIA, genlerin islevi hakkinda varsayimlar olusturmak, gen dizilimleri
olusturmak, gen dizilimlerini ¢6ziimlemek ve fonksiyonel analizler i¢cin genleri
tanimlamak i¢in kullanilan bir yazilim aracidir. Bu yazilim araci bir gen taratildiginda

bagka genler ile olasi etkilesimini bulmaktadir (Franz ve ark., 2018).

3.7. Protein-Protein Etkilesimlerinin Tayini
STRING yazilim araci kullanilarak protein-protein etkilesimleri tayin edilmistir.
STRING veri tabani, birden fazla organizma i¢in bilinen veya olasi protein-protein

etkilesiminde yer alan verileri bir araya getirmektedir (Szklarczyk ve ark., 2017).

3.8. Evrimsel Korunum Analizi

ConSurf bir amino asidin makro molekullerindeki (protein veya nikleik asit)
evrimsel korunma derecesini tahmin etmek icin ampirik bir Bayes yontemi kullanan in
silico bir aragtir. ConSurf sunucusu, homolog diziler arasindaki filogenetik iliskilere
dayali olarak bir protein/DNA/RNA molekiiliindeki amino/niikleik asit pozisyonlarimin
evrimsel korunumunu tahmin etmek i¢in kullanilan bir biyoinformatik aractir. Bu arag
genlerin birbirleriyle olan baglantilarmi gostermekte ve filogenetik bir hiyerarsi
icerisinde korunum etkilesimlerinde kullanilan ¢evrimi¢i yazilim araglarindandir.
Koruma dereceleri 0 ile 9 arasinda degismektedir, burada 1-4 puan degisken, 5-6 puan

orta ve 7-9 puan korunmustur (Ashkenazy ve ark., 2016).

Korunma Olcedi

[z ¢« s s [THE

Degisken Ortalama Korunmus

Sekil 4. ConSurf Korunma Olgegi Diyagrami
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4, BULGULAR
4.1. POP7
4.1.1. POPT7 igin veri eldesi
POP7 geni icin UniProtKB kodu; O75817 olup UniProtkKB Swiss Prot kodu;
POP7_HUMAN’d1r. Aralik 2021 de POP7 geni i¢in toplam 1671 SNP’nin 147 tanesinin
missense SNP olduguna NCBI dbSNP veri tabanindan alinan bilgiler ile ulasilmistir.

4.1.2. POP7 geninde missense SNP’lerin fonksiyonel analizi

4.1.2.1. POP7 igin SIFT sonuglar:

POP7 genindeki 147 missense SNP SIFT yazilim araci ile analiz edilmistir. SIFT
¢evrim i¢i yazilimindan elde edilen veriler 1s1ginda 147 varyant igerisinden 7 tanesinin
‘Zararlr’, 9 tanesinin ‘Zararsiz(Tolere edilebilir)’ oldugu verisine ulasilmistir. Bakilan 7
programdan ortak zarar verici SNP’ler filtrelendiginde SIFT de ortak zarar verici etkiye
sahip SNP bilgisi yer almadigindan POP7 geni icin fonksiyonel analizler tablosunda
SIFT bilgisi “Ulasilamadi” ibaresi eklenmistir.

4.1.2.2. POP7 icin PolyPhen-2 sonuglari

PolyPhen-2 yazilim aract HumDiv ve HumVar olarak iki sonu¢ vermektedir. Bu 147
SNP icerisinden PolyPhen-2 HumDiv verilerine gore 80 tane “Muhtemelen Zararl”,
PolyPhen-2 HumVar verilerine gore ise 147 SNP’nin 64 tanesinin “Muhtemelen Zararli”
oldugu verisine ulasilmistir. Geri kalan missense SNP’lerin ‘“Zararsiz“ olabilecegi

verisine ulasiimistir.

4.1.2.3. POP7 icin PHD-SNP sonuglari

PHD-SNP yazilim aracindaki sonuglar incelendiginde POP7 geni icin 147 missense
SNP icerisinden 17 tanesinin “Hastalik” (Disease) ile iliskili oldugu verisine ulasilirken

130 varyantta ise “Notr” (Neutral) verisine ulagilmustir.

4.1.2.4. POP7 igin Meta-SNP sonuglari

META-SNP yazilim aracindaki sonuglar incelendiginde POP7 geni igin 147
missense SNP icerisinden 30 tanesinin “Hastalik” (Disease) sonucuna ulagilmistir. 117

varyantin ise “Notr” (Neutral) verisine ulasilmistir.
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4.1.2.5. POP7 i¢cin PROVEAN sonugclari

PROVEAN c¢evrim i¢i yazilim aracindaki sonuglar incelendiginde POP7 geni igin
147 missense SNP icerisinden 60 tanesinin ‘Zararl (Deleterious)’ oldugu verisine, 87

varyantin ise “Notr” (Neutral) oldugu verisine ulagilmistir.

4.1.2.6. POP7 igin SNPs&GO sonuglari

SNPs&GO yazilim aracindan elde edilen sonuclara gére toplamda 147 missense SNP
icerisinden 14 tanesinin sonucu ‘Hastalik’ ile iligkilendirilmis geri kalan 133’{iniin ise

‘Notr’ oldugu sonucuna ulasilmstir.

4.1.2.7. POP7 icin SNAP2 sonuglari

SNAP2 yazilim aracinda 147 SNP igin amino asit degisimlerinin olas1 etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuclarm 101 tanesi ‘Etkili’ sonug¢ verirken geri kalan

missense SNP icerisinden 46 tanesinin ‘Notral’ sonucuna ulagilmistir.

4.1.3. POP7 icin tim veri tabanlarinda zararh oldugu tespit edilen missense
SNP’ler

POP7 genine ait 147 missense SNP’nin sebep oldugu amino asit degisiminin her biri;
SIFT, PolyPhen-2 (PolyPhen-2 Hum-Var ve PolyPhen-2 Hum-Div), PHD-SNP, Meta-
SNP, PROVEAN, SNPs&GO ve SNAP2 ¢evrimigi yazilim araclarinda taranmustir. 147
missense SNP icinden yapilan in silico arastirmalara gére 7 programdan 8 sonug elde
edilmis olup bu sonuglardan 7 ve tizeri zararh olanlar filtrelendiginde POP7 i¢in 10 tane
yiksek riskli SNP oldugu sonucuna varilmistir. (rs558545173, rs755458828,
rs758799064, rs781035351, rs781744076, rs897944213, rs1206660487, rs1288906320,
rs1806532401, rs1806536802) (Tablo 1).
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SNP ID

rs558545173
rs755458828
rs758799064
rs781035351
rs781744076
rs897944213
rs120666048
rs128890632
rs180653240
rs180653680

Niikeotid Aminoasit

Degisimi  Degisimi

T/IAC

CIT

G/A,C

AG

AIG,T

(74}

C/IA

G/IA

AIG

CIT

C52R

R125C

G73R

Y38C

H131L

H72Y

A77D

C52Y

H72R

H131Y

Tablo 1. POP7 Geninde Bulunan Ortak Zarar Verici missense SNP Gosterimi

PolyPhen-2
HumDIV

Ulasilamadi Muhtemel Zararli
Ulasilamad1 Muhtemel Zararl1
Ulasilamadi Muhtemel Zararlt
Ulasilamad1 Muhtemel Zararl
Ulasilamad1 Muhtemel Zararli
Ulasilamad1 Muhtemel Zararlt
Ulasilamadi Muhtemel Zararl
Ulasilamad1 Muhtemel Zararli
Ulasilamad1 Muhtemel Zararli

Ulasilamad1 Muhtemel Zararli

0.999

1.000

1.000

1.000

0.978

0.986

1.000

1.000

1.000

1.000

PolyPhen-2
HumVAR

Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararli
Muhtemel Zararli
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl

Muhtemel Zararli

Provea

core

nScore

0.975 9.467

1.000 7.811

0.998 5.167

1.000

7.900

0.774 10.467

0.747

0.989

0.987

0.989

0.972

6.000
4.800
8.733
8.000

5.733
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PROVEAN SNPs&GO RI Probability PHD-SNP RI

Zararl

Zararl

Zararl

Zararl

Zararll

Zararl

Zararll

Zararl

Zararl

Zararl

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

0.613

0.710

0.620

0.729

0.771

0.595

0.621

0.550

0.717

0.687

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Hastalik

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

Etkili

74

80

90

75

50

66

82

71

86

56

Expecte
SNAP2 Score

d

85%

91%

95%

85%

75%

80%

91%

85%

91%

75%

Meta-SNP RI
Hastalik 3
Hastalik 6
Hastahk 4
Hastalk 5
Hastahk 4
Hastalik 1
Hastalik 5
Hastalik 2
Hastahk 4
Hastalik 3



4.1.4. POP7 igin I-Mutant ve MUpro programinin sonuglari

POP7 geni igin zararli oldugu ¢evrim i¢i yazilim araglari ile tahmin edilen 10
SNP’nin sebep oldugu amino asit degisimlerinin protein stabilizasyonu tzerine etkisi i¢in
I-Mutant yazilim1 kullanilmustir. Sonug olarak POP7 igin 10 SNP’den 2 tanesinin protein
stabilizasyonunu arttirdig1 ve 8 tanesinin de azalttig1 gosterilmistir (Tablo 2).

MUpro yazilim araci ile yapilan analizde ise Tablo 2’de de gosterildigi iizere 10

SNP’nin hepsi i¢in protein stabilizasyonunu “Azaltici” etkide bulunabilecegi tahmin

edilmistir.
Tablo 2. POP7 Geni igin I-Mutant ve MuPRO Sonuglar1
SNP ID I-MUTANT b MUPRO Delta-Delta G
rs558545173 AZALTICI 0 AZALTICI -1.252
rs755458828 AZALTICI 5 AZALTICI -0.875
rs758799064 AZALTICI 8 AZALTICI -0.176
rs781035351 AZALTICI 2 AZALTICI -1.131
rs781744076 ARTTIRICI 4 AZALTICI -0.004
rs897944213 AZALTICI 2 AZALTICI -0.878
rs1206660487 AZALTICI 5 AZALTICI -0.301
rs1288906320 ARTTIRICI 0 AZALTICI -1.199
rs1806532401 AZALTICI 8 AZALTICI -1.127
rs1806536802 AZALTICI 3 AZALTICI -0.606

4.1.5. POP7 i¢in Project HOPE sonuglar

Her amino asidin kendine has yiikii, biiyiikligii, hidrofobisitesi gibi degerleri
bulunmaktadir. Project HOPE orijinal yabanil tip ile mutant tip arasinda ki degisimleri
gOstermekte ve amino asit degisimi sonucu amino asit yapisindaki degisimleri
modellemeli sekilde gostermektedir. Bu ¢alismada POP7 geninin kodladigi proteinin
modelleri elde edilmistir. SNP’lerin sebep oldugu amino asit degisimlerinin bulundugu
bolgelerin yakindan goriiniimii model {izerinde gosterilmistir (Tablo 3). Ayrica, 10 adet
aminoasit degisimi i¢in 3 boyutlu modeller elde edilmistir (Tablo 3). SNP’lerin sebep
oldugu amino asit degisimlerinin bulundugu bdlgelerin yakindan goériinimii model

tizerinde gosterilmistir (Tablo 3).
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SNP ID

rs558545173

rs755458828

rs758799064

rs781035351

rs781744076

rs897944213

rs1206660487

Tablo 3. POP7 Geninin Project HOPE Yazilimi ile Modellenmesi

MODEL

HoN

w
o ZE
- o
=
-
:2_/‘\2
o bx
2
‘2\\
O 7

H,N
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Aminoasit
Degisimleri

52
pozisyonda
sistein
aminoasidi
arjinin
aminoasidine
doniigmiistiir.

125.
pozisyonda
arjinin
aminoasidi
sistein
aminoasidine
doniigmiistiir.

73.
pozisyonda
glisin
aminoasidi
arjinin
aminoasidine
doniigmiistiir.

38. konumda
tirozin
aminoasidi
sistein
aminoasidine
doniigmiistiir.

131.
pozisyonda
histidin
aminoasidi
16sin
aminoasidine
doniismiistiir.

72.
pozisyonda
histidin
aminoasidi
tirozin
aminoasidine
doniismiistiir.

77.
pozisyonda
alanin
aminoasidi
aspartat
aminoasidine
doniismiistiir



rs1288906320

rs1806532401 OH

rs1806536802 OH

H,N

e o

NH

H,N
O

H
Hz

52.
pozisyonda
sistein
aminoasidi
tirozin
aminoasidine
donligmiistir.

72.
pozisyonda
histidin
aminoasidi
arjinin
aminoasidine
doniigmiistiir.

131.
pozisyona
baktigimizda
histidin
aminoasidi
tirozin
aminoasidine

O
H
OH
O
®)
®)

L=

Bl Mutant rezidi

doniigmiistiir.
Bl Yabanil rezidi

POP7 geni i¢in Project HOPE ile ii¢ boyutlu yap1 analizi incelendiginde:

v

C52R: 52. pozisyonda sistein amino asidinin arjinin amino asidine doniisiimii s6z
konusudur ve buna bagl olarak, yabanil tip rezidinin yukd nétr, mutant rezidinin
yikii pozitiftir. Yabanil rezidinin mutant rezidliden daha hidrofobik oldugu ve
mutant rezidiiniin, yabanil rezidiiden daha biiyiik oldugu verisine ulagilmustir.
R125C: 125. pozisyonda arjinin amino asidinin sistein amino asidine doniistiigii
verisine ulasilmigtir. Mutant rezidiniin yabanil rezidlden kiiciik oldugu, yabanil
rezidu yukunin pozitif, mutant rezidii yiikiiniin nétr oldugu ve mutant rezidinin
yabanil rezididen daha hidrofobik oldugu verilerine ulagilmistir.

G73R: 73. pozisyonda glisin amino asidinin arjinin amino asidine doniistiigii, mutant
rezidiiniin yabanil rezididen daha biiyiik oldugu, yabanil rezidi yukintn notr, mutant
rezidi yiikiiniin pozitif oldugu ve yabanil rezidinin mutant rezididen daha
hidrofobik oldugu verisine ulasilmistir.

Y38C: 38. konumda tirozin amino asidi sistein amino asidine doniismiistiir. Mutant
rezidu yabanil rezididen daha kicuk olup mutant rezidu, yabanil rezididen daha
hidrofobiktir.
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H131L: 131. pozisyona baktigimizda histidin amino asidi 16sin amino asidine
dOniigmiistiir. Mutant rezid(i yabanil rezididen daha kiigtik olup mutant rezidii yabanil
reziduden daha hidrofobiktir.

H72Y: 72. pozisyona baktigimizda histidin amino asidi tirozin amino asidine
dOniismiistiir. Mutant rezidi yabanil rezididen daha biyik olup mutant rezidi
yabanil reziduden daha hidrofobiktir

A77D: 77. pozisyona baktigimizda alanin amino asidi aspartat amino asidine
dontismiistiir. Mutant rezidl yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil rezidl yuki
notr, Mutant rezidi yuku negatiftir. Yabanil rezidi, mutant rezididen daha
hidrofobiktir.

C52Y: 52. pozisyona baktigimizda sistein amino asidi tirozin amino asidine
dontismiistiir. Mutant rezidl yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil rezidi mutant
reziduden daha hidrofobiktir.

H72R: 72. pozisyonda histidin amino asidi arjinin amino asidine dOniismiistiir.
Mutant rezidii yabanil rezidiidden daha buyuktir. Yabanil rezidi yiki nétr, mutant
rezidl yuku pozitiftir.

H131Y: 131. pozisyona baktigimizda histidin amino asidi tirozin amino asidine
doniismiistiir. Mutant rezidil yabanil rezidiiden daha blytk olup mutat rezidi yabanil
reziduden daha hidrofobiktir.
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4.1.6. POP?7 igin gen-gen etkilesimleri

Sekil 5. POP7 icin Gen-Gen Etkilesim Ag1

&
Qe
Qe
©
@ RPP40 E@
o
Fiziksel Etkilegsimler
0@ Birlikte ekspresyon
@ @ Tahmin edilen
Birlikte lokalizasyon
@ E@}] Yolak
Genetik Etkilegimier
@ @ Ortak protein domainleri

L

POP7 geninin diger genler ile olan etkilesimini incelemek i¢cin GeneMANIA
yazilim araci1 kullanilmistir. Bu yazilim araci ile POP7 geninin diger genler ile en fazla
fiziksel etkilesim halinde oldugu gorilmiistiir. Bu oran %77,64’tiir. POP7 geninin
fiziksel etkilesim halinde oldugu genlerin SART3, CUL4B, TOPBP1, POLA2, OSGEP,
VASP, UBE20, RPP40, POP1, COPS6, RPP38, HSPB1, EPB41L1, IBTK, SMN1,
RPP30, RPP25, RPP25L ve ENSA oldugu gosterilmistir. POP7 geninin ortak eksprese
edildigi genler ile iligkisi %8,01°dir. Bu genler POLR2I, SART3, CUL4B, TOPBP1,
POLA2, OSGEP, UBE20, RPP40, POP1, COPS6, RPP38, HSPB1, IBTK, RPP30,
RPP25L ve ENSA’dir. POP7 geninin diger genler ile tahmin edilen etkilesim orani
%>5,37°dir ve bu genler RPP40, RPP38, HSPB1, RPP30 ve RPP25 genleridir. POP7
geninin diger genler ile ortak lokalizasyon orani 3,63 tiir. Bu genler CUL4B, TOPBP1,
POLA2, COPS6 ve RPP30’dur. POP7 geninin diger genler ile olan genetik etkilesim
orani 2,87°dir ve bu genler CUL4B, TOPBP1, POLA2, POP1, SMN1, RPP30, RPP25,
RPP25L ve ENSA genleridir. POP7 geninin diger genler ile ortak yolak {izerinde
bulunma orani 1,88’dir. POP7 geninin diger genler ile paylasilan protein domain orani

%0,60’tir ve bu genler RPP25 ve RPP25L "dir.
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4.1.7. POPT7 igin protein-protein etkilesimi Sonuglari

Protein-protein etkilesimleri igin STRING veri tabanindan faydalanilmistir. Sekil6
POP7 icin elde edilen protein-protein etkilesimlerini gostermektedir. POP7 geni igin
hangi genler ile etkilesimde bulundugu ve protein-protein etkilesimleri detayli sekilde
tablolandirilmistir. Buna gore POP7 geni igin sirastyla en c¢ok etkilesimde bulunan
proteinden en aza dogru; RPP25, POP4, RPP30, POP5, RPP21, RPP40, RPP38, RPP14,
POP1 ve RPP25L proteinlerinin birbirleri ile
gosterilmistir(Tablo 4).

etkilesim igerisinde oldugu

Sekil 6. POP7 i¢in String Sonuglari

komsu genler
gen flizyonlar

== gen birlikteligi

cesitli kaynaklardan
toplanan veriler

metin veri kaynagi
== ortak ifade

protein homolojisi

Tablo 4. POP7 icin Protein-Protein Etkilesimindeki Genlerin Siralamasi

EXPERIMENTS, DATABASES, TEXTMI'NiNG, HOMOLOGY, SCORE
®popP7
'RPP25 * * * 0.999
©POP4 * * * 0.999
"RPP30 & e & 0.998
®popPs * * * 0.997
'RPP21 2 & 2 0.997
ORPP40 * * * 0.995
'RPP38 2 & 2 0.995
®Rrpr14 * * * 0.991
“pop1 * * 0.983
©RPP25L * * * 0.965
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4.1.8. POP7 igin evrimsel korunum analiz sonug¢lari

ConSurf sunucusu tarafindan korunmus rezidiilerin tahmininde Ampirik Bayes
¢ikarimi kullanarak bir protein dizisi i¢indeki amino asidin evrimsel korunumu
hesaplamaktadir. ConSurf'sonuglari renk semast ve koruma puani ile birlikte vermektedir.
Skorun 9 olmasi en ¢ok korunan amino asit oldugunu 1 olmasi ise degisken amino asit
oldugunu ifade etmektedir. POP7 i¢in ConSurf yazilim aracindan elde edilen sonuglar

Sekil 7°de verilmistir.

Sekil 7. POP7 i¢in ConSurf Sonuglari

1 11 21 a1 41
MAEN Em DEVEY TLREL.SR lRRENEiEV. MI.D.KAEL.
b b b b
£ £

f £f £ £ £

51

61
AckhkLipeca (G[) ENCEE:-E 8¢
b bb

1

a1 91
W EENELOGHD @s[Estavan
b b bbebbbeb bbebeb
£ ss

101 11 121 1
sEERVELvEE o =EEEDERER [Ar:ERNEEETD [EERVERVEEx
b b

bebebb bbb beb
fsf £ £ fs 8
¢: neural-network algoritmasina gore, agikta kalan bir rezidii
Korunma Olgegi Lt neural-network algoritmasina gére, gémiilii bir rezidi
RS2 4 5 B 7“ {: tahmini bir fonksivonel rezidii(yitksek oranda korunmus ve ag1ga ¢ikmis)

Deglisken Ortalama Korunmus T . .
s: tahmini bir yapisal rezidii (yiiksek oranda korunmus)

.} yetersiz veri

Sekil 7 incelendiginde;

v 38.ve 125. amino asit doniisiimiinde neural-network algoritmasina gore, agikta kalan
bir rezidd, tahmini bir fonksiyonel rezidi oldugu ve buna ek koruma 6lgeginde 9 en
cok korunan bilgilerine ulasilmistir.

v' 52, ve 73. amino asit doniisiimiinde neural-network algoritmasina gore, gémiilii bir
rezidi oldugu ve koruma dlgeginde 7. numarada yer almaktadir.

v’ 72, 77. ve 131. amino asit dontisiimiinde neural-network algoritmasina gére, gomiilii
bir rezidl, tahmini bir yapisal rezidi (yiiksek oranda korunmus) ve koruma 6lgeginde

9. sirada en ¢ok korunanlar arasindadir.
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4.2.GEMING

4.2.1. GEMING igin veri eldesi

Bu calismada analiz edilen GEMING geni igin UniProtKB kodu; Q8WXD5
UniProtKB Swiss Prot kodu, GEMI6_ HUMAN’dir. NCBI dbSNP veri tabanindan Subat
2022’de GEMING geninde toplam 4522 SNP oldugu, bunlardan 217 tanesinin missense
SNP oldugu bilgisine ulasilmistir.

4.2.2. GEMING geninde missense SNP’lerin fonksiyonel analizi

4.2.2.1. GEMING i¢in SIFT sonuglar:

GEMING igin SIFT yazilim araci ile yapilan analiz sonucunda 217 varyant
icerisinden 74 tanesinin ‘Zararl’, 143 tanesinin ‘Zararsiz(Tolere edilebilir)’ oldugu

verisine ulagilmistir.

4.2.2.2. GEMING i¢in PolyPhen-2 sonuclar

PolyPhen-2 yazilim araci HumDiv ve HumVar olarak iki sonug¢ vermektedir.
GEMING icin 217 SNP icerisinden PolyPhen-2 HumDiv verilerine gbre 127 tane
“Muhtemelen Zararli”, PolyPhen-2 HumVar verilerine gore ise 217 SNP’nin 116
tanesinin “Muhtemelen Zararli” oldugu tespit edilmis olup diger varyantlar igin

“Zararsiz” verisine ulagilmustir.

4.2.2.3. GEMING icin PHD-SNP sonugclari

PHD-SNP yazilim aracindaki sonuglar incelendiginde GEMING geni icin 217
missense SNP icerisinden 58 tanesinin “Hastalik” (Disease) oldugu ve bu 217 varyant

icerisinden geri kalan 159 tanesinin de “Noétr” (Neutral) oldugu verisine ulasilmistir.

4.2.2.4. GEMING icin META-SNP sonuglar

META-SNP yazilim aracindaki sonuclar incelendiginde GEMING geni igin 217
missense SNP icerisinden 52 tanesinin “Hastalik” (Disease), geri kalan 165 varyantin ise

“Notr” (Neutral) oldugu verisine ulagilmistir.
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4.2.2.5. GEMING icin PROVEAN sonuclar

PROVEAN ¢evrim i¢i yazilim aracindaki sonuglar incelendiginde GEMING geni icin
217 missense SNP icerisinden 79 tanesinin “Zararli” (Deleterious) oldugu, 138 varyantin

ise “Notr” (Neutral) oldugu verisine ulasilmistir.

4.2.2.6. GEMING icin SNAP2 sonuclar

SNAP2 yazilim aracinda 217 missense SNP icin amino asit degisimlerinin olasi
etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglarin 145 tanesi ‘Etkili’ sonug verirken geri kalan

72 tanesinin ‘Noétral’ sonucuna ulagilmistir.

4.2.3. GEMING icin tiim veri tabanlarinda zararh oldugu tespit edilen missense
SNP’ler

GEMING genine ait 217 amino asit degisiminin her biri; SIFT, PolyPhen-2, PHD-
SNP, META-SNP, PROVEAN, SNAP2 ¢evrimi¢i yazilim araglarinda taranmistir. Her
bir veri tabaninda ‘Zararli/Hastalik’ oldugu verisine ulasilan toplamda ortak zarar verici
35 missense SNP verisine ulagilmistir. (rs138354097(R154C), rs138354097(R154S),
rs150620456(R154P), rs150620456(R154H), rs202244208, rs530479807, rs556436296,
rs747916454, rs749531806, rs754248655, rs756153830, rs757128366(P39A),
rs757128366(P39S), rs757607089, rs768636330, rs769480214, rs772095779,
rs778573363(P39R), rs778573363(P39L), rs905978224, rs913913851, rs1028539287,
rs1049924099, rs1173900794, rs1215958194, rs1241966099, rs1319889731,
rs1330974173, rs1335357664, rs1355479738, rs1669014139, rs1669016728,
rs1669085745, rs1669098404, rs1669099201) sirasiyla gosterilmistir (Tablo 5).
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SNP ID
rs138354097
rs138354097
rs150620456
rs150620456
rs202244208
rs530479807
rs556436296
rs747916454
rs749531806
rs754248655
rs756153830
rs757128366
rs757128366
rs757607089
rs768636330
rs769480214
rs772095779
rs778573363
rs778573363
rs905978224
rs913913851
rs1028539287
rs1049924099
rs1173900794
rs1215958194
rs1241966099
rs1319889731
rs1330974173
rs1335357664
rs1355479738
rs1669014139
rs1669016728
rs1669085745
rs1669098404
rs1669099201

liikleotid degisimAA degisimi SIFT Sonucu

CIAT
CIAT
GIA.C
GIAC
GIC
GIAC
TIC
TIG
CIA
TIG
GIA
CIGT
CIGT
TIA
GIA
AIT
GIA
CIGT
CIGT
AIG
TIC
TICA
CIG
TIC
TIC
TIA
GIC
CIG
TIA
GIAC
TIG
CIT
TIA
TIC
GIC

R154S
R154C
R154H
R154P
W109C
R21P
1135T
N148K
N113K
V132G
G32E
P39A
P39S
L133Q
cl44y
1150F
G121E
P39R
P39L
Y139C
L127P
V65G
Cl44W
Y139H
1150T
1115N

P138R
1117N
C128Y
Y15D

V45D
1151T
Q156H

Tablo 5. GEMING6 Geninde Bulunan Ortak Zarar Verici missense SNP Gosterimi

ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI

SIFT Skoru METASNP

0.010
0.000
0.000
0.010
0.000
0.010
0.010
0.000
0.010
0.000
0.010
0.040
0.030
0.000
0.000
0.000
0.020
0.030
0.020
0.000
0.010
0.020
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.040
0.000
0.000
0.040
0.010

HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK

score
3

W N WA W W N W RN ® W R N® WA ON®ENMBE AN ® RN WD

Poly Phen 2HUMDIV  PSIC SD POLY PHEN HUMVAR  Score

Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararlh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.771
0.988
1.000
1.000
1.000
1.000
0.999
1.000
1.000
1.000
1.000
0.978
1.000
1.000
1.000
0.998
0.994
1.000
1.000
1.000
0.999
1.000
1.000
0.912
1.000
0.995
0.928
0.999
1.000
1.000
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Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararh
Muhtemel Zararl
Muhtemel Zararl

Muhtemel Zararl

0.999
0.999
0.999
0.999
1.000
0.455
0.783
0.999
0.999
0.999
1.000
0.998
0.999
1.000
0.999
0.999
0.885
0.999
0.999
1.000
0.964
0.936
0.999
0.999
0.998
0.972
1.000
1.000
0.757
0.999
0.900
0.859
0.981
0.998
0.999

PROVEAN
-5.217
-7.111
-4.436
-6.131
-6.938
-2.831
-4.110
-5.489
-4.761
-3.377
-6.926
-7.126
-7.059
-4.161
-9.696
-3.450
-3.182
-8.025
-8.857
-7.975
-4.108
-5.933
-9.731
-4.512
-4.138
-5.144
-6.926
-8.242
-4.918
-3.306
-6.451
-5.028
-6.367
-3.607
-3.969

Prediction

ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI
ZARARLI

PHD-SNP

HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK
HASTALIK

P

W P O N U W W W WA N DA NOO WO O ®WN DD N OO WO W N MO O ®W W W

SNAP2

ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKIL{
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILi
ETKIL{
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI
ETKILI

Score

66
61
50
79
49
75
68
77
43
57
83
49
55
67
69
39
58
77
70
79
84
76
72
84
50
55
87
81
58
63
82
63
69
59
44

Expected
Accuracy
80%
80%
75%
85%
71%
85%
80%
85%
71%
75%
91%
71%
75%
80%
80%
66%
75%
85%
85%
85%
91%
85%
85%
91%
75%
75%
91%
91%
75%
80%
91%
80%
80%
75%
71%



4.2.4. GEMING i¢in I-Mutant ve MUpro programinin sonuclari

GEMING geni igin zararli oldugu biyoinformatik araglar ile tahmin edilen 35 SNP’nin
sebep oldugu amino asit degisimlerinin protein stabilizasyonu Gzerine etkisi I-Mutant
yazilimi kullanilarak elde edilmistir. Sonug olarak GEMING igin 35 SNP’den 2 tanesinin
protein stabilizasyonunu ‘arttirdigr’ ve 33 tanesinin de ‘azalttigi’ gosterilmistir (Tablo 6).

MUpro yazilim aract ile yapilan analizde ise Tablo 6’da gosterildigi lizere 35
SNP’nin bir tanesinin ‘arttirict’ diger 34 varyantin ise ‘azaltici’ etkide bulunabilecegi

tahmin edilmistir.

Tablo 6. GEMING Geni igin I-Mutant ve MuPRO Sonuglar1

MuPRO
I-MUTANT RI Delta-DeltaG

SNP ID Stabilite

rs138354097 AZALTICI 3 AZALTICI -1.205
rs138354097 AZALTICI 5 AZALTICI -1.100
rs150620456 AZALTICI 8 AZALTICI -1.223
rs150620456 AZALTICI 3 AZALTICI -1.400
rs202244208 AZALTICI 6 AZALTICI -0.807
rs530479807 AZALTICI 5 AZALTICI -0.744
rs556436296 AZALTICI 8 AZALTICI -2.100
rs747916454 AZALTICI 6 AZALTICI -1.507
rs749531806 AZALTICI 2 AZALTICI -1.652
rs754248655 AZALTICI 10 AZALTICI -2.752
rs756153830 ARTTIRICI 2 AZALTICI -0.919
rs757128366 AZALTICI 9 AZALTICI -0.556
rs757128366 AZALTICI 9 AZALTICI -0.721
rs757607089 AZALTICI 8 AZALTICI -1.293
rs768636330 AZALTICI 5 AZALTICI -1.139
rs769480214 AZALTICI 9 AZALTICI -1.571
rs772095779 AZALTICI 3 AZALTICI -0.204
rs778573363 AZALTICI 8 AZALTICI -0.507
rs778573363 AZALTICI 8 ARTTIRICI 0.124
rs905978224 AZALTICI 4 AZALTICI -0.709
rs913913851 AZALTICI 6 AZALTICI -1.426
rs1028539287 AZALTICI 9 AZALTICI -2.524
rs1049924099 AZALTICI 7 AZALTICI -1.288
rs1173900794 AZALTICI 7 AZALTICI -1.019
rs1215958194 AZALTICI 9 AZALTICI -2.679
rs1241966099 AZALTICI 6 AZALTICI -1.565
rs1319889731 AZALTICI 8 AZALTICI -0.946
rs1330974173 AZALTICI 9 AZALTICI -0.763
rs1335357664 AZALTICI 7 AZALTICI -1.021
rs1355479738 AZALTICI 3 AZALTICI -1.074
rs1669014139 AZALTICI 2 AZALTICI -1.028
rs1669016728 ARTTIRICI 0 AZALTICI -0.124
rs1669085745 AZALTICI 9 AZALTICI -1.609
rs1669098404 AZALTICI 9 AZALTICI -1.738
rs1669099201 AZALTICI 7 AZALTICI -1.000
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs138354097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs138354097
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs150620456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs150620456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs202244208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs530479807
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs556436296
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs747916454
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs749531806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs754248655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs756153830
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs757128366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs757128366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs757607089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs768636330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs769480214
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs772095779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs778573363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs778573363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs905978224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs913913851
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1028539287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1049924099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1173900794
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1215958194
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1241966099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1319889731
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1330974173
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1335357664
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1355479738
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1669014139
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1669016728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1669085745
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1669098404
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1669099201

4.2.5. GEMING geni i¢in 3 boyutlu modellemede Project HOPE

Bu calismada GEMING geninin kodladigi proteinin modelleri elde edilmis ve tablo
haline getirilmistir (Tablo 7). Ayrica GEMING geninin kodladig1 proteinde yer alan
SNP’lerin sebep oldugu amino asit degisimlerinden bazilari i¢in 3 boyutlu modeller elde
edilmistir. Bu SNP’lerden rs150620456 polimorfizminde 154. konumda ki arjinin
aminoasidinin prolin aminoasidine mutasyonu s6z konusudur. Burada yabanil tip
rezidinin Reprof yazilimindan faydalanilarak bir alfa sarmalinda yer alacagi tahmin
edilmektedir. Prolin aminoasidi, sarmalm ilk 3 konumundan birinde bulunmadigi i¢in alfa
sarmalini bozar. Bu durumda eldeki amino asit doniisiimii sarmal bozulur ve bu proteinin
yapist tizerinde ciddi etkiler yapabilir (Venselaar ve ark., 2010). GEMING6 geninde
bulunan 35 missense SNP’nin 24 tanesinde 3 boyutlu yapi analizi Project HOPE
tarafindan tiretilememistir. Bunlar sirasiyla; rs138354097(R154C),
rs138354097(R154S), rs150620456(R154P), rs150620456(R154H), rs202244208,
rs556436296, rs747916454, rs749531806, rs754248655, rs757607089, rs768636330,
rs769480214, rs772095779, rs905978224, rs913913851, rs1049924099, rs1173900794,
rs1215958194, rs1241966099, rs1330974173, rs1335357664, rs1355479738,
rs1669098404, rs1669099201 polimorfizmleridir. Bu polimorfizmler igin yapisal bilgi
elde edilememistir. Hope yazilimi amino asit doniisim analizlerinde, UniProt veri
tabanindan gelen agiklamalar1 ve Reprof yazilim bilgilerini kullanmistir. GEMING
geninin kodladig1 proteinler i¢in Project HOPE yazilimmin 3 boyutlu tahminde
bulundugu bilgiler gosterilmistir (Tablo 7). 35 missense SNP icinden 11 tanesinin 3

boyutlu yapisi tabloda detaylandirilmistir.
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SNP ID
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Tablo 7. GEMING Geninin ProjectHOPE Yazilimi ile Modellenmesi

Aminoasit
Degisimleri

154. aminoasit
doniisiimii igin
arjinin
aminoasidi
sistein
aminoasidine
dontigmiistiir.

154. aminoasit
doniistimiinde
arjinin
aminoasidi
serin
aminoasidine
dontigmiistiir.

154. aminoasit
doniigtimiinde
arjinin
aminoasidi
prolin
aminoasidine
doniigmiistiir.

154. aminoasit
doniigtimiinde
arjinin
aminoasidi
histidin
aminoasidine
doniigmiistiir.

109. aminoasit
doniigimiinde
triptofan
aminoasidi
sistein
aminoasidine
doniigmiistiir.

21. aminoasit
doniigiimiinde
arjinin
aminoasidi
prolin
aminoasidine
doniigmiistiir.

135. aminoasit
doniigtimiinde
izoldsin
aminoasidi
treonin
aminoasidine
doniigmiistiir.

148. aminoasit
doniistimiinde
asparajin
aminoasidi lizin
aminoasidine
doniigmiistiir.



rs749531806

rs754248655

rs756153830

rs757128366

rs757128366

rs757607089

rs768636330

rs769480214

HaoN
O
OH
HoN
OH
O H,oN
0
OH
i H,N
H,N &
0
OH
HoN
o}
" H
H
o}

%rw |
HoN
O
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113. aminoasit
doniistimiinde
asparajin
aminoasidi lizin
aminoasidine
dontigmiistiir.

132. aminoasit
doniigiimiinde
valin
aminoasidi
glisin
aminoasidine
dontigmiistiir.

32. doniistim
glisin
aminoasidi
glutamat
aminoasidine
doniigmiistiir.

39. aminoasit
dontistimiinde
prolin
aminoasidi
serin
aminoasidine
doniigmiistiir.

39.
pozisyondaki
prolin
aminoasidi
alanin
aminoasidine
doniigmiistiir.

133. konumdaki
16sin
aminoasidi
glutamin
aminoasidine
doniigmiistiir.

144. pozisyonda
sistein
aminoasidi
tirozin
aminoasidine
doniigmiistiir.

150. aminoasit
doniistimiinde
izoldsin
aminoasidi
fenilalanin
aminoasidine
doniigmiistiir.



rs772095779

rs778573363

rs778573363

Rs905978224

rs913913851

rs1028539287

rs1049924099

rs1173900794

NH
N OH |
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121.
pozisyondaki
aminoasit
doniisimiinde
glisin
aminoasidi
glutamat
aminoasidine
doniigmiistiir.

39. pozisyonda
prolin
aminoasidinin
16sin
aminoasidine
dontigtimii s6z
konusudur

39. konumdaki
doniistim prolin
aminoasidinin
arjinin
aminoasidine
dontigtimidiir.

139. konumdaki
tirozin
aminoasidi
sistein
aminoasidine
doniigmiistiir.

127. konumda
16sin
aminoasidi
prolin
aminoasidine
doniigmiistiir.

65. konumda
valin
aminoasidi
glisin
aminoasidine
doniigmiistiir.

144, aminoasit
doniisimu
sistein
aminoasidinden
triptofan
aminoasidinedir

139. konumdaki
tirozin
aminoasidi
histidin
aminoasidine
doniigmiistiir.



rs1215958194

rs1241966099

rs1319889731

rs1330974173

rs1335357664

rs1355479738

rs1669014139
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150.
pozisyondaki
doniisimde
izoldsin
aminoasidi
treonin
aminoasidine
dontigmiistiir

115. konumdaki
doniigiimiinde
izoldsin
aminoasidi
asparajin
aminoasidine
dontigmiistiir

32. konumdaki
doniigiimiinde
glisin
aminoasidi
arjinin
aminoasidine
doniigmiistiir.

138. konumdaki
doniisimde
glisin
aminoasidi
arjinin
aminoasidine
doniigmiistiir

117. konumdaki
doniisiimde
izoldsin
aminoasidi
asparajin
aminoasidine
doniigmiistiir.

128.
pozisyondaki
dontigtimde
sistein
aminoasidi
tirozin
aminoasidine
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2 ] doniigmiistiir.
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Bl Yabanirezidi [l Mutant rezida

GEMING i¢in Project HOPE sonuglar1 incelendiginde:

v

R154C: 154. amino asit doniisiimii igin arjinin amino asidi sistein amino asidine
doniismiis olup bu doniisiim sonucu: Mutant rezidil, yabanil rezidliden daha kiguktr.
Yabanil rezidi yiki pozitif, mutant rezidl yiki notr’diir. Mutant rezidi, yabanil
rezidiiden daha hidrofobiktir.

R154S: 154. amino asit doniisiimiinde arjinin amino asidi serin amino asidine
doniligmiis olup bu doniisiim sonucu: Mutant rezidil, yabanil rezididen daha kiguktur.
Yabanil rezidii yuki pozitif, mutant rezidl yiikii nétr‘diir. Mutant rezidd, yabanil
rezidiiden daha hidrofobiktir.

R154P: 154. amino asit doniisiimiinde arjinin amino asidi prolin amino asidine
dontigmiis olup bu doniisiim sonucu: Mutant rezidil, yabanil rezididen daha kiguktur.
Yabanil rezidi yuki pozitif, mutant rezidli yiikii nétr’diir. Mutant rezidi, yabanil
rezidiiden daha hidrofobiktir.
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R154H: 154. amino asit doniisiimiinde arjinin amino asidi histidin amino asidine
doniismiis olup bunun sonucu: Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha kuguktir.
Yabanil rezidl yuku pozitif, mutant rezidi yiikii notr’diir.

W109C: 109. amino asit doniistimiinde triptofan amino asidi sistein amino asidine
dontismiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kiguktur.

R21P: 21. pozisyondaki amino asit doniisiimii arjinin amino asidi prolin amino asidine
doniismiis olup bunun sonucu: Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha Kkuguktr.
Yabanil rezidii yuku pozitif, mutant rezidu yiikii notr’diir. Mutant rezidl, yabanil
reziduden daha hidrofobiktir.

1135T: 135. pozisyondaki amino asit doniisiimiinde izolosin amino asidi treonin
amino asidine dontismiistiir. Mutant rezid(, yabanil rezidiiden daha kicuktdr. Yabanil
rezidd, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

N148K: 148. pozisyondaki amino asit doniisimiinde asparajin amino asidi lizin
amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil
rezidu yiku notr, mutant rezidi yuki pozitiftir.

N113K: 113. pozisyondaki amino asit doniisiimiinde asparajin amino asidi lizin
amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha buyuktur. Yabanil
rezidl yuku nétr, mutat rezidi yukua pozitiftir.

V132G: 132. pozisyondaki amino asit doniisiimiinde valin amino asidi glisin amino
asidine doniismiistiir. Mutant rezidu, vahsi tip rezididen daha kiigiiktiir. Yabanil tip
rezidu, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

G32E: 32. doniisimde glisin amino asidi glutamat amino asidine doniismiistiir.
Mutant rezidl, yabanil rezidiiden daha buyuktir. Yabanil rezid( yUki nétr, mutant
rezidu yiiki negatiftir. Yabanil rezidii, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

P39S: 39. pozisyondaki amino asit doniisimiinde prolin amino asidi serin amino
asidine donligmiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kicuktir. Yabanil
rezidu, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

P39A: 39. pozisyondaki bir diger doniigiim ise prolin amino asidinin alanin amino
asidine doniismesi ile sonuglanmistir. Mutant rezidinun, yabanil rezididen daha
kiguktar.

L133Q: 133. konumdaki I6sin amino asidi glutamin amino asidine dontismiistiir.
Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha biiytiktiir. Yabanil rezidu mutant rezidlden
daha hidrofobiktir.
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C144Y: 144. pozisyondaki doniisimde sistein amino asidi tirozin amino asidine
donligmiistiir. Mutant rezidl, yabanil rezidliden daha biiyiik, yabanil rezidi, mutant
reziduden daha hidrofobiktir.

[150F: 150. amino asit doniisimiine baktigimizda izolosin amino asidi fenilalanin
amino asidine dontismiistiir. Mutant rezid(, yabanil rezididen daha buyuktur.
G121E: 121. pozisyondaki amino asit doniisiimiinde glisin amino asidi glutamat
amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidi, yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil
rezid yikd notr, mutant rezid yiki negatiftir. Yabanil rezidi, mutant rezidiiden
daha hidrofobiktir.

P39L: 39. pozisyondaki bir diger doniisiim ise prolin amino asidinin 16sin amino
asidine doniisiimiidlr. Buna bagli olarak mutant rezidlnin, yabanil rezididen daha
biiyiik oldugu verisine ulasilmistir.

P39R: 39. konumdaki bir diger doniisiim prolin amino asidinin arjinin amino asidine
dontisimiidiir. Mutant rezidd, yabani rezidliden daha biiytiktiir. Yabanil rezidi yuki
notr, mutant rezidl yukd pozitiftir. Yabanil rezidi, mutant rezididen daha
hidrofobiktir.

Y139C: 139. konumdaki tirozin amino asidi sistein amino asidine doniismiistir.
Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kiglktir. Mutant rezidi, yabani rezidlden
daha hidrofobiktir.

L127P: 127. dizideki mutasyon l6sin amino asidinden prolin amino asidine doniisiim
s0z konusudur. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kiguktr.

V65G: 65. amino asit doniisiimii sonucu valin amino asidi glisin amino asidine
dontismiistiir. Mutant rezidl, yabanil rezididen daha kii¢iiktiir. Yabanil rezidd,
mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

C144W: 144. amino asit dizisindeki doniisiimde sistein amino asidinden triptofan
amino asidine doniisiim goriilmektedir. Mutant rezidi, yabanil rezididen daha
blydktar.

Y139H: 139. konumdaki tirozin amino asidi histidin amino asidine doniismiistiir.
Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kuglktur. Yabanil rezidi, mutat rezididen
daha hidrofobiktir.

[150T: 150. pozisyondaki doniisimde izoldsin amino asidi treonin amino asidine
dontigmiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezididen daha kiguktr. Yabanil rezidi mutant
rezidliden daha hidrofobiktir.
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[115N: 115. konumdaki amino asit doniisiimiinde izoldsin amino asidi asparajin
amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil
rezidu, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

G32R: 32. konumdaki amino asit doniisimiinde glisin amino asidi arjinin amino
asidine donligmiistiir. Mutant rezidil, yabanil rezidliden daha biiyiiktiir. Yabanil
rezidu, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

P138R: 138. konumdaki amino asit doniisiimii incelendiginde prolin amino asidi
arjinin amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidd, yabanil rezididen daha buytktur.
Yabanil rezidi yikid nétr, mutant rezidi yiikii pozitiftir. Yabanil rezidli, mutant
reziduden daha hidrofobiktir.

[117N: 117. konumdaki doniisiim incelendiginde izolosin amino asidi asparajin
amino asidine doniismiistiir. Mutant rezidil, yabanil rezidiiden daha biiyiiktiir. Yabanil
tip rezidd, mutant reziduden daha hidrofobiktir.

C128Y: 128. pozisyondaki doniisiim sistein amino asidin tirozin amino asidine
doniisiimii ile sonuglanmig; Mutant rezidil, yabanil rezididen daha blyik, yabanil
rezidi mutant reziduden daha hidrofobiktir.

Y15D: 15. pozisyondaki doniisiim tirozin amino asidi aspartat amino asidine
dontismiistiir. Mutant rezidil, yabanil rezidliden daha kuglktiir. Yabanil rezidi yuki
notr, mutant rezidl yiki negatiftir. Yabanil rezidi, mutant rezidiiden daha
hidrofobiktir.

S41F: 41. pozisyondaki doniisiim incelendiginde serin amino asidi fenilalanin amino
asidine doniismiistiir. Mutant rezidil, yabanil rezidiiden daha byiktir. Mutant rezidd,
yabanil rezididen daha hidrofobiktir.

V45D: 45. pozisyondaki doniisiim incelendiginde valin amino asidinin aspartat amino
asidine doniigimii s6z konusudur. Mutant rezidl, yabanil rezididen daha biyuk,
yabanil rezidli yikd notr mutat rezidi yiki negatiftir. Yabanil rezidl, mutant
reziduden daha hidrofobiktir.

1151T: 151. konumdaki amino asit doniisiimiinde izol6sin amino asidi treonin amino
asidine doniigmiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha kiigiiktiir. Yabanil
rezidu, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir.

Q156H: 156. konumdaki doniisiimde glutamin amino asidi histidin amino asidine

doniismiistiir. Mutant rezidu, yabanil rezidiiden daha blyuktr.
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4.2.6. GEMING i¢in gen-gen etkilesimleri

Sekil 8. GEMING icin Gen-Gen Etkilesim Ag1

SNRPENRPD3
DDX20 SNRPSNRPG @ Fiziksel Etkilegimler

Birlikte ekspresyon

@ SNRPDj Tahmin edilen
@E CLNS1A Birlikte lokalizasyon

Yolak
Genetik Etkilegimler

Ortak protein domainleri

GEMING geninin diger genler ile olan etkilesimini incelemek icin GeneMANIA
yazilim araci1 kullanilmistir. Bu yazilim araci ile GEMING6 geninin diger genler ile en fazla
fiziksel etkilesim halinde oldugu goriilmiistiir. Bu oran %77,64’tiir ve GEMING geninin
fiziksel etkilesim halinde oldugu genlerin AAAS, SNRPE, TGS1, GEMIN4, SNRPF,
SNRPD3, STRAP, DDX20, SNRPB, SNRPG, SNRPD2, GEMIN5, SMN1, CLNSI1A,
SNRPD1, SNUPN, GEMIN7, GEMIN2, PRMT5 ve WDR77 oldugu gosterilmistir.
GEMING geninin ortak eksprese edildigi genler ile iliskisi %8,01°dir ve bu genler AAAS,
SNRPE, TGS1, GEMIN4, SNRPF, SNRPD3, STRAP, DDX20, SNRPB, SNRPG,
SNRPD2, GEMIN5, CLNS1A, SNRPD1, SNUPN, GEMIN7, GEMIN2, PRMT5 ve
WDR77’dir. GEMING geninin diger genler ile tahmin edilen etkilesim oran1 %5,37 dir
ve bu genler SNRPE, SNRPF, SNRPD3, SNRPB, SNRPD2, SNRPD1, PRMT5 ve
WDRY77 genleridir. GEMING geninin diger genler ile ortak lokalizasyon orani 3,63 tiir ve
bu genler AAAS, SNRPE, GEMIN4, SNRPF, SNRPD3, STRAP, SNRPB, SNRPG,
SNRPD2, CLNS1A, SNRPD1, GEMIN2, PRMT5 ve WDR77’dur. GEMING geninin
diger genler ile olan genetik etkilesim orani 2,87°dir ve bu genler GEMIN4, SNRPD3,
DDX20, SNRPB, SNRPG, SMN1, CLNS1A, SNRPD1, GEMIN7, GEMIN2 ve PRMT5
genleridir. GEMING geninin diger genler ile ortak yolak tizerinde bulunma orani 1,88’dir
ve bu genler AAAS, SNRPE, TGS1, GEMIN4, SNRPF, SNRPD3, DDX20, SNRPB,
SNRPG, SNRPD2, GEMIN5, SMN1, CLNS1A, SNRPD1, SNUPN, GEMIN?7,
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GEMINZ2, PRMT5 ve WDR77°dir. GEMING geninin diger genler ile paylasilan protein

domain oran1 %0,60’tir ve bu genler AAAS, SNRPE, TGS1, SNRPF, SNRPD3, STRAP,
SNRPB, SNRPG, SNRPD2, GEMIN5, SNRPD1, PRMT5 ve WDR77’dir.

4.2.7. GEMING igin protein-protein etkilesimi Sonuclari

GEMING geni icin protein-protein etkilesimleri gosterilmistir (Sekil 9). STRING veri
tabanindan aldigimiz bilgilere gore protein-protein etkilesiminde; GEMING geni igin
sirastyla coktan aza dogru; GEMIN7, STRAP, GEMIN2, GEMINS5, GEMINS8, GEMIN4,
DDX20, SMN1, SMN2, SNRPE etkilesimleri oldugu gosterilmistir (Tablo 8).

Sekil 9. GEMING i¢in String Sonuglar1
GEMIN5

komsu genler

\\\,/ ./// . /““ \ == gen fiizyonlari
“‘ @\ AN TS
\\

== gen birlikteligi

cesitli kaynaklardan
toplanan veriler

metin veri kaynagi
== ortak ifade

protein homolojisi

Tablo 8. GEMING igin Protein-Protein Etkilesimindeki Genlerin Siralamasi

EXPERIMENTS, DATABASES, TEXTMINING, HOMOLOGY, SCORE

©GEMING

C'GEMIN7 * * * 0.999
©OSTRAP * * * 0.999
T GEMIN2 3 3 3 0.998
©GEMIN5 * * * 0.997

C'GEMINS 3 3 3 0.997
BOGEMIN4 * * * 0.996
'DDX20 i & & 0.996
®svn * * * 0.993
sMN2 * * * 0.988
'SNRPE * * * 0.987
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4.2.8. GEMING igin evrimsel filogenetik analiz sonuclar
Sekil 10’da GEMING6 i¢in ConSurf yazilim aracindan elde edilen sonuglar

gosterilmistir.

Sekil 10. GEMING igin ConSurf Sonuglart

1

4
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S5 s

¢: neural-network algoritmasina gore, acikta kalan bir rezidii

Korunma Olcedi L neural-network algoritmasina gére, goémiilii bir rezidii
TRt S s m {: tahmini bir fonksiyonel rezidii(yiiksek oranda korunmus ve agiga cikmis)
Degisken Ortalama Korunmusg

s: tahmini bir yapisal rezidii (yiiksek oranda korunmus)

_ yetersiz veri

Sekil 10 incelendiginde;

v’ 15. doniisiim neural-network algoritmasina gore, gdmiilii bir rezidi ve koruma 6lgegi
4. sirada yer almaktadir.

v 21. doniisiim neural-network algoritmasina gore, agikta kalan bir rezidl ve koruma
Olceginde 1. sirada en ¢ok degisken sirasinda bulunmaktadir.

v’ 32,39, 113, 138, 139, 148, 154. ve 156. doniisiim neural-network algoritmasina gore,
acikta kalan bir rezidii ve tahmini bir fonksiyonel rezidii ve koruma 6lgeginde 9. en
¢ok korunanlar arasindadir.

v’ 41, 127, 144, 150. ve 151. doniisiim neural-network algoritmasina gore, gémiilii bir
rezidu, tahmini bir yapisal rezidl (yiiksek oranda korunmus) ve koruma 6lgeginde 9.
en ¢ok korunanlar arasindadir.

v' 45, 109. ve 117. doniisiim neural-network algoritmasina gore, gomiili bir rezidi

koruma 6l¢eginde 8. numarada yer almaktadir.

38



65. ve 115. doniisiim neural-network algoritmasima gore, gomiilii bir rezidi koruma
Olceginde 7. numarada yer almaktadir.

121. doniistim neural-network algoritmasina gore, agikta kalan bir rezidl ve koruma
Olgeginde, 7. sirada bulunmaktadir.

128. doniistim neural-network algoritmasina gore, agikta kalan bir rezidl ve koruma
Olgeginde 5. sirada bulunmaktadir.

132, 133. ve 135. doniisiim neural-network algoritmasina gore, gomiilii bir rezidi

koruma 6lgeginde 8. numarada yer almaktadir.
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5. TARTISMA

SMA nadir goriilen hastalik gruplarindandir. Bu hastalik merkezi sinir sistemini ve
iskelet kas sistemini etkilemesiyle bilinen kalitsal olarak ilerleyen ndron hastalik
gruplarindandir. Kisi bilingli eylemlerini yapamamaktadir. Genellikle bebeklik
Oliimlerinin goriildiigii hastalik grubundan sayilmaktadir. SMA omurilikte motor sinir
hicrelerini etkilemektedir. Genel olarak yirime, yemek yeme, nefes alma gibi temel
kabiliyetlerin ortadan kalkmas1 sonucu 6liimle sonuglanabilmektedir.

In silico araclar, amino asit degisimleri hakkinda verilere ulasmada, protein yapisi ve
islevi tzerindeki etkileri belirlemede ve tek niikleotid polimorfizminin neden oldugu
hastaliklarin mekanizmasini anlamada kritik 6neme sahiptir.

POP7 ve GEMING genlerindeki SNP’lerin, NCBI dbSNP veri tabanindan missense
SNP verilerine ulagilmistir. POP7 icin NCBI dbSNP verisi; 1671 SNP’nin 147 tanesinin
missense SNP oldugu verisine ulagilmistir. SIFT, PolyPhen-2, PHD-SNP, MetaSNP,
PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2 yazilim araglar1 kullanilarak missense SNP’lerin olas1
zararh etkileri bilgisine ulasilmistir. POP7 i¢in SIFT programui hari¢ diger (PolyPhen-2
(Hum-Div, Hum-Var), PHD-SNP, MetaSNP, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2) 6
program iginden 7 sonu¢ alinan ortak ‘Zararli/Hastalik’ sonucu 10 SNP bilgisine
ulasilmistir. Bu SNP’lerin rs numaralari; rs558545173, rs755458828, rs758799064,
rs781035351, rs781744076, rs897944213, rs1206660487, rs1288906320, rs1806532401,
rs1806536802 seklinde siralanmistir. GEMING geninde ise NCBI dbSNP verilerinden
4522 SNP icerisinden 217 tanesinin missense SNP oldugu verisine ulasilmistir. Bu
missense SNP’ler ¢evrim i¢i yazilim programlar1 tarafindan tarandiginda ortak
‘Zararli/Hastalik’ sonucu bulunan 35 SNP bulunmustur. Bu SNP’lerin rs numaralari;
rs138354097_(R154C), rs138354097_(R154S), rs150620456_(R154P),
rs150620456_(R154H), rs202244208, rs530479807, rs556436296, rs747916454,
rs749531806, rs754248655, rs756153830, rs757128366_(P39A), rs757128366_(P39S),
rs757607089, rs768636330, rs769480214, rs772095779, rs778573363 (P39R),
rs778573363_(P39L), rs905978224, rs913913851, rs1028539287, rs1049924099,
rs1173900794, rs1215958194, rs1241966099, rs1319889731, rs1330974173,
rs1335357664, rs1355479738, rs1669014139, rs1669016728, rs1669085745,
rs1669098404, rs1669099201 olarak kaydedilmistir. POP7 ic¢in bulunan 10 SNP ve

40



GEMING i¢in bulunan 35 SNP literatiirde taranmig olup bu SNP’ler {izerine herhangi bir
calismaya rastlanilmamustir.

Bulunan ortak ‘Zararli/Hastalik” verici SNP’ler I-Mutant ve MUpro yazilim araglari
kullanilarak protein stabilizasyonu iizerine olan etkileri incelenmistir. Protein
stabilizesinde herhangi bir amino asit degisimi sonucu meydana gelen azalmada, protein
katlanmalarinda problem ile kendini gosterir. Diizgiin olmayan katlanmalar, protein
yogunluguna etki edebilir (Yue ve ark., 2005). Protein stabilizesindeki dizenli
katlanmanin goriilmesi, amino asitler arasindaki etkilesimlerin bir sonucu oldugu
bilinmektedir (Anfinsen,1973). Proteinlerin katlanma sorunu, proteinlerde islev kaybi ile
sonuglanir. Referans numarasi rs781744076, rs1288906320 olan POP7 i¢in ortak zararli
missense SNP’lerin protein stabilizasyonunu arttirdig1 bilgisine 1-Mutant yazilim araci
kullanilarak ulasilmistir. Diger 8 ortak zararli SNP’lerin ise protein stabilizasyonunda
‘azaltic’’ etki verdigi sonucuna ulasilmistir. POP7 geni i¢cin MUpro sonucu ortak
‘Zararli/Hastalik’ sonucu veren 10 missense SNP icinden hepsinin de ‘azaltici’ etkide
bulundugu gosterilmisti. GEMING geninde ortak ‘Zararli/Hastalik® sonucu veren 35
missense SNP’den 2 tanesinin (rs756153830, rs1669016728) protein stabilizasyonunu
arttirdig1 ve 33 tanesinin de azalttigi sonucuna ulasildi. Bu bilgilere I-Mutant yazilimi ile
vartlmistir. GEMING icin MUpro yazilimmda ise rs778573363 referans numarali
missense SNP’nin arttirict etkide oldugu ve diger 34 missense SNP’nin ‘azaltic1’ etki
gosterdigi verisine ulagilmistir. Stabilitedeki artis ya da azalis nedeni ile proteindeki
katlanmalar etkilenebilir. Bunun sonucu hastalik mekanizmalari tetiklenebilmektedir.

POP7 ve GEMING genleri icin Project HOPE yazilim arac1 kullanilarak, proteinin ve
amino asit degisimlerinin ii¢ boyutlu modelleme sonucuna ulasilmis ve protein yapisi
lizerine olan olas1 etkileri incelenmistir. Ayrica bu yazilim araci ile varyasyonlarin
yabanil ve mutant tipler arasindaki boyut, ylk ve hidrofobiklik farkliliklar1 belirlenmistir.

Buyuklik agisindan; amino asitler arasinda 6nemli bir gesitlilik olup bir amino asidin
molekiiler agirhigi, biiyiikligii ile kabaca orantilidir. Daha kiiguk rezidiler, tercihen daha
buyik rezidiilerle birlikte yerlesirler. Protein yapisinin hangi bolgelerinin hangi bolgelere
uydugunu saptamada amino asitlerin boyutlarinin 6nemli bir rolt olup ¢ogunlukla, boyut
ve sekil 6zellikleri daha blyuk protein alanlari ile iligkilidir (Biro, 2006).

POP7 igin:  rs558545173, rs758799064, rs897944213, rs1206660487,
rs1288906320, rs1806532401, rs1806536802 polimorfizmlerinin sebep oldugu amino

asit donisiimlerinde mutant rezidii yabanil tip rezidiiden daha buydktir. Mutant
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rezidunin daha biiylik olup muhtemelen protein cekirdegine sigmayacagi verisine
ulasilmistir (Venselaar ve ark., 2010).

rs755458828, rs781035351 ve rs781744076 polimorfizmlerinin sebep oldugu amino
asit dontigiimleri igin mutant rezidiiniin yabanil tip rezidiiden daha kiiglik olmasi
sebebiyle aminoasit degisimi proteinin ¢ekirdeginde bos bir alana neden olacaktir. Bu
durum proteinler arasi iglevi etkileyecegi 6ngoriilmektedir.

GEMING i¢in rs138354097, rs150620456, rs202244208, rs530479807, rs556436296,
rs754248655, rs757128366, rs757128366, rs905978224, rs913913851, rs1028539287,
rs1173900794, rs1215958194, rs1669014139 ve rs1669098404 polimorfizmlerinin sebep
oldugu amino asit doniisiimleri i¢in Project HOPE yazilimindan alinan veri bilgisine gore
mutant rezidiiniin yabanil tip rezidiiden daha kiiciik olmas1 sebebiyle aminoasit degisimi
proteinin ¢ekirdeginde bos bir alana neden olacaktir. Bu durumun proteinler arasi islevi
etkileyecegi 6ngoriilmektedir. rs747916454, rs749531806, rs756153830, rs757607089,
rs768636330, rs769480214, rs772095779, rs778573363, rs778573363, rs1049924099,
rs1241966099, rs1319889731, rs1330974173, rs1335357664, rs1355479738,
rs1669016728, rs1669085745 ve rs1669099201 polimorfizmlerinin sebep oldugu amino
asit doniisiimlerinde mutant rezidii yabanil tip rezidiiden daha biiyiiktiir. Mutant rezidii
daha biiylik olup muhtemelen protein g¢ekirdegine sigmayacagi verisine ulasilmistir
(Venselaar ve ark., 2010).

Yiik bakimindan proteinlerdeki tuz koprileri, elektrostatik ¢cekimi olusturmak igin
bir birine yeterince yakin olan zit yiiklii rezidiiler arasindaki baglardir. Protein yapisina
ve proteinlerin diger biyomolekiillerle etkilesiminin 6zgiilliigiine katkida bulunurlar
(Bosshard ve ark., 2004).

POP7 geni icin: rs558545173, rs758799064, rs1806532401 polimorfizmlerinin
sebep oldugu amino asit doniistimlerinde yabanil rezidi yikunin ndtr, mutant rezidi
yiikiiniin pozitif olmas1 sonucu bu pozisyonlarda bir yiik olusturur. Bunun sonucu mutant
rezidu ile komsu rezidiler arasinda itmeye neden olabilir.

rs755458828 polimorfizminin sebep oldugu amino asit doniisimiinde bu alandaki
yabanil tip rezidi yiki pozitif iken mutant rezidi nétr olmaktadir. Project HOPE
yazilimindan alinan verilere gore yabanil tip rezidu yiku bu amino asit degisimi
tarafindan kaybedilmektedir.

rs1206660487 polimorfizminin sebep oldugu amino asit doniisiimiinde mutant

rezidu, yabanil rezidliden protein katlama sorunlarina yol agabilecek bir yiik getirir.
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GEMING geni igin rs747916454, rs749531806, rs778573363 ve rs1330974173
polimorfizminin sebep oldugu amino asit doniisiimleri sonucu yabanil rezidii yiikiiniin
notr, mutant rezidii yiikiiniin pozitif olmast sonucu Project HOPE yazilimindan elde
edilen veriler sonucu amin oasit degisimi bu pozisyonlarda bir yiikk olusturur, bunun
sonucu mutant rezidii ile komsu rezidiiler arasinda itmeye neden olabilir.

rs138354097, rs150620456 ve rs530479807 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit donistimlerinde yabanil tip rezidii yiikii pozitif iken mutant rezidii ndtr olmaktadir.
Project HOPE yazilimindan alinan verilere gore yabanil tip rezidii yiikii bu amino asit
doniigiimil tarafindan kaybedilmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

Proteinler sentezden sonra tipik olarak en termodinamik uygunlukta ¢ boyutlu
konformasyona katlanir. Bu katlanma islemi proteinlerdeki hidrofobik etki tarafindan
yonlendirilmektedir (Briining, 2015) .

POP7 proteini i¢cin HOPE hidrofobiklik agisindan rs558545173, rs758799064,
rs1206660487 ve rs1288906320 pozisyonlarindaki mutant rezidiilerin, yabanil tip
rezidiilere gore daha az hidrofobik oldugunu gdstermistir. Bu durum protein
varyasyonlarinin ¢ekirdeklerinde hidrofobik etkilesimlerin kaybina neden olabilecegi
ongorulmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

GEMING icin rs138354097, rs138354097, rs150620456, rs530479807, rs905978224
ve 151669016728 pozisyonlarindaki mutant rezidiilerin yabanil tip rezidiilere gére daha
fazla hidrofobik oldugu tespit edilmistir. Bu durum proteinin ¢ekirdegindeki hidrojen
baglarinin kaybina neden olabilir ve sonu¢ olarak dogru katlamayi bozabilecegi
ongorulmektedir (Venselaar ve ark., 2010).

POP7 ve GEMING genlerinin GeneMANIA yazilim araci ile gen-gen etkilesimlerine
bakilmistir. Genlerin islevi hakkinda varsayimlar olusturmak, gen dizilimleri olusturmak,
gen dizilimlerini ¢6ziimlemek ve fonksiyonel analizler i¢in genleri tanimlamak i¢in
kullanilan bir yazilim aracidir. Bu yazilim aract bir gen taratildiginda bagka genler ile
olasi etkilesimini bulmaktadir (Franz ve ark., 2018). Yazilim arac1 kullanilarak POP7 ve
GEMING i¢in 20 farkli gen ile olan etkilesimleri gosterilmistir.

Protein-Protein etkilesimlerinin bilgisine ise STRING yazilim araci ile ulagilmistir.
STRING veri tabani, birden fazla organizma igin bilinen veya olasi protein-protein
etkilesiminde yer alan verileri bir araya getirmektedir (Szklarczyk ve ark., 2017). Bu
yazilim araci ile genlerin etki ettigi proteinler dier proteinler ile olasi etkileri ve

bulunduklar1 yolaklar incelenmistir.
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Evrimsel korunum analizinde ConSurf yazilim araci kullanilmistir. ConSurf gevrim
ici yazilim aracinda evrim orani, protein ve protein homologlari arasindaki evrimsel
iliskiye dayali ve amino asitler arasindaki benzerlik dikkate alimarak evrimsel filogenetik
bilgisi tahmin edilmektedir (Mayrose ve ark., 2004). ConSurf yaziliminin diger
yontemlere kiyasla bir diger avantaji deneysel bir Bayes yontemi kullanilarak evrimsel
smiflandirmada oldukga ytiksek bir verimlilikte ¢alismasidir (Pupko ve ark., 2002). Bayes
teoremi bir rassal degisken icin olasilik dagilimi i¢inde kosullu olasiliklar ile marjinal
olasiliklar arasindaki iliskiyi gosterir. Evrimsel korunmayi ‘En giicliiniin hayatta kalmas1®
seklinde yorumlayabiliriz. Genel olarak, protein islevi, birbirine yakin konumda bulunan
evrimsel olarak korunmus aminoasit kiimeleri araciligiyla yonlendirilir. Bu kiuimeler
enzimatik aktivitede, ligand baglanmasinda, protein-protein etkilesimlerinde veya protein
mimarisinin katlanmasinda ve stabilizasyonunda yer alabilir (Madabushi ve ark.,
2002). Tipik olarak, bu kiimelerin tespiti, bir proteinin 6zelliklerini karakterize eder ve
bu durum arastirma i¢in dnemlidir. ConSurf, bu tiir kiimelerin saptanmasina yardimci
olmak i¢in protein veri tabanlarindan yararlanir. ConSurf yazilim araci ile POP7 ve
GEMING proteinlerindeki doniistimlerin evrimsel korunma derecelerini analiz
ettigimizde POP7 i¢in 38, 72, 77, 125 ve 131. amino asit doniisiimiinde en ¢ok korunan
bilgilerine ulasilmigtir. GEMING igin ise 32, 39, 41, 50, 113, 127, 138, 139, 144, 148,
151, 154. ve 156. amino asit doniistimlerinin en ¢ok korunanlar arasinda oldugu verisine

ConSurf ¢evrim i¢i yazilimi ile ulagilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, SMA hastaligina etki eden genlerden olan POP7 ve GEMING
genlerindeki yiiksek riskli SNP’lerin tahmin edilmesinde SIFT, PolyPhen-2 (Hum-Div,
Hum-Var), PHD-SNP, Meta-SNP, PROVEAN, SNPs&GO, SNAP2 yazilim araglarindan
yararlanilirken; protein stabilizasyonundaki degisimlerin tespiti ig¢in I-Mutant ve MUpro
yazilim araglar1 kullanilmistir. Yabanil ve mutant tip proteinlerin ¢ boyutlu
modellemelerinin yapilabilmesi i¢in Project HOPE yazilim aracindan faydalanilmistir.
GeneMANIA ile gen-gen etkilesimlerine bakilmigtir. STRING yazilimi ile protein-
protein etkilesimleri hakkinda veri saglanmistir. ConSurf ¢evrim i¢i yazilim araci bir
amino asidin makro molekulerindeki evrimsel korunma derecesini tahmin etmede

kullanilan in silico bir arag olarak veri saglamustir.

Bu ¢alismada arastirilan genlerden POP7 ve GEMING genlerinde yer alan tek
nikleotid polimorfizmlerinin, protein yapisindaki zararli etkisi olabilecek missense
SNP’lerin bilinmesi ilerde yapilabilecek genotipleme ¢alismalarinda ve bunun yani sira
SNP seciminde ve deney tasarlamalarinda kullanilabilecegi ongdriilmektedir. Ayni
zamanda ileride yapilacak Spinal Muscular Atrofi (SMA) hastaligiyla ilgili ¢alismalara

katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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