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OZET

Alp i., Frontonazal Nadir Bir Yiiz Malformasyonu ile iliskili Aday Genlerde Protein
Diizeyinde In Silico Analiz, Hacettepe Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitiisii,
Biyoinformatik Programi Yiiksek Lisans Tezi, ANKARA, 2022. Frontonazal
malformasyonlar orta yiiz bolgesinde gelisen ve degisken fenotipik 6zellikler gosteren
hastaliklardir. Nadir bir frontonazal malformasyon fenotipi agisindan mikrodizin ve
tim ekzom dizileme yontemleri ile, tez calismasi 6ncesinde, 5 etkilenmis ve 2
etkilenmemis birey bulunan bir aile incelenmistir. Bu ailede linkaj analizi ile belirlenen
hastaliktan sorumlu olabilecek aday gen bolgelerinde tim ekzom verisi ile 3 aday
yanlis anlamli mutasyon (UBXN4; p.E260D, ANK; p.R1604K, TRAM?2; p.E282K) tespit
edilmistir. Bu tez calismasinda, elde edilen 3 aday varyantin protein Gzerindeki olasi
yapisal ve fonksiyonel etkilerinin in silico yontemlerle arastiriimasi amaglanmistir. Bu
amacla oncelikle dizi tabanli PredictSNP, MetaSNP, I-Mutant 3.0, MUpro ve HOPE
araclari kullaniimistir. Daha sonra proteinlerin deneysel olarak olusturulmus bitiincul
3 boyutlu yapilari UniProt veri tabaninda bulunmadigindan, 3 aday genin kodladigi
proteinlerin 3 boyutlu yapilan farkli yontemler kullanilarak modellenmeye
cahisilmigtir. ANK2 proteinine ait tahmini 3 boyutlu yapi olusturulamamigken, UBXN4
ve TRAM2 proteinlerinin 3 boyutlu yapilari ise AlphaFold veri tabanindan elde
edilmistir. UBXN4 ve TRAM2 proteinlerinde goézlemlenen mutasyonlarin protein
yapisi Uzerindeki etkilerini arastirmak icin yapi tabanhh Missense3D, COACH,
COFACTOR ve PremPS araglari kullanilmistir. Sonuc olarak, bu araclara gore, 3 aday
varyantin protein Uzerinde olasi bir yapisal ve fonksiyonel etkiye sahip olmadig

tahmin edilmistir.

Anahtar sozciikler: in silico analiz, yanlis anlamli mutasyon, protein modellemesi
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ABSTRACT

Alp i., Protein Level In Silico Analysis of A Rare Frontonasal Facial Malformation
Associated Candidate Genes, Hacettepe University, Graduate School of Health
Sciences, Bioinformatics Program Master Thesis, ANKARA, 2022. Frontonasal
malformations are diseases that develop in the median facial line and appear in
variable phenotypic features. A family of 5 affected and 2 unaffected individuals were
studied by microarray and whole-exome sequencing for a rare frontonasal
malformation phenotype prior to the thesis study. In this family, 3 candidate
missense mutations (UBXN4; p.E260D, ANK2; p.R1604K, TRAM?2; p.E282K) were
detected by whole-exome data in candidate gene regions that may be responsible
from the disease determined by linkage analysis. In this thesis, it was aimed to
investigate the possible structural and functional effects of the 3 candidate mutations
on the proteins by in silico methods. For this purpose, primarily sequence-based
PredictSNP, MetaSNP, I-Mutant 3.0, Mupro and HOPE tools were used. Afterwards,
as the complete experimentally produced 3D structures of proteins could not be
obtained from UniProt database, the 3D structures of proteins, encoded by the
candidate three genes, were intended to be modelled with different approaches.
While the predicted 3D structure of the ANK2 protein could not be formed, the 3D
structures of the UBXN4 and TRAM2 proteins were extracted from the AlphaFold
database. Structure-based Missense3D, COACH, COFACTOR and PremPS tools were
used to survey the effects of mutations that were observed on UBXN4 and TRAM?2
proteins on protein structure. In conclusion, 3 candidate variants were predicted to
have no possible structural and functional effect on the protein, according to these

tools.

Keywords: in silico analysis, missense mutation, protein modelling
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Yiz gelisiminin asamalari ve ALX gen ailesi ile iliskilendirilen bozukluklar.
Seklin Ust kisminda embriyo gelisiminde yliz ve damak gelisimi, alt
kisminda ile ALX gen ailesi ile iliskilendirilen malformasyonlar
gorilmektedir. ALX3 ile iliskili gen mutasyonlari daha hafif bir yiz
malformasyonu olustururken Ust dudakta izlenen filtrum bombeleri tani
koydurucudur (14).

Sunulan tez galismasina aday gen tespiti agisindan kaynak tegkil eden
kraniyorini ailesine ait soy agacl.

UBXN4 geninin etkilesimde oldugu genler. (ER’da protein islenmesi
sirasinda gorev alan genler kirmizi ile isaretlenmistir.)

UBXN4 proteinine ait domain bilgisi.

ANK2 geninin etkilesimde oldugu genler. Sitosolik Ca*? seviyelerinin
yukselmesinde rol oynayan genler kirmizi ile gésterilmistir.

ANK2 proteinine ait domain ve ait domain bilgisi ve deneysel olarak
belirlenmis 3 boyutlu PDB yapilarinin protein tizerindeki konumlari.

TRAM2 geninin etkilesimde oldugu genler. P-tipi ATPazlar ile iyon
tasinmasinda rol alan genler ise kirmizi ile gosterilmistir.

TRAM2 proteinine ait domain bilgisi.

UBXN4 p.E260D amino asit degisiminin sematik gorintiisi. Orijinal amino
asit solda, mutant amino asit sagda gosterilmistir.

A) AlphaFold tarafindan olusturulan UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisi B)
AlphaFold tarafindan olusturulan UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisi
Uzerinde p.E260 amino asidinin konumu pembe renkli olarak
gosterilmistir. C) p.E260 amino asidinin odaklanmis gorintisa.

UBXN4 PAE grafigi. p.E260 amino asidinin (x,y) eksenindeki konumu
yaklasik olarak kirmizi ok ile gdsterilmistir.

UBXN4 PremPS sonucu. A) Yabanil tip p.E260 rezidisiunin diger amino
asitlerin yan zincirleri ile olusturdugu kimyasal baglarin gosterimi. B)
Mutant tip p.D260 rezidUsunin diger amino asitlerin yan zincirleri ile
olusturdugu baglarin gbsterimi. C) Yabanil tip p.E260’In a-heliks yapisi
icindeki gosterimi. D) Mutant tip p.D260'In a-heliks yapisi igindeki
gosterimi.

TRAM2 p.E282K amino asit degisiminin sematik gorintisu. Orijinal amino
asit solda, mutant amino asit sagda gosterilmistir.

A) AlphaFold tarafindan olusturulan TRAM2 proteinin 3 boyutlu yapisi B)
AlphaFold tarafindan olusturulan TRAM2 proteinin 3 boyutlu yapisi
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Uzerinde p.E282 amino asidinin konumu pembe renkli olarak
gosterilmistir. C) p.E282 amino asidinin odaklanmig goérintisa.

4.7. TRAM2 PAE grafigi. E282 amino asidinin (x,y) eksenindeki konumu yaklasik
olarak kirmizi ok ile gosterilmistir.

4.8. TRAM2 PremPS sonucu. A) Yabanil tip E282 rezidistnin diger amino
asitlerin yan zincirleri ile olusturdugu kimyasal baglarin gosterimi. B)
Mutant tip K282 rezidislinin diger amino asitlerin yan zincirleri ile
olusturdugu baglarin gosterimi. C) Yabanil tip E282'nin 3 boyutlu yapi
icindeki gosterimi. D) Mutant tip K282'nin 3 boyutlu yapi igindeki
gosterimi.
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Elde edilen aday varyantlara ait bilgiler.

ANK2 proteinine ait UniProt veri tabanindan elde edilmis deneysel 3B

yapilari

PredictSNP’e entegre edilmis 8 tahmin araci ve kullandiklari ydntemler.

UBXN4 p.E260D PredictSNP sonucu.
UBXN4 p.E260D Meta-SNP sonucu.

UBXN4 p.E260D I-Mutant 3.0 ve MUpro sonucu.

UBXN4 Missense3D sonucu.
UBNX4 COACH sonucu.

UBXN4 COFACTOR sonucu.

UBXN4 p.E260D PremPS sonucu.
ANK2 p.R1604K PredictSNP sonucu.
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3 Aday genin kodladig proteinlere ve varyantlara ait in silico araglardan
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1. GIRiS

Frontonazal malformasyonlar; burun kokinidn genisligi, okiler hipertelorizm,
orta yuz hattini (burun, Gst dudak ya da damak) etkileyen yariklar, burun ucunun
olusmamasi, kafatasi yarigi gibi birgok klinik karakteristik 6zelligin birlesimi olarak
tanimlanir (1). Frontonazal displazi terimi ise 1970 yilinda Sedano ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir (2). Otozomal resesif kalitim kalibi gésteren bu sendrom
ALX protein ailesi ile iliskilendirilmistir. ALX proteinlerini kodlayan 3 genin hafiften
siddetliye seyreden fenotiplere neden oldugu bildirilmistir. ALX3 proteinindeki
fonksiyon kaybinin, insanlarda “frontorini” olarak adlandirilan bir fenotipe neden
oldugu gosterilmistir (3). 1991 yilinda Ali Nihat Mindikoglu’nun olgu raporunda ilk
defa sundugu kraniyosinostoz, basik ve genis burun, antevert burun delikleri, Ust
dudakta simetrik kist benzeri olusumlar daha dnce bildirilen ve ALX3 gen mutasyonu
ile ortaya c¢ikan frontorini malformasyonu ile bazi ybnlerden benzerlik

gostermektedir. Ancak bu sendrom otozomal dominant olarak kalitilmaktadir (4).

DNA dizisinde, protein kodlayan bolgelerde (ekzonik) meydana gelen tek
niikleotid degisimleri protein dizisinde farkl bir amino asidin (aa) kodlanmasina
neden olabilir. Bu tir degisimler yanhs anlamli mutasyon olarak adlandirilir. Yanls
anlamli mutasyonlar protein Uzerinde fonksiyon kaybina ya da protein-protein
etkilesimlerinin bozulmasina neden olabilirler. Bir¢ok ¢alisma, yanhs anlamli
mutasyonlarin, protein UGzerindeki fonksiyon kaybi ya da protein-protein
etkilesimlerinin bozulmasi gibi etkilerle kalitsal ya da kompleks pek ¢cok farkli hastaliga
neden oldugunu deneysel ya da in silico yontemler kullanarak gostermistir (5-10). Bu
nedenle yanlis anlamli mutasyonlarin, protein yapisi ve fonksiyonu (stabilite, ligand
baglanma bolgeleri, katlanma, katalitik aktiviteler gibi) tizerindeki etkisini arastirmak
onemlidir. Ancak deneysel yontemlerle mutasyonlarin protein Uzerindeki etkilerini

arastirmak zaman alan ve maliyetli calismalardir.

Calismamizda kullanilan, ALX3 mutasyonlarinda gorilen fenotipe benzer bir

fenotip gosteren ve daha 6nce olgu raporunda sunulan ailede, bu tez galismasi



oncesinde yapilan, haplotip, baglanti analizi ve tim ekzom dizileme (Whole Exome
Sequencing, WES) sonucunda fenotipi aciklayacak ve daha Onceden bir genetik
hastalikla iliskilendirilmis genlerde herhangi bir degisiklige rastlanmamistir. Fakat
yapilan analizlerde fenotip ile iliskili olabilecek 3 aday gen saptanmistir. Bu tez
calismasinda nadir yiiz malformasyonu ile iliskili oldugu 6n goérilen 3 aday gen
(UBXN4, ANK2, TRAM?2) lizerindeki 3 yanhs anlamli mutasyonun (sirasiyla; p.E260D,
p.R1604K, p.E282K) protein lizerindeki etkileri in silico yontemlerle arastirilmistir. Bu
amagla varyantlarin protein (zerindeki fonksiyonel ve yapisal etkileri dizi tabanli
araclar kullanilarak tahmin edilmis daha sonrasinda bu proteinlerin 3 boyutlu yapilari

modellenmeye ¢alisilarak yapi tabanli araglarla varyantlarin etkileri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Frontonazal Malformasyonlar

insanlarda yiiz gelisimi kompleks bir siirec olup embriyoda 4. ve 5. haftalarda
yluz tomurcuklarinin olusumu ile baslamaktadir (11). Burun koéki frontonazal
tomurcuk tarafindan olusturulurken burnun dis kanatlari bir c¢ift nazolateral
tomurcuktan gelismektedir (Sekil 2.1.). Burun ucu, iki burun deligi arasindaki septum,
Ust dudagin bulundugu ve filtrum olarak adlandirilan bolge ise nazomedial tomurcuk
tarafindan olusturulmaktadir. Nazomedial tomurcuk ayni zamanda 6n-ist damak
yapisina da katilmaktadir. Buna ek olarak yanaklarin bulundugu bolge bir cift maksiller
tomurcuk ve ¢ene bolgesi de yine bir ¢ift mandibular tomurcuktan meydana
gelmektedir. Bir kez tomurcuklar olustuktan sonra epitel-mezenkim etkilesmesi
sonucu yiz tomurcuklarinin sekillenmesi birbirleri ile birlesecek sekilde devam
ederek yuz gelisimi tamamlanmaktadir. Programli ilerleyen bu siirece katki yapan
gen bozukluklari farkh derecelerde vyiz vyariklari ve malformasyonlar ile

sonlanmaktadir.

Orta hat yuz yariklari’ni (medyan kleft) tanimlamada farkli disiplinlerce farkl
isimlendirme sistemleri kullanilmakla birlikte genetik acidan kabul géren Sedano ve
ark. tarafindan 6nerilen “frontonazal displazi (FND)” tanimlamasidir (1, 2). FND,
pariyetal kemiklesmede yetersizlik ve orta hat kemik defektleri (anterior cranium
bifidum occultum), V- seklinde frontal sac cizgisi, burun tabaninin genisligi, okdler
hipertelorizm, orta ylz hatti yariklari, burun ucu formasyonunda yetersizlik, burun
kanadinda tek ya da cift tarafli gentiklenme/yarik burun ve tst dudak anomalileri ile
karakterli bir malformasyondur (12, 13). Bu bulgulardan iki ya da daha fazlasinin

olmasi bir hastaya FND tanisi konmasi igin yeterli olmaktadir.
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Sekil 2.1. Y(z gelisiminin asamalari ve ALX gen ailesi ile iliskilendirilen bozukluklar.
Seklin Gst kisminda embriyo gelisiminde yiiz ve damak gelisimi, alt kisminda
ile ALX gen ailesi ile iliskilendirilen malformasyonlar gérilmektedir. ALX3
ile iliskili gen mutasyonlari daha hafif bir yiiz malformasyonu olustururken
Ust dudakta izlenen filtrum bombeleri tani koydurucudur (14).

FND ile iliskilendirilen ilk gen X kromozomunda lokalize olan EFNB1 (Ephrin
B1) genidir ve bu gendeki bozukluklar X'e bagh kaltilan “Kraniyofrontonazal
Sendrom” (CFNS; OMIM numarasi: 304110) ile iliskilendirilmistir. CFNS, Gizerinde en
cok calisma yapilan hastalik olmakla birlikte burun gelisimi hakkinda asil bilgileri elde
etmemiz ALX gen ailesi ile iliskili genlerde gdzlenen mutasyonlar sayesinde olmustur
(3, 14, 15). Aristaless-like homeobox (ALX) gen ailesi her Ui¢ Uyesi (ALX1, ALX3 ve ALX4)
de kraniyofasiyal gelisimde rol alan bir transkripsiyon faktor ailesine mensuptur (16).
Her li¢ gendeki mutasyonlarin da farkh bulgularla ortaya ¢ikan FND fenotipine neden
oldugu gosterilmistir ve kesfedildikleri sira ile FND1 (OMIM numarasi: 136760), FND2
(OMIM  numarasi: 613451) ve FND3 (OMIM numarasi: 613456) olarak
adlandirilmislardir. Bu bozukluklardan ilk kesfedileni ve en hafif bulgularla seyredeni

ALX3 genindeki homozigot mutasyonlarla ortaya ¢ikan fenotiptir (FND1) (3, 14).



ALX3 iliskili FND (frontorini), hipertelorizim, genis burun koki, burun ucunda
yariklanma (bifid burun ucu), uzun filtrum boélgesi, tist dudak ve alveolde orta hatta
centiklenme ve Ust dudak kivrimlarinin belirgin olusu (filtrum bombeleri) ile
karakterlidir (3). Ust dudakta gériinen iki tarafli yumusak doku kivrimlarinin belirgin
olusu hastaliga tani koydurucudur. Yarik dudak, corpus callosum’da lipom ve isitme
kayiplari da hastaliga eslik edebilir. Kraniyal bdlge anomalisi ya da kraniyosinostoz
bulgulara eslik etmez. Otozomal resesif kalitim kalibi gostermektedir ve heterozigot

tastyicilarda herhangi bir bulgu bildirilmemistir.

Kraniyorini (OMIM numarasi: 123050) ise ilk kez 1991 yilinda Mindikoglu ve
ark. tarafindan yayinlanmis henlz geni bulunmamis otozomal dominant bir
frontonazal displazidir (4). Burun kokl acisinin kaybi, kraniyosinostoz, genis burun,
disa donitk burun kanatlari ve burun kanatlarinin Gst dudakla birlesim yerlerinde
simertrik kistik yumusak doku olusumlari ile karakterlidir (4). Ust dudaktaki kistik
yumusak doku katlantilari nedeni ile frontorini malformasyonuna benzer oldugu
distnilse de; 1) yliz malformasyonuna eglik eden kraniyosinostoz birlikteligi
bulunmasi, 2) yiz dismorfik bulgularinda farklilik ve 3) otozomal dominant kalitim

kalibi gostermesi nedeniyle frontorini malformasyonundan ayrilmaktadir (3).

Sunulan tez calismasina, aday gen tespiti acisindan kaynak teskil eden
kraniyorini ailesi ise Mindikoglu tarafindan bildirilen orijinal vakanin bulundugu
orijinal ailedir (Sekil 2.2.). Tez 6ncesinde bir indeks vaka tizerinden Sanger dizileme ile
ALX3 geni dislanmistir. Ardindan tez dncesindeki galismalarda elde edilen genom
boyu tek niikleotid polimorfizim paneli ile genotipleme, parametrik linkage analizi ve
WES verileri incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, linkaj analizi ile uyumlu
bolgelerde bulunan, nadir protein kodlayan veya bir kirpilma bélgesinde bulunan,
SELP, UBXN4, NEB, ANK2, PKHD1 ve TRAM?2 genlerindeki bazi varyantlarin hastalik ile
iliskili olabilecegi dusunulmustiir. Bu genlerden NEB ve PKHD1 genleri ile daha
onceden iliskilendirilmis genetik hastaliklarin tamamen farkh klinik 6zellikleri olmasi,
SELP genindeki varyantin ise normal popiilasyon veri tabanlarinda (gnomAD (17)) bazi

bireylerde homozigot olarak dahi gorilmesi sebebi ile elenmistir. Aday olarak
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belirlenen UBXN4, ANK2 ve TRAMZ2 genlerinin kodladigi proteinlerin 3 boyutlu

yapilarinda aday varyant etkilerinin in silico incelemesi bu tezin kapsamini

olusturmaktadir.

O

|:1 [:2

|:3

|:4

O

1 1:2  1I:3

I11:1

X

11:4 1I:5

11:2

11:6

=7 11:8

11:3 1ll:4

Sekil 2.2. Sunulan tez calismasina aday gen tespiti agisindan kaynak teskil eden
kraniyorini ailesine ait soy agacl.

Bu aday genlerin kodladig proteinlerin Gzerinde tespit edilen 3 aday varyanta iliskin

bilgiler Tablo 2.1."de gdésterilmistir.



Tablo 2.1. Elde edilen aday varyantlara ait bilgiler.

Transkript Translasyon Amino
Gen/Varyant  dbSNP ID MAF* P y Asit
Numarasi Numarasi
Sayisi
UBXN4:

p.Glu260Asp rs748759954 <0.001 NM_014607.4 NP_055422.1 508
(E260D)

ANK2:

p.Argl604lys  rs776426910 <0.001 NM_001148.6 NP_001139.3 3957
(R1604K)

TRAM2:

p.Glu282Lys  rs373852555 <0.001
(E282K)

NM_012288.4 o 364201 370

*MAF: GnomAD veri tabanindan (18) elde edilmis Miné6r Alel Frekansi

2.2. Aday Genler
2.2.1. UBXN4 (UBX Domain Protein 4)

UBXN4, endoplazmik retikulumun (ER) vasolin iceren proteini baglayan bir
integral proteinidir ve endoplazmik retikulumla iligkili protein yikimi
metabolizmasinda (ER-associated protein degradation, ERAD) yer alir (19, 20). insan
UBX domaini iceren UBXN4 proteini, memeliler arasinda yiksek korunmusluga
sahiptir. UBXN4’Un, ERAD sirasinda gorev alan VCP (p97/vasolin iceren protein)’yi
UBX domaini ile bagladig gosterilmistir. (19).

Genlerin etkilesimde olduklari diger genleri ve bulunduklari yolaklarla ilgili
bilgi saglayan STRING 11.5 (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins) (21) veri tabaninda UBXN4 geni icin elde edilen etkilesim agi Sekil
2.3.'te gosterilmistir. ER’de protein isleme sirasinda UBXN4 ile etkilesimde olan

genler ise kirmizi ile gdsterilmistir.



UBQLNT1

Sekil 2.3. UBXN4 geninin etkilesimde oldugu genler. (ER’da protein islenmesi
sirasinda gorev alan genler kirmizi ile isaretlenmistir.)

insan genleri ve gen-fenotip iliskisinin yer aldigi bir veri tabani olan OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man) veri tabaninda (22) ve literatiirde UBXN4 geni
heniliz herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir (OMIM numarasi: 611216).
Sitogenetik olarak 2g21.3 kromozomal bolgede yer alan UBXN4 geni 508 aa
uzunlugundadir. UBXN4 proteinin Evrensel Protein Veri Tabani olan UniProt’taki (23)
domain bilgisini iceren

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q92575/entry#ffamily and domains) (24) ve

aday varyantin belirtildigi sematik goriinti Sekil 2.4.te gosterilmistir.



E260D

UBX

1 315 393 508

Sekil 2.4. UBXN4 proteinine ait domain bilgisi.

insan UBXN4 proteinindeki UBX domainine ait Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) vyontemiyle ¢6zilmis 3 boyutlu yapisi PDB veri tabaninda 2KXJ
(https://www.rcsh.org/structure/2KXJ) (25) girdisinde bildirilmistir. 2KXJ yapisi, 508

amino asitten 317 ile 397 amino asit arasindaki bolimu ve 6zellikle proteinin UBX

domainini kapsamaktadir.
2.2.2. ANK2 (Ankirin 2)

ANK2 geni, ankirin protein ailesinin bir Uyesi olan, spektrin-aktin hiicre
iskeletine baglanan integral membran proteinlerini kodlar. Ankirinler hiicre
mobilitesi, aktivasyonu, cogalmasi, baglantisi ve membran domainlerinin onarimiigin
kilit rol oynarlar. Cogu ankirin tipik olarak, coklu ankirin tekrarlari iceren bir amino-
terminal, yiiksek oranda korunmus bir spektrin baglanma alanina sahip merkezi bélge
ve karboksi-terminal dizenleyici domain olmak Uzere (i¢ yapisal domainden olusur

(26).

ANK2 geninin etkilesimde oldugu genler ve sitosolik Ca*? seviyelerinin
yukselmesinde rol alan genlerle etkilesimi STRING 11.5 veri tabanindan elde edilmis

ve Sekil 2.5.”te gosterilmistir.
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Sekil 2.5. ANK2 geninin etkilesimde oldugu genler. Sitosolik Ca*? seviyelerinin

yukselmesinde rol oynayan genler kirmizi ile gésterilmistir.

Bu gen tarafindan kodlanan protein, kardiyomiyositlerde Na/Ca degistirici'nin
hedeflenmesi ve stabilitesi igin gereklidir. Bu gendeki heterozigot mutasyonlarin,
otozomal dominant kalitilan uzun QT sendromu 4 ve kardiyak aritmi sendromuna
neden oldugu bildirilmistir (OMIM numarasi: 600919) (27, 28). Sitogenetik olarak
4g25-g26 kromozomal bolgede yer alan ANK2 geni 46 ekzondan olusmaktadir (29).
Ayrica, farkh izoformlari kodlayan birden fazla transkripti bulunmaktadir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/287) (30). ANK2 proteinin UniProt veri

tabanindaki domain bilgisini

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q01484/entry#ffamily and domains) (31)

iceren, aday varyantin ve deneysel olarak belirlenmis 3 boyutlu PDB yapilarinin (Tablo

2.2.) belirtildigi sematik goriinti Sekil 2.6."da gosterilmistir.
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Sekil 2.6. ANK2 proteinine ait domain ve ait domain bilgisi ve deneysel olarak
belirlenmis 3 boyutlu PDB yapilarinin protein tizerindeki konumlari.

Tablo 2.2. ANK2 proteinine ait UniProt veri tabanindan elde edilmis deneysel 3B
yapilari

PDB Numarasi Yontem Zincir Pozisyon Baglanti

https://www.rcsb.org/stru

cture/4D80

https://www.rcsb.org/stru

cture/4RLV

https://www.rcsb.org/stru

cture/4RLY

https://www.rcsb.org/stru

cture/5Y4D

https://www.rcsb.org/stru

cture/5Y4E

https://www.rcsb.org/stru

cture/5Y4F

https://www.rcsb.org/stru
cture/5YIR
https://www.rcsb.org/stru
cture/5YIS
https://www.rcsb.org/stru
cture/6KZ)
https://www.rcsb.org/stru
cture/6M3Q

4D80 X-ray - -

ARLV | e | X-ray A 28-873

ARLY | e | X-ray A 28-318

5Y4D | s | X-ray A 28-693

5Y4E X-ray - -

S5YAF [mmmm]  X-ray A/B  430-873

S5YIR [ | X-ray C/G/H 1588-1614

5YIS [ ] X-ray C/D 1588-1614

6KZ) [ e | X-ray A 1499-1570

EM3Q [ s | X-ray E 951-1458

2.2.3. TRAM2 (Translokasyon iligkili Membran Protein 2)

TRAM?2, ER zarinda yeni olusan salgi ve zar proteinlerinin translasyon sonrasi
islenmesini kontrol eden kapili bir makromolekiler kanal olan translokonun bir
bilesenidir (32). Karaciger yildizsi hiicreleri ve fibroblastlarda yapilan kollajen tip |
ekspresyonundaki TRAM?2 proteinin rolliiniin arastirildigi calismada, aktive olmus

karaciger yildizsi hicreleri, fibrotik karacigerde kollajen Ureten hiicrelerdir ve aktif
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olan bu hiicrelerde TRAM2 proteinin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (32).
TRAM2, translokon bileseni olan TRAM proteini ile %53 amino asit benzerligi
gosterdigi ve yalnizca %15 benzerlik gosteren C-terminal kisminin ER’nin SERCA2b’nin
Ca*2 pompasi ile etkilesime girdigi bildirilmistir. TRAM2’nin C-terminal bdlgesinin
silinmesi karaciger yildizsi hiicrelerinin aktivasyonu sirasinda tip | kollajen sentezini

inhibe edebilecegi gosterilmistir (32).

TRAM2 proteini politopic membran proteini olan TM4SF20'nin ilk
transmembran sarmal N-terminalinin ER limenine uygun sekilde yerlestirilmesi igin
gereklidir ve dizenlenmis alternatif translokasyon (RAT) icin bir seramid sensori

olarak islev gérdigli 6ne sirdlmistir (33).

XKR6
MTMRY ()
P\ %
'w -
| - KLHL18
£
EMC6
=3
RRBP1
£\
o~ -
= |

/\M
\ -

SSR2
£.X

\/

Sekil 2.7. TRAM?2 geninin etkilesimde oldugu genler. P-tipi ATPazlar ile iyon
tasinmasinda rol alan genler ise kirmizi ile gésterilmistir.

STRING veri tabanindan elde edilen TRAMZ2 geninin etkilesimde oldugu genler Sekil
2.7.de gosterilmistir. P-tipi ATPazlar ile iyon tasinmasinda rol alan genler ise kirmizi

ile gosterilmistir.
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OMIM (OMIM numarasi: 608485) (34)'de ve literatlirde TRAMZ2 geni heniiz
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmemistir. Sitogenetik olarak 6p12.2 kromozomal
bolgede yer alan TRAM2 geni 370 aa uzunlugunda bir proteini kodlamaktadir.
Onuchic ve arkadaglari tarafindan TRAM2 geninin 11 ekzon igerdigi belirlenmigtir
(35). UniProt’a (23) gore TRAM2’nin TLC domaini 112 ile 321 amino asitleri arasinda

bulunur  (https://www.uniprot.org/uniprot/Q15035#family and domains) (36).

SMART veri tabaninda TLC domaini en az 5 transmembran a-heliks iceren bir domain

olarak bildirilmistir (http://smart.embl-

heidelberg.de/smart/show motifs.pl?ID=Q15035&) (37). TRAM2 proteinin domain

bilgisini iceren ve aday varyantin belirtildigi sematik gorinti Sekil 2.8.'de

gosterilmistir.

E282K

TLC

1 112 321 370

Sekil 2.8. TRAM2 proteinine ait domain bilgisi.

insan TRAM2 proteinine ait deneysel olarak belirlenmis herhangi bir 3 boyutlu yapi

bulunmamaktadir.
2.3. Yanlis Anlamli Mutasyonlar

DNA dizisindeki tek bir baz ciftinde meydana gelen nikleotit degisimlerinden,
amino asit kodlayan Ugli kodonda farkli bir amino asit donlisimiine neden olan
mutasyonlara yanlis anlaml mutasyonlar denir. Bu mutasyonlardan bazilari hastalik
etkeni olabilmektedir. Bu nedenle hastaliklarin molekiler mekanizmalarinin
anlasilabilmesi icin yanlis anlamli mutasyonlarin etkilerinin arastirilmasi 6nemlidir
(38). Bu etkilerin tahmini icin genellikle dizi tabanli ve yapi tabanli in silico araglar

kullanilmaktadir.
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Bu calismalara ornek olarak Sudarshan ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma
verilebilir (39). Bu c¢alismada otozomal dominant kalitim kalibi gosteren,
tuberoskleroz kompleksine neden olan TSC2 genlerindeki vyanlis anlamh
mutasyonlarin hastalik yapiciligi, farkh biyoinformatik araglar ve bilgisayar tabanli
protein modelleme yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Bunun icin secilen
mutasyonlar proteinin fonksiyonel domainde olma durumuna gore degerlendirilmis
ve arastirilan mutasyonlarin protein yapisinda, heliks yapilari arasindaki hidrofobik
etkilesimleri bozdugu ve etkilenen domainin polaritesini degistirdigi bulunmustur. Bu
durumun protein yapisini dengesizlestirdigi ve protein etkilesimi etkiledigi
belirtilmistir. Proteinin domaininde yer alan mutasyonlarin protein yapisinda; amino
asidin yukdn(, hidrofobik etkilesimlerini degistirerek katlanmasini ve fonksiyonunu
bozabilecegi gosterilmistir (39). 20 yanlis anlamli mutasyon ile yapilan farkl bir
calismada kullanilan araglar arasinda geliskili sonuglar elde edilmis ve mutasyonlarin
etkilerinin tahmini icin bircok araci birlestirerek kullanmanin énemi vurgulanmistir

(40).

2.4. Varyantlarin Protein Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi igin Kullanilan

Araglar
2.4.1. Dizi Tabanh Araglar

Yanhs anlamli mutasyonlarin yapisal ve fonksiyonel etkilerini tahmin etmek
icin literatlirde cesitli makine 6grenmesi yontemlerini kullanan birden fazla tahmin
algoritmalari bildirilmistir. Bu yontemler girdi olarak protein dizi bilgisini, degisen

amino asidi ve degisimin meydana geldigi kodonu kullanir.
PredictSNP1.0

Bir siniflandirici web sunucusu olan PredictSNP1.0 (41), varyantlarin protein
Gzerindeki etkilerini tahmin etmek icin yaygin olarak kullanilan bir aractir. PredictSNP,
farkl makine 6grenmesi algoritmalarini kullanan ve mutasyonun zararli ya da nétral

olup olmadigini tahmin eden 8 farkli tahmin aracini (MAPP, nsSNPAnalyzer,
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PANTHER, PhD-SNP, Polyphen-1 (PHH-1), Polyphen-2 (PHH-2), SIFT ve SNAP)

birlestiren bir konsensis siniflandiricidir (Tablo 2.1.).

Bu 8 farkli tahmin araci, bir kiyaslama veri seti ve iki test setinden olusan veri
setleri kullanilarak degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda en iyi performans
gosteren 6’'sinin ve bu aracglardan elde edilen sonuglarin birlestirilmesiyle
PredictSNP’in konsensus siniflandirma algoritmasi olusturulmustur. Buna gore her
aracin gozlenen dogruluk degerleri %0-100 arasinda degisen karsilastirilabilir tek bir
skora donusturulmugstir. Diger araglarin sonuglariyla karsilastirmanin  kolay

yapilabilmesi icin PredictSNP konsensis skoru da tahminini ylzdelik olarak verir (41).

Tablo 2.3. PredictSNP’e entegre edilmis 8 tahmin araci ve kullandiklari yontemler.

Tahmin Araglan Kullandigi Yontem Referanslar
MAPP Fizikokimyasal 6zellikler ve Hizalama skoru (42)
PANTHER Gizli Markov Modeli ve hizalama skoru (43)
nsSNPAnalyzer Rastgele Orman algoritmasi (44)
PhD-SNP Destek Vektor Makineleri (SVM) (45)
Polyphen-1 Empririk kurallar (46)
Polyphen-2 Naive Bayes siniflandiricisi (47)
SIFT Hizalama skorunu (48)
SNAP Sinir Aglari (49)
Meta-SNP

Meta-SNP 4 farkli tahmin aracini (PANTHER, PhD-SNP, SIFT and SNAP)
birlestirerek, hastalikla iliskili yanhs anlamli varyantlarin tespiti icin rastgele orman
metodunu kullanir (50). Bu 4 farkli tahmin araglarinin giktilarini, her biri 4 elementten
olusan 2 grubu, 8 elementli bir 6znitelik vektoriine cevirerek girdi olarak kullanir.
Meta-SNP, belirli bir yanlis anlamli varyantin hastalikla ilgili olma olasiligini verir;
puan> 0.5 verilen varyantin hastaliga neden olabilecegini, <0.5 ise varyantin etkisinin
notral olabilecegini gdsterir (50). Meta-SNP, her iki tahmin icin de O ile 10 arasinda bir
deger alan Givenirlik indeksi (Reliability index) hesaplar. Meta-SNP tarafindan veri
tabanlarindan olusturulan veri setine uygulanan tahminlere gére Gi>5 yaklasik olarak

%85 dogru oldugu bildirilmistir (50).



16

I-Mutant3.0 (Suite)

[I-Mutant3.0 (Suite) (45, 51, 52), amino asit dizisinden ya da proteinin 3
boyutlu yapisindan baslayarak, yanlis anlamli mutasyonlarin protein stabilitesi
Uzerindeki degisikliklerini tahmin eder. Bunun igin SVM kullanir ve ¢ikti olarak
tahmini, Gibbs serbest enerji degisim degerini (DDG; AAG) ve Artis veya Azalma olarak
tahminin isaretini verir. DDG yanlis anlamli varyantlarin protein stabilitesi tGzerine
olan etkisini dlgcmek icin kullanilir. Bu deger, mutasyona ugramis ve yabanil tip
proteinlerinin karsilik gelen katlanmasi agilmis serbest enerji degerlerinin farki

alinarak kcal/mol cinsinden hesaplanir (Esitlik 2.1) (https://folding.biofold.org/i-

mutant//pages/I-Mutant2.0 Details.html) (53). DDG>0, artmis protein stabilitesi ve

DDG <0, azalmis protein stabilitesi anlamina gelir.

AAGmutantwild type=AGMutant'AGWild type (2 . 1)
MUpro

MUpro (54), amino asit degisikliklerinin protein stabilitesi Gzerindeki etkisini
tahmin etmek igin SVM ve sinir agini kullanir. Tahminin giivenirligi olarak -1 ile 1
arasinda bir skor hesaplar. Given skoru <0, mutasyonun protein stabilitesini
azalttigini gosterir ve buradaki deger ne kadar kiiglikse o kadar giivenilir bir tahmindir;
gliven skoru >0, mutasyonun protein stabilitesini arttirdigi ve buradaki deger ne kadar

blylkse o kadar guivenilir bir tahmin oldugu anlamina gelir.

HOPE

HOPE (https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) (55), dogal proteinin yapisal

Ozelliklerini ve varyant modellerini incelemek igin kullanilan otomatik bir mutant
analiz sunucusudur. HOPE, mutasyona ugramis proteinlerin 3 boyutlu olarak yapisal
gorsellestirmesini saglar ve sonuglari UniProt ve DAS tahmin sunucularini kullanarak
verir. HOPE sunucusu, ciktiyr mutant ve yabanil tip amino asitler arasindaki yapisal

varyasyon seklinde tahmin eder.
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2.4.2. Ug Boyutlu Yapi Kullanan Araglar
Proteinlerin U¢ Boyutlu Modellerinin Tahmini igin Kullanan Araglar
Protein Modelleme Yontemleri

DNA tarafindan kodlanan proteinler 20 farkli amino asitten olusur. Her bir
amino asit birbirine bir kovalent bag olan peptid baglariyla baglanir. Bu yapi temel
olarak polipeptit ana zinciri olarak adlandirilir. Bu 20 farkli amino asidi benzersiz kilan
polipeptit ana zincir yapisina baglanan yan zincirlerdir. Bir proteinin birincil yapisi
amino asit dizilimi ile olusur, amino asitler ise amino ucu (N-terminal), karboksil ucu
(C-terminal) ve yan zincir olarak 3 bilesenden olusur. Amino asitler bu yan zincirlerin

ozelliklerine gore polar, non-polar, pozitif ve negatif yikli gibi gruplara ayrilir (56).

Bir proteinin sekli, kendisini olusturan amino asitlere gore belirlenir. Polipeptit
ana zincirindeki amino asitlerin yan zincirlerindeki fonksiyonel gruplarin diger amino
asitlerin yan zincirleriyle elektrostatik ¢cekimler, hidrojen baglari ya da Van der Waals
baglari gibi kovalent olmayan baglarla etkilesime girerler. Bu etkilesimler proteinin
katlanmasina yardim eden etkilesimlerdir. Bu katlanmalari yéneten dnemli bir faktor;
yan zincirlerin polar ya da non polar olma durumuna bagl olarak proteinin icine dogru
yonelme ya da disinda bir yerde diizenlenme egiliminde olmalaridir. Ornegin non-
polar 6zellikli olanlar hiicre icindeki su molekillerinden kaginmak icin molekiiliin icine
dogru kiimelenme egiliminde olur. Buna karsin polar amino asitler su molekdlleriyle
ya da polar molekillerle etkilesime girebilecekleri molekilin disinda bir yerde
dizenlenme egiliminde olur. Bu etkilesimlerin sonucu olarak; ¢ogu protein,
zincirindeki amino asitlerin sirasina gore belirlenen li¢ boyutlu 6zel bir yapiya sahiptir

(56).

Proteinlerin ikincil yapisinda temel olarak iki katlanma sekli gbzlenmektedir:
o-heliks ve B-tabaka. Bu iki katlanma modeli, amino asitlerin yan zincirlerini
icermeden polipeptit omurgasindaki N-H ve C=0 gruplari arasindaki hidrojen

bagindan kaynaklandigi icin 6zellikle yaygindir. Bu baglar sonucu olusan yapiya
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proteinin ikincil yapisi denir. Proteinin UGglincil yapisi ise; amino asitlerin yan zincirleri
arasinda olusan ve en disiik enerji seviyesine ulasarak kararli bir yapi olusturma
egiliminde olan atomlarin yaptigi hidrojen bagi, van der Waals etkilesimleri, iyonik
baglar ve disulfid kdprisu gibi etkilesimler sonucu olusur. Birden fazla polipeptit
zincirinden olusan (glincil yapilarin bir araya gelmesiyle de kompleks dérdinciil yapi
olusur (56). Amino asitler, yan zincirlerinin 6zelliklerine gore proteinin ikincil
yapisinda a-heliks ya da B-tabakalar icinde bulunmayi tercih edebilirler. Ornegin,
hidrofobik bir amino asit olan izl6sin, a-heliks yerine B-tabakalarinin iginde bulunma

egilimindedir (57).

UniProt’un 2021 yilinda yayinladigi makaleye gore (23); yaklagik 220 milyon
protein dizi bilgisi arsivlenmistir. Deneysel olarak ¢ozilmis 3 boyutlu protein
yapilarinin  bulundugu veri tabani olan Protein Veri Bankasi’'nda ise (PDB)
(https://www.rcsb.org/) 55.000'den fazla farkli protein icin yalnizca 180.000'den
biraz fazla 3 boyutlu yapi bulunmaktadir (58, 59). Proteinlerin 3 boyutlu yapilari ile
protein dizi bilgisi arasindaki bu Gssel farkhlik arastirmacilari, deneysel yontemlerden
(X-ray kristallografisi, NMR gibi.) ziyade direkt dizi bilgisi kullanarak 3 boyutlu yapilari
tahmin etmeye yoOneltmistir. Proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin modellenmesi igin

kullanilan baslica 3 yontem asagida 6zetlenmistir:
Homoloji Modelleme

Bir protein, dizi benzerligi olan (>%50) baska bir proteinle benzer katlanmalara
ve benzer 3 boyutlu yapiya sahip olabilir. Dizi benzerligi azaldikga yapi benzerligi de
azalmaktadir (60). Karsilastirmali modelleme yontemi olarak da bilinen homoloji
modelleme yontemi bu temel bilgiye dayanir. Hedef dizi kullanilarak bilinen yapilar
(deneysel olarak tanimlanmis) tGzerinden proteinin 3 boyutlu yapisini tahmin etmeyi

amaclar. Bu yontem temel olarak 4 adimdan olusur (61):

i) Hedef dizi ile bilinen en az bir sablon arasindaki benzerligin tanimlanarak
proteinin katlanmasinin atanmasi: Bu adimin amaci; hedef diziyle benzerlik gosteren

batln yapilari tanimlamak ve en uygun olanini sablon olarak kullanmaktir. Protein
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dizisiyle benzer katlanmalar gésteren yapilari bulmak igin hedef diziler protein yapi
veri tabanlarinda aratilir. Bunun icin kullanilan yontemlerden PSI-BLAST (62) coklu dizi
karsilastirmasi yontemini kullanir. Bu yontemle hedef dizi ve sablon yapi arasindaki
benzerligin disuk oldugu durumlarda bile daha hassas sonuglar alinir. Hedef diziye
homolog dizilerinin bulunmasina ek olarak hedef diziyle homoloji gosteren ve
modellerken sablon olarak kullanilacak protein yapilarini PDB’de aratir. Hedef dizi ile
sablon dizi arasindaki benzerlik ne kadar yliksek olursa o kadar iyi bir sablon elde edilir

(61).

ii) Hedef dizinin ve sablon (lar)in hizalanmasi: %40’tan fazla benzerlige sahip
yakin protein dizileri igin hizalama neredeyse dogru olarak yapilir. Bu oran azaldikg¢a
hizalamada hatalar ve yiksek miktarda bosluklar meydana gelir (61). Ayrica hedef

dizinin en az %40’nin sablon dizi ile eslesmesi gerekmektedir (63).

iii) Secilen sablon (lar)la hizalamaya dayali bir model olusturulmasi: Hizalama
olusturulduktan sonra modelin olusturulmasi icin bircok farkli ydntem
kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda en yaygin kullanilan ve otomatiklestirilmis bir ara yiz
sunan homoloji modelleme sunucusu SWISS-MODEL (64), model olusturulmasi
adiminda hizalama sonucunda tanimlanan korunmus atomik koordinatlarinin
aktarilarak modeli olusturur. Hizalamada eklenmis ya da silinmis rezidilere karsilik
gelen koordinatlar déngli modelleme ile olusturulur ve korunmamig amino asit yan

zincirlerinin olusturulmasiyla tam atomlu protein elde edilir.

iv) Model hatalarinin tahmin edilmesi: Olusturulan modelin degerlendirilmesi
icin skorlama fonksiyonlari kullanilir (65). Yerel kalite tahminleri, bulunan tim sablon

yapilarindan topluluk bilgilerini temsil eden ikili mesafe kisitlamalari ile gelistirilir.

Katlanma Tanima (Threading/Fold recognition)

Katlanma tanima yontemi, homoloji modelleme yontemi gibi sablon tabanl
bir protein modelleme yontemidir. Bu yontem; hedef ve sablon protein arasinda

evrimsel bir iliski olmadiginda bile sorguya benzer kivrimlari tanimak amaciyla, farkh
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evrimsel kékenlerden gelen proteinler benzer yapiya sahip olabileceginden, hedef
dizisini dogrudan diger ¢6zilmis proteinlerin 3 boyutlu yapilari ile eslestirmek icin

tasarlanmistir (66, 67).

Ab initio

Ab initio modelleme yontemi ise hedef diziye yonelik herhangi bir sablon
kullanmadan en bastan proteinin 3 boyutlu modelini olusturmak igin kullanilan
yontemdir. Bu yontem Afinsen (68) tarafindan ortaya konan bir termodinamik
hipotezine dayanir: bir proteinin dogal yapisi, belirli kosullar altinda serbest
enerjisinin global minimumuna karsilik gelir. Bu nedenle tahmini bir proteinin yapisi,
uygun bir potansiyel enerji fonksiyonunun global minimumumun arastirilmasiyla elde

edilir (69).

Protein Model Tahmin Araglari

Protein modelleme yontemlerini kullanarak ¢ogunlukla bir ara yiz araciligiyla
kullaniclya sunulan cesitli protein model tahmin araglari ve algoritmalari
bulunmaktadir. Bu algoritmalarin gelismesine yardimci olmak igin diizenli olarak 2
yilda bir dizenlenen Protein Yapisi Tahmin Yontemlerinin Kritik Degerlendirmesi
(Critical Assessment of Methods of Protein Structure Prediction, CASP)'nde, yapisi
bilinmeyen proteinlerin dizileri verilerek degerlendirmeye katilan algoritmalardan
yapilarin tahmin edilmesi istenir. Bu tez galismasinda ise CASP degerlendirmeleri
sonucunda katlanma tanima (threading) ve ab initio yontemlerini kullanan ve bircok

CASP’ta en iyi sonucu alan I-TASSER (70) ve Phyre2 (71) sunuculari kullanilmistir.

2020 yilinda yayinlanan son CASP’ta
(https://www.predictioncenter.org/caspl14/doc/CASP14 Abstracts.pdf) (72) hedef

proteinleri yeni bir yapay zeka algoritmasi kullanarak kendinden bir 6nceki en iyi
yonteme gore yiksek dogrulukta tahmin den AlphaFold (73), protein yapilarinin

tahmini problemine bir ¢6ziim olarak kabul edilmistir.

Yukarda belirtilen protein tahmin araclari ile ilgili bilgiler asagida sunulmustur:
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I-TASSER

I-TASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement,
https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (70) sunucusu, dizi bilgisine

dayanarak otomatiklestiriimis yapi ve fonksiyon tahmini yapan entegre bir
platformdur. Amino asit dizisinden baslayarak yinelemeli yapisal birlestirme
simllasyonlari  ve ¢oklu katlanma tanima (fold recognition/threading)

hizalamalarindan 3 boyutlu yapiyi olusturur.

Phyre2

Proteinlerin 3 boyutlu yapilarini tahmin etmek icin kullanilan baska bir arag,
bir cevrim ici platform olan Phyre2’dur

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) (71). Phyre2,

hizalamanin dogrulugunu arttirmak icin, HHsearch araciligiyla gizli Markov
modellerinin hizalanmasini kullanir. Bilinen yapilarla tespit edilebilir bir sablon yapisi
olmayan proteinleri modellemek icin ise Poing adli yeni bir ab inito katlanma

simulasyonunu da igerir.

AlphaFold

DeepMind tarafindan gelistirilen AlphaFold, proteinin 3 boyutlu yapisini
tahmin etmek icin bir yapay zeka algoritmasi olan derin sinir agini kullanir. Bu
algoritmada kisaca coklu dizi hizalamalarindan ve homolog yapi sablonlarindan
tiretilen oOzellikler birlestirilir. DeepMind, Avrupa Biyoinformatik Enstitlisi’niin
(EMBL-EBI) ev sahipliginde insan proteomuna ait bitin 3 boyutlu model setini

https://alphafold.ebi.ac.uk/ veri tabaninda kullanilabilir hale getirmistir (73, 74).

AlphaFold tarafindan olusturulan modellerin glivenirligi, tahmin edilen yerel mesafe
farki testi (predicted Local Distance Difference Test, pLDDT) skoru ile degerlendirilir.
Bu skor 0 ile 100 arasinda bir deger alir ve yiiksek degerler givenilir bir model

oldugunu gosterir (74).
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Proteinlerin 3 Boyutlu Yapisi Kullanilarak Varyantlarin Etkilerinin Tahmini
Missense3D

Missense3D (75), yanlis anlamli mutasyonlarin yapisal olarak zararh etkisini
deneysel ve tahmin edilmis yapilar kullanarak degerlendirir. 606 deneysel yapi
Uzerinde yaptiklari calismada; 1965 hastalik iliskili yanlis anlaml mutasyonlardan
%40’ 1nin mutant yapida yapisal olarak zararh degisiklige yol agtigi gosterilmistir. 2134
notr varyantin ise yalnizca %11’i yapisal zarar verdigi tahmin edilmistir. Phyre2
kullanilarak tahmin edilen 1052 model igin de benzer sonuglar elde edilmistir.
Boylelikle yanhs anlamli mutasyonlarin etkisinin yapi tabanli analizleri homoloji
modellerine uygulanabilirligi gosterilmistir. Missense3D hem kullanicinin  kendi
olusturdugu modeli hem de AlphaFold tarafindan olusturulan 3 boyutlu protein
modellerini girdi olarak kullanir (75). Degisiklige ugramis amino asidin protein yapisi
Uzerindeki etkisini tahmin etmek icin SCWRL4 (76) yOntemiyle mutant yapi
olusturulur. Hedef rezidiiden 5 A icindeki reziduler yan zincirden cikarilip, degisen

amino asiti iceren yan zincir SCWRL4 kullanilarak tekrar paketlenir (75).

Mutant ve yabanil tip yapilar daha onceki ¢calismalarda belirlenmis, protein
yapisinin prensiplerine dayanan 16 yapisal 6zellik kullanilarak degerlendirir (75). Bu
ozellikler; disilfid baglarinin kirilmasi, gomuli prolin amino asidinin ortaya ¢ikmasi,
carpisma, gomull hidrofilik rezidinlin ortaya g¢ikmasi, gédmili rezidiiniin yiksiz
rezididen yikli olarak degismesi, ikincil yapinin degismesi, gomuli rezidlinin
yukinin degismesi, izin verilmeyen phi/psi agilari, gomili rezidinin yukli
konumdan yuksiiz konuma degismesi, gdmill rezidliniin glisine donlismesi, gdmuli
hidrojen baglarinin kirilmasi, gomili tuz kopristndn kirilmasi, kavite hacminin
degismesi, gdmill ya da agikta kalan rezidiinin goreceli ylizey erisilebilirliklerindeki
(RSA, Relative Solvent Accessibility) farklara gore degerlendirilmesi, Cis pozisyonunda
prolin amino asidinin olusmasi ve bir kivrim bolgesinde glisin amino asidiyle degismesi

olarak siralanabilir.
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COFACTOR

COFACTOR (77, 78), protein molekillerinin biyolojik fonksiyon agiklamalari
icin yapi, dizi ve protein-protein etkilesim (Protein-protein Interactions, PPI) tabanli
bir yontemdir. COFACTOR, 3 boyutlu yapisal modelden baslayarak, fonksiyonel
bolgeleri ve homolojileri belirlemek icin yerel ve global yapi eslesmeleri ile BioLiP (79)

protein fonksiyon veri tabani tGzerinden ilgilenen proteinlerle ilgili bilgileri isler.

COACH

COACH, protein ligand baglanma bdlgelerini tahmin etmek igin bir meta
sunucu yaklasimidir (80). Hedef proteinlerin verilen yapisindan baslayarak, COACH,
baglanmaya 06zgl alt yapi ve dizi profili karsilagstirmalari ile BiolLiP (79) protein
fonksiyon veri tabanindan ligand baglama sablonlarini taniyan TM-SITE ve S-SITE adli
iki karsilastirmali yontemi kullanarak tamamlayici ligand baglanma yeri tahminleri

uretir.

PremPS

PremPS, Gibbs serbest enerjisinin acgilmasindaki nicel degisiklikleri
hesaplayarak tek nikleotit mutasyonlarin protein stabilitesi Uzerindeki etkilerini
degerlendirir. Tahminler protein yapisina dayanmaktadir (81). PremPS modeli, 131
proteinden 5296 mutasyon icin Gibbs serbest enerji degisikliklerinin (AAG)
acllmasinin deneysel verileri lzerinde egitim veren rastgele orman (RF) regresyon

skorlama fonksiyonunu kullanir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasi icin etik izne ihtiyac duyulmadigina dair Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun karar belgesi Ek

1’de sunulmustur.

3.1. incelenecek Aday Genlere Ait Transkript ve Protein Dizilerinin

Belirlenmesi

Daha onceki calismalarda incelemeye alinmis, otozomal dominant kalitim
kalibi gosteren ve frontonazal nadir bir yliz malformasyonu olan bir ailede toplam 5
etkilenmis ve 2 etkilenmemis bireylere 250k Nspl SNP array’e ait haritalama ve WES
yapilmistir. Etkilenmis 2 bireye ait WES verisine 6ncellikle nadir varyant filtreleme
stratejisi uygulanmistir. Daha sonra SNP array’den dominant kalitim modeline gore
haplotip ve linkaj analiziyle hastalikla iliskili olabilecegi diistinlilen aday bolgeler elde
edilmistir. Bu bolgeler dikkate alinarak WES verisinde 3 aday gen ve bu genler
Uzerinde gozlenmis 3 aday varyant bulunmustur. Tespit edilen varyantlar arasinda

proteinlerin birden fazla amino asidini etkileyen bagka bir varyant bulunmamaktadir.

Bu genler ve genlerde gozlenen varyantlara iliskin bilgiler NCBI veri
tabanindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) elde edilmistir (Bkz. Tablo 2.1.).
Yalnizca ANK2 geninin 73 adet transkripti oldugu icin, p.R1604. pozisyonu kapsayan
ve ilgili kodonda Arjinin amino asidini (Arg) barindiran protein dizileri tek tek taranmis
ve bu pozisyondaki Arg yalnizca NP_001139.3 numarali translasyonda saptandigi icin

calismalara NP_001139.3 amino asit dizisi ile devam edilmistir.

Her aday gene ait protein dizisi ilgili translasyon numarasi dikkate alinarak
(Bkz. Tablo 2.1.) NCBI veri tabanindan FASTA formatinda indirilip analizlere

baglanmistir.
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3.2. Varyantlarin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin Dizi Tabanh Araglarla

Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda varyantlarin protein diizeyinde yapisal ve fonksiyonel
etkilerini dizi bilgisi kullanarak in silico olarak degerlendiren 5 farkli tahmin araci
kullanildi. Bunlardan MUpro (54) ve I-Mutant3.0 (Suite) (45, 51, 52) yanlis anlamli

varyantlarin protein stabilitesi Gzerindeki etkisinin arastiriimasi igin kullanildi.

PredictSNP1.0

Hastalik iliskili mutasyonlarin tahmini igin bir konsensiis siniflandirici olan

PredictSNP (https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (41) tahmin aracina, aday

genlere ait protein dizisi FASTA formatinda yiklendi ve her bir protein dizisindeki
yabanil tip amino asit ve bu bélgede meydana gelen yanlis anlamli degisim ile olusan

yeni amino asit bilgisi girildi. Siniflandiriciicinde bulunan bitiin tahmin araclari secildi.

Meta-SNP

Hastalikla iliskili yanlis anlamh varyantlarin tespiti icin rastgele orman

metodunu kullanan Meta-SNP (https://snps.biofold.org/meta-snp/index.html) (50)

tahmin aracina her bir aday gene ait protein dizisi, yabanil tip amino asit ve bu
bolgede meydana gelen yanlis anlamli degisim ile olusan yeni amino asit bilgisi

girilerek analiz baslatildi.

I-Mutant 3.0 (Suite)

I-Mutant Suite (http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant3.0/I-

Mutant3.0.cgi) (45, 51, 52) protein dizisinden ya da varsa 3 boyutlu yapidan
baslayarak tek nukleotit degisikliginin protein stabilitesi Uzerine etkisini, SVM
kullanarak tahmin eder. Bu web sunucusuna, varsayilan parametreler kullanilarak
(derece:25, pH:7), her bir aday gene ait protein dizileri ve yabanil tip amino asit ve bu
bolgede meydana gelen yanlis anlamli degisim ile olusan yeni amino asit bilgisi girildi.

[-Mutant’in bu versiyonunda 3 boyutlu yapi bilindiginde dogruluk orani %68, dizi
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bilindiginde dogruluk orani %64 tahmin edildigi belirtilmistir ancak bu iki dogruluk
orani arasinda 6nemli 6lcide bir fark gézlenmedigi ve her aday proteinin 3 boyutlu
yapisinin bulunmama durumu goz 6niine alindigindan yalnizca dizi bilgisi kullanilarak

analize devam edildi.

MuUpro

MUpro (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/) (54), amino asit

degisikliklerinin protein stabilitesi (izerindeki etkisini tahmin etmek icin SVM ve sinir
agini kullanan baska bir web sunucudur. Girdi olarak protein dizisi ya da varsa 3
boyutlu yapi kullanan ve bu iki girdinin dogruluk oranlari arasinda (sirasiyla %84,2 ve
%84,5) dnemli bir fark bulunmayan program igin analizler amino asit dizisi kullanilarak
gerceklestirildi. MUpro’ya yabanil tip amino asit ve bu bolgede meydana gelen yanlis

anlamli degisim ile olusan yeni amino asit bilgisi girildi.
HOPE

Yalnizca protein dizi bilgisini girdi olarak kabul eden HOPE sunucusunda (55)
protein dizileri ve Uzerindeki bolgedeki yabanil tip amino asit ve degisim sonucunda
olusan amino asitler secilerek UBXN4 ve TRAM?2 protein dizileri ile analiz baslatildi.
Ancak ANK2 proteinine ait amino asit dizisi ¢ok uzun geldigi igcin bu programa

yliklenemedi.

3.3. Varyantlarin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin 3 Boyutlu Yapi

Kullanilarak Degerlendirilmesi
3.3.1. Proteinlerin Ug Boyutlu Yapilarinin Tahmini

Aday genlere ait proteinlerin 3 boyutlu yapilarinin tahmini icin I-TASSER (70),
PHYRE2 (71) ve AlphaFold (73, 74) programlari kullanildi.
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I-TASSER

Bir web sunucu olan I-TASSER’a 500 ila 1500 aa uzunlugunda olan protein
dizileri yiiklenebildiginden aday proteinlerden yalnizca UBXN4 ve TRAM2'ye ait diziler
yuklendi (Bkz. Tablo 3.1.). Analiz baslatilmadan édnce UBXN4 proteini igin daha dénce
PDB’de tanimlanmis bir yapi olan 2KXJ'yi (https://www.rcsb.org/structure/2KXJ) (25)

hedef-sablon hizalama bilgisi olmadan, sablon olarak kullanilmasi igin 6zellikle
belirtildi. TRAM?2 icin PDB’de tanimlanmis bir yapi olmadigindan yalnizca dizi bilgisi
girilerek analiz edildi. Her iki protein igin de varsayilan parametreler kullanilarak

analiz baslatildi.

Phyre2

Phyre2 platformuna her bir aday gene ait amino asit dizisi ylklendi.
Modelleme yontemi olarak ¢oklu sablonlari ve ab initio teknikleri kullanilarak bitiin

proteini modelleyen “Intensive” segildi.

AlphaFold

Bu tez g¢alismasinda kullanilan aday genler, organizma olarak Homo Sapiens
dikkate alinarak, s6z konusu veri tabaninda aratildi. 2700 aa’ten uzun proteinler bu

veri tabaninda dislandigi icin ANK2 proteinine ait bir veri bulunamadi.

3.3.2. Proteinlerin 3 Boyutlu Yapisi Kullanilarak Varyantlarin Etkilerinin

Tahmini

Missense3D

Yanhs anlamli mutasyonlarin proteinin 3 boyutlu yapisi lzerinde verdigi
hasari, deneysel ve tahmin edilmis yapilar kullanarak degerlendiren Missense3D

(http://missense3d.bc.ic.ac.uk/~missense3d/) (75) web ara yuzine AlphaFold veri

tabanindan indirilen UBXN4 ve TRAM2'ye ait .pdb uzantili ve iginde zincir bilgisi

bulunan dosyalar, yabanil ve mutant tip rezidiler girilerek yiiklendi.
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COACH

Protein ligand baglanma bodlgesi tahmini icin bir meta sunucu yaklasimi olan

COACH (https://seg2fun.dcmb.med.umich.edu/COACH/) (79, 80) kullanildi. COACH,

tamamlayici bir ligand baglanma tahmini igin TM-SITE ve S-SITE adli iki kargilastirmal
yontemi kullanir. Bu yontemler; dizi profil karsilastirmalari ve baglanma spesifik alt
yapilari ile BioLip protein fonksiyon veri tabanindan (79) ligand baglanma sablonlarini
tanir. Hedef proteine ait yapi bilgisi kabul eden sunucuya yine AlphaFold veri

tabanindan indirilen UBXN4 ve TRAM2'ye ait .pdb uzantili dosyalar yiklendi.
COFACTOR

Proteinlerin 3 boyutlu yapilarini BioLip protein fonksiyon veri tabaninda (79)
lokal ve global yapi eslestirmesi yoluyla fonksiyonel bolgeleri ve homolojileri
belirlemek icin isleyen baska bir yontemdir. Bir web sunucu olan COFACTOR
(https://seq2fun.dcmb.med.umich.edu/COFACTOR/) (77-79) aracina AlphaFold veri

tabanindan indirilen UBXN4 ve TRAM2’ye ait .pdb uzantili dosyalar herhangi bir

parametre girilmeden ylklendi.
PremPS

Protein yapisina dayanarak yanhs anlamli mutasyonlarin protein stabilitesi
Uzerine etkisini tahmin eden PremPS

(https://lilab.jysw.suda.edu.cn/research/PremPS/) (81) aracina girdi olarak yalnizca

.pdb uzantili dosya kabul eden bu araca ilgili dosyalar yiklendi. Yiklenen dosyadaki

zincir bilgisi girildikten sonra varyasyon bilgisi girilerek analize devam edildi.
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4. BULGULAR
4.1. UBXN4 Proteini

4.1.1. UBXN4 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin Dizi

Tabanli Araglarla Degerlendirilmesi
PredictSNP

Aday genlerden UBXN4’e ait protein dizisi Uzerinde goézlenen p.E260D
varyantinin hastalik ile iliskili olup olmadigina dair PredictSNP analizi sonucunda;
entegre programlardan bazilari varyanti “Zararli” olarak siniflandirmasina ragmen
konsensiis degerlendirmede %60 beklenen dogruluk oraninda varyantin etkisi “Notr”

olarak saptanmistir. Detayh PredictSNP sonucu Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. UBXN4 p.E260D PredictSNP sonucu.

PhD- PolyPhen- PolyPhen-

Mutasyon PredictSNP MAPP SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

SNP 1 2
p.E260D %60 %63 %72 %59 %60 %71 %61 - %67
[Jzararh [CINotr

MetaSNP

MetaSNP sonucuna gore bitiin entegre programlarla benzer sekilde varyantin
hastalik yapici etkisi giivenirlik endeksi (Gi) 3 ile “N6tr” olarak saptanmistir (Tablo

4.2.).

Tablo 4.2. UBXN4 p.E260D Meta-SNP sonucu.

Mutasyon PANTHER PhD-SNP SIFT SNAP Meta-SNP Gi
p.E260D 0.445 0.287 0.230 0.270 0.328 3
D Zararh E] Notr

PANTHER, PhD-SNP, SNAP ve Meta-SNP: O ile 1 arasinda, eger 0.5'ten bliylikse mutasyon “Zararh”
olarak siniflandirir. SIFT: Eger 0.05’ten biyiikse mutasyon “Nétr” olarak siniflandirilir. Gi: Giivenirlik
endeksi 0 ile 10 arasinda bir deger alir.
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I-Mutant3.0 (Suite)

Mutasyonun protein stabilitesi lizerindeki etkisini tahmin etmek icin kullanilan
I-Mutant sonucuna gore, 6 givenirlik endeksi ve DDG degeri -0.56 ile varyantin

protein stabilitesini azalttigi tahmin edilmistir (Tablo 4.3.).

MuUpro

Protein stabilite tahmini igin kullanilan diger bir sunucu olan MUpro, DDG
degeri -1.02, SVM gliven skoru -1 ve sinir agi gliven skoru -0.999 olarak varyantin

protein stabilitesini azalttigini tahmin etmistir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. UBXN4 p.E260D I-Mutant 3.0 ve MUpro sonucu.

MUpro I-Mutant 3.0
Serbest
Destek L .
Mutasyon  dbSNPID  vVekwsr oo cnirAg o Degisim
. . Glven Sinir A1 Gilven  Stabilite  Enerji
Makineleri L .
(SVM) Skoru Skoru Degeri
(DDG)
pciiél;ég%/?sp rs748759954  Azalma -1 Azalma -0.998 Azalma -0.56
HOPE

HOPE web sunucusu UBXN4 proteini i¢cin herhangi bir 3 boyutlu yapi ya da
modellenmis sablon bulamadigindan vyalnizca UniProt veri tabani ve Reprof

yazilimindan gelen tahmin sonuglarini vermistir.

Glutamik asit (orijinal amino asit) (solda) ile Aspartik asidin (mutant amino
asit) (sagda) sematik gorintisi Sekil 4.1.”de gosterilmistir. Amino asitlerdeki temel

zincirler kirmizi, yan zincirler siyah ile belirtilmistir. Buna gore;

i) iki amino asit icin de temel zincirler aynidir ancak yan zincirler kendilerine

Ozgldur.

ii) Varyant rezidi yabanil tip’ten daha kiiguktar.
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iii) Yabanil tip rezidiinlin a-heliks yapinin igcinde oldugu tahmin edilmis (Reprof
yazilimina gore) ve mutant rezidlinlin (Aspartik asit) ise ikincil yapi olarak

a-heliks bir yapiya yonelmedigi tahmin edilmistir.

iv) Mutasyonun muhtemelen zarar verici bir etkisi olmadigi tahmin edilmistir.

OH
e HO

v

OH OH
H,N H,N

Sekil 4.1. UBXN4 p.E260D amino asit degisiminin sematik goriintlsa. Orijinal amino
asit solda, mutant amino asit sagda gosterilmistir.

4.1.2. UBXN4 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin 3

Boyutlu Yapi Kullanilarak Degerlendirilmesi
UBXN4’iin Ug Boyutlu Yapisinin Tahmini

UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisi farkli modelleme yéntemleri uygulayarak
protein yapisini tahmin eden programlar kullanilarak tahmin edilmistir. UBXN4
proteinin 3 boyutlu yapisini tahmin etmek icin kullanilan Phyre2 analizi sonucunda;
508 amino asitlik bu proteinin yalnizca %52’si %90’nin Uzerinde bir gliven ylizdesiyle
modellendigi igin sonraki arastirmalarda kullanilmamistir. I-TASSER sonucunda ise,
tahmin edilen 5 model arasinda en iyisi olan, birinci modelin C skoru -3.40, TM skoru
0.34+40.11 olarak tespit edilmistir. C skoru -5 ile 2 araliginda bir deger alir. Yiiksek bir
degere sahip C skoru, ylksek glivenirlige sahip bir modeli belirttiginden, birinci model

ileri arastirmalarda kullanilmamustir.
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AlphaFold

UBXN4 proteini icin AlphaFold protein yapi veri tabanindan elde edilen 3
boyutlu yapisi pLDDT skorlariyla birlikte Sekil 4.2."de gosterilmistir.
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(A)

(B)

I—\\

¢

y

I‘

R

- f
\ / N %

| UBX domain-containing protein 4
AF-Q92575-F1 | Model 1 | Instance 1555 | A | GLU 260

Confidence score: 94.58 ( High)

(€

) in-containing protein 4
AF-Q92575-F1 | Model 1 | Instance 1.555
7 pLDDT Score (1 Residue): 94.58 (Very high)

B Cok Yiiksek (pLDDT >90) [[] Giivenilir (90 > pLDDT > 70) [] Distik (70 > pLDDT > 50) [[] Cok Diisiik (pLDDT < 50)

Sekil 4.2.

A) AlphaFold tarafindan olusturulan UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisi B)
AlphaFold tarafindan olusturulan UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisi
Uzerinde p.E260 amino asidinin konumu pembe renkli olarak gosterilmistir.
C) p.E260 amino asidinin odaklanmis goriintis.
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Buna ek olarak, 3 boyutlu yapidan bagimsiz, proteinin domainlerinin goreli

konumlarini nasil tahmin ettigine dair bir fikir sunan tahmin edilmis hizalama hatasi

(Predicted Aligned Error/PAE) grafigi Sekil 4.3."te gosterilmistir. Grafikte; (x, y)'deki

renk, tahmin ve gercek yapi y rezidist Uzerinde hizalandiginda, x rezidisiniln

konumunda beklenen mesafe hatasina karsilik gelir. Dustik hata orani (koyu yesil

renk), yapi icindeki rezidilerin goreceleri konumlarinin ne kadar dogru oldugunu

gosterir. p.E260 konumu PAE grafiginde kirmizi ok ile yaklasik olarak isaretlenmistir.

AlphaFold veri tabaninda interaktif bir sekilde kesin konuma denk gelen bdlge

isaretlenebilmektedir.

Aligned residue

100

200

300

400

500 7y
0 100 200 300 400 50(

Scored residue

0 5 10 15 20 25 30

Expected position error (Angstréms)

Sekil 4.3. UBXN4 PAE grafigi. p.E260 amino asidinin (x,y) eksenindeki konumu yaklasik
olarak kirmizi ok ile gosterilmistir.

ileri arastirmalar icin UBXN4’iin AlphaFold tarafindan tahmin edilen ¢

boyutlu modeli kullaniimistir.
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Proteinlerin 3 Boyutlu Yapisi Kullanilarak Varyantlarin Etkilerinin Tahmini

Missense3D

Missense3D sonucunda gore varyant, proteinin 3 boyutlu yapisi lzerinde
herhangi bir yapisal hasara sebep olmadigi saptanmistir. Missense3D’den elde edilen

detayli bilgi Tablo 4.4.te gosterilmistir.
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Tablo 4.4. UBXN4 Missense3D sonucu.

Ozellik Agiklama
Disilfid baglarinin Yabanil tip rezidi sistein olmadigl icin disilfid bagi
kirillmasi olusturamaz.

GOmli prolin amino
asidinin ortaya ¢ikmasi

Bu degisim sonucunda prolin olusmaz.

Carpisma

Bu degisim carpismayi tetiklemez. Yabanil ve mutant tipin
lokal carpisma skoru 0.00°dir.

GOm{lu hidrofilik
rezidiinin ortaya
cikmasi

Bu degisim, gomili bir hidrofobik rezidlyd bir hidrofilik
rezidii ile degistirmez. Yabani tip rezidii GLU, %54,6 RSA" ile
hidrofilik ve mutant kalinti ASP, %53,9 RSA ile hidrofilik olarak
acikta kalir.

GOm{li rezidiinlin
yliksliz rezididen yukli
olarak degismesi

Bu degisim, gomull yuksliz kalinti uyarisini olusturmaz.
Yabani tip kalinti GLU, RSA %54.6 ile ylklenerek, mutant
kalinti ASP, RSA ile %53,9 ylklenerek agikta kalir.

ikincil yapinin degismesi

Bu degisim ikincil yapiyi degistirmez.

GOmuliu rezidindn
ylikinin degismesi

Bu degisim, gdmli rezidlinln yikinl degistirmez. Yabani tip
kalinti GLU, RSA %54.6 ile negatif yikli ve mutant kalinti ASP,
RSA %53.9 ile negatif yukli olarak agikta kalir.

izin verilmeyen phi/psi
acilari

Bu degisim, izin verilmeyen phi/psi aci uyarisini tetiklemez.
Phi/psi acilari, yabanil ve mutant tip rezidi icin tercih edilen
bolgededir.

GOm{ll rezidlnln yukld
konumdan yiiksiiz
konuma degismesi

Bu degisim, gdbmuli yikli bir rezidiyl yiklenmemis bir rezidi
ile degistirmez. Yabani tip kalinti GLU, RSA %54.6 ile
yliklenmis olarak, mutant kalinti ASP, RSA ile %53,9
ylklenerek acikta kalir.

GOmuliu rezidindn
glisine déntsmesi

Bu degisim gomll Gly rezidlslinlin yerini almaz.

GOmlu hidrojen
baglarinin kiriimasi

Bu degisim H baglarinin tamamen bozulmasina neden olmaz
ve yabanil tip rezidlii gdmll degildir (RSA %54.6).

GOmuli tuz koprisinin
kirillmasi

Glu260 rezidislU ile Arg256 arasinda tuz koprisi
bulunmaktadir. Ancak mutant rezidi olan Asp260 da Arg256
ile tuz kdprisi olusturmaktadir.

Kavite hacminin
degismesi

Mutant yapidaki kavite hacmi hesaplanamamistir.

GOmili ya da agikta
kalan rezidiiniin
RSA"larindaki farklara
gore degerlendirilmesi

Yabanil tip rezidi Glu %54.6 RSA ile, mutant rezidi Asp %53.9
RSA ile agikta kalir.

Cis pozisyonunda prolin
amino asidinin olusmasi

Yabanil tip rezidii cis pozisyonundaki prolin degildir.

Bir kivrim bolgesinde
glisin amino asidinin
bulunmasi

Yabanil tip rezidii Gly degildir.

"RSA: Goreceli Coziict Erisilebilirligi (Relative Solvent Accessibility)
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COACH
Protein ligand baglanma bolgelerinin tahmini icin kullanilan COACH meta
sunucu sonuglarina gére UBXN4 proteini Gzerindeki bazi rezidiiler baglanma bolgesi

olarak tahmin edilmesine ragmen p.E260D varyantinin oldugu rezidi igin herhangi bir

baglanma bolgesi saptanamamistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. UBNX4 COACH sonucu.

Siralama gl-(oru(a) PDB ;Igi:)d Konsensiis Baglanma Rezidiileri
1 0.05 2c30A SF4 323, 334, 335, 336, 386, 387

2 0.05 2d4cA CA 257,261

3 0.05 2vrzA ZN 253,256

4 0.03 5cegC CA 242,246

5 0.02 4zfzA ZN 218,221

(a) C-Skoru tahminin giiven skorudur ve [0-1] arasinda degisir. Yiiksek skor daha givenilir bir
tahmini gostermektedir.
(b) Ligand Adi muhtemelen baglanan ligandin adini gostermektedir.

COFACTOR

COFACTOR sonucuna gore; varyantin gézlendigi kodona denk gelen herhangi

bir baglanma bolgesi saptanmamistir (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. UBXN4 COFACTOR sonucu.

. Konsensis

gl-mru‘a’ PDB ;It,cla-ru(") RMSD Elfc-)ru(d) Benzerlik' t\lgland Bag.latnma.

Rezidileri
0.01 3eifA 0.266 7.19 0.73 0.041 NA 12,13, 14, 15

323, 334, 336,
0.01 2uzaB 0.213  7.22 0.65 0.036 SF4 386, 387

366, 367, 384,
0.01 1bOpA 0.212 7.31 0.50 0.041 SF4 386, 388, 399,

391

21, 22,93, 94,
0.01 1u2fA 0.237 7.69 0.47 0.021 11 95,102, 106,

109

(a) C-Skoru, tahmin edilen baglanma bélgesinin giiven puanidir. C-skorlarinin degerleri [0-1]
arasinda degisir; burada daha yiiksek bir puan, daha giivenilir bir ligand baglama yeri tahminini
gosterir.

(b) TM-Skoru, sorgu ve sablon protein arasindaki kiresel yapisal benzerligin bir olgtstdr.
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(c) RMSD, TM hizalamasi ile yapisal olarak hizalanmis rezidiler arasindaki RMSD.

(d) BS-Skoru, sablon baglama bolgesi ile sorgu yapisindaki tahmin edilen baglama bolgesi arasindaki
yerel benzerligin (dizi ve yapi) bir élglisidir. >1 bir BS-skoru tahmin edilmis ve sablon baglama
bolgesi arasinda onemli 6lgliide yerel eslesmenin oldugunu gosterir.

(e) Benzerlik, yapisal olarak hizalanmis bolgedeki yizde dizi benzerligidir.

PremPS

Mutasyonun protein stabilizasyonu Uzerine etkisini tahmin etmek igin
kullanilan PremPS sonucuna gore p.E260D varyanti UBXN4 proteinin stabilizasyonunu
bozucu etkisi oldugunu 0.38 DDG degeri ile tahmin edilmistir. Ayrica bu arag
mutasyonun bulundugu bélge hakkinda da bilgi vermektedir. Eger protein igindeki bir
rezidlinln, proteindeki ve uzatilmis tripeptitteki ¢coziict erisilebilir ylzey alani orani
0,2'den az ise, rezidi protein ¢ekirdeginde gémdill olarak tanimlanir, aksi takdirde
proteinin ylizeyinde bulunur. Buna goére p.E260D varyantinin protein ylizeyinde

oldugu tahmin edilmistir (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. UBXN4 p.E260D PremPS sonucu.

Mutasyona Ugramis Zincir | Mutasyon AAG Lokasyon
A p.E260D 0.38 Yizey

Bunlara ek olarak mutant ve yabanil tip rezidilerin protein Gzerindeki diger amino

asitler ile etkilesimleri ve kimyasal baglari Sekil 4.4.te gosterilmistir.



P260

64 G256
LA263

(A) (B)

(©) (D)
. Hidrojen Bagi . Aromatik Polar iyonik

@ Hidrofobik @ Karbonil Garpisma @ Van Der Waals (VDW)

Sekil 4.4. UBXN4 PremPS sonucu. A) Yabanil tip p.E260 rezidislinlin diger amino
asitlerin yan zincirleri ile olusturdugu kimyasal baglarin gosterimi. B)
Mutant tip p.D260 rezidisinun diger amino asitlerin yan zincirleri ile
olusturdugu baglarin gosterimi. C) Yabanil tip p.E260’in a-heliks yapisi
icindeki gosterimi. D) Mutant tip p.D260’In a-heliks yapisi igindeki
gosterimi.

4.2. ANK2 Proteini

4.2.1. ANK2 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin Dizi

Tabanli Araglarla Degerlendirilmesi
PredictSNP

ANK2 proteininde go6zlenen p.R1604K varyantinin hastalik iliskili olup
olmadigina dair PredictSNP analizi sonucunda; varyant MAPP ve nsSNPAnalyzer

disindaki bitiin entegre programlar tarafindan “Noétr” olarak siniflandirmis ve
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PredictSNP konsensiis dogruluk orani yiiksek bir deger olan %83 olarak bulunmustur

(Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. ANK2 p.R1604K PredictSNP sonucu.

PolyPhen- PolyPhen
-2

p.R1604K %83 - %89 %67 %87 %90 %77 - %70
E] Zararli ] Notr

Mutasyon PredictSNP MAPP PhD-SNP SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

MetaSNP

MetaSNP sonucuna gore; p.R1604K varyanti icin entegre programlardan
PANTHER ve SIFT araglarindan sonug alinamamistir. Bununla birlikte diger araglar Rl

9 ile varyantin hastalik yapici etkisini “Notr” olarak tahmin etmislerdir (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. ANK2 p.R1604K Meta-SNP sonucu.

Mutasyon PANTHER PhD-SNP SIFT SNAP Meta-SNP Gi
p-R1604K - 0.098 - 0.295 0.061 9
D Zararh E] Notr

PANTHER, PhD-SNP, SNAP ve Meta-SNP: O ile 1 arasinda, eger 0.5'ten bliylikse mutasyon “Zararh”
olarak siniflandirir. SIFT: Eger 0.05’ten biiylikse mutasyon “Nétr” olarak siniflandirilir. Gi: Giivenirlik
endeksi 0 ile 10 arasinda bir deger alir.

I-Mutant3.0 (Suite)

I-Mutant sonucuna gore p.R1604K varyantinin protein stabilitesini, 5

guvenirlik endeksi ve DDG degeri -0.41 ile, azalttigi tahmin edilmistir (Tablo 4.10.).

MuUpro

MUpro sonucuna gore ise, DDG degeri -1.08, SVM gliven skoru -0.93 ve sinir
agi gliven skoru -0.89 olarak varyantin protein stabilitesini azalttigini tahmin etmistir

(Tablo 4.10.).
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Tablo 4.10. ANK2 p.R1604K MUpro ve I-Mutant 3.0 sonucu.

MUpro I-Mutant 3.0

Serbest

Destek o .. .
Mutasyon dbSNP ID Vektdr SVM o Slnnlr Agi N Deg|§|.r.‘n

. . Glven Sinir A1 Giiven Stabilite Enerji

Makineleri . .

(SVM) Skoru Skoru Degeri

(DDG)

”'?ﬁéﬁg%ys rs776426910  Azalma  -0.93 Azalma -0.89  Azalma  -0.41

4.2.2. ANK2 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin 3

Boyutlu Yapi Kullanilarak Degerlendirilmesi

ANK2 proteinin 3 boyutlu yapisi farkli modelleme yontemleri uygulayarak
protein yapisini tahmin eden programlar ile olusturulmaya calisiimistir. NCBI PSI-
BLAST (62) ve HHPred (82) ile yapilan blast (varsayilan parametreler kullanilarak) ile,
ANK2 proteinine ait yeterli sayida homolog yapi bulunamadigindan homoloji
modelleme ydntemi uygulanamamistir. Bunun yaninda ANK2 transkripti diger
yontemler kullanarak protein yapisini tahmin eden programlar igin ¢ok uzun

oldugundan protein yapisi tahmin edilememistir.
4.3. TRAM2 Proteini

4.3.1. TRAM2 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin Dizi

Tabanli Araglarla Degerlendirilmesi
PredictSNP

TRAM2 proteininde goézlenen p.E282K varyantinin hastalik iligkili olup
olmadigina dair PredictSNP analizi sonucunda; entegre programlardan biri olan SNAP
disinda kalan tiim araglar varyanti “N6tr” olarak siniflandirmistir. PredictSNP sonucu

varyanti konsensis dogruluk orani %74 ile “Notr” olarak tahmin etmistir (Tablo 4.11.).
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Tablo 4.11. TRAM2 p.E282K PredictSNP sonucu.

PhD- PolyPhen PolyPhen

Mutasyon PredictSNP MAPP SIFT SNAP nsSNPAnalyzer PANTHER

SNP -1 -2
p.E282K %74 %64 %66 %67 %61 %76 %56 - %56
[] zararh [] Noétr

Meta-SNP

p.E282K varyantinin hastalik yapici etkisi, Meta-SNP programina entegre

programlardan SNAP disinda Rl 4 ile “N6tr” olarak saptanmistir (Tablo 4.12.).

Tablo 4.12. TRAM?2 p.E282K Meta-SNP sonucu.

Mutasyon PANTHER PhD-SNP SIFT SNAP Meta-SNP Gi
p.E282K 0.312 0.299 0.690 0.550 0.298 4
] Zararli []  Nétr

PANTHER, PhD-SNP, SNAP ve Meta-SNP: O ile 1 arasinda, eger 0.5'ten bliylikse mutasyon “Zararh”
olarak siniflandirir. SIFT: Eger 0.05’ten biyiikse mutasyon “Nétr” olarak siniflandirilir. Gi: Giivenirlik
endeksi 0 ile 10 arasinda bir deger alir.

I-Mutant3.0 (Suite)

[-Mutant sonucuna gore p.E282K varyantinin protein stabilitesini, 9 glivenirlik

endeksi ile, DDG degeri -0.81 olarak azalttigi tahmin edilmistir (Tablo 4.13.).

MUpro

MUpro sonucuna gore ise, DDG degeri -1.03, SVM gliven skoru -1 ve sinir agi
guven skoru -0.999 olarak varyantin protein stabilitesini azalttigini tahmin etmistir

(Tablo 4.13.).
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Tablo 4.13. TRAM2 p.E282K MUpro ve I-Mutant 3.0 sonucu.

MUpro I-Mutant 3.0
Serbest
Destek o .. .
Mutasyon dbSNP ID Vektor oYM SinirAg _ Degisim
. . Glven Sinir AgI Gliven Stabilite Enerji
Makineleri . .
(SVM) Skoru Skoru Degeri
(DDG)
pc(iétzngil).ys rs373852555 Azalma -1 Azalma -0.999 Azalma -0.81
HOPE

HOPE web sunucusu TRAM2 proteini icin herhangi bir 3 boyutlu yapi ya da
modellenmis sablon bulamadigindan vyalnizca UniProt veri tabani ve Reprof

yazilimindan gelen tahmin sonuglarini vermistir.

Glutamik asit (orijinal amino asit) (solda) ile Lizin’in (mutant amino asit)
(sagda) sematik goruntisiu Sekil 4.5.te gosterilmistir. Amino asitlerdeki temel

zincirler kirmizi, yan zincirler siyah ile belirtilmistir. Buna gore;

i) iki amino asit icin de temel zincirler aynidir ancak yan zincirler kendilerine

Ozgldur.
ii) Mutasyona ugramis rezidi yabanil tip’ten daha bulyktar.
iii) Yabanil tip rezidi negatif yiiklli, mutant rezidi ise pozitif yukludar.
iv) Mutasyon (p.E282K), proteinin TLC domaininde yer almaktadir.

v) Yabanil tip rezidii korunmus bolgede bulunmamaktadir. Mutant rezidQ,
mutasyonun muhtemelen proteine zarar verdigini gosterebilecek diger
homolog dizilerde bu konumda gozlemlenen kalinti tirleri arasinda

degildir.
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OH NH,
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OH
HzN HoN

O O

OH

Sekil 4.5. TRAM?2 p.E282K amino asit degisiminin sematik goriintlisii. Orijinal amino
asit solda, mutant amino asit sagda gosterilmistir.

4.3.2. TRAM2 Uzerindeki Varyantin Yapisal ve Fonksiyonel Etkilerinin 3

Boyutlu Yapi Kullanilarak Degerlendirilmesi
TRAM2’nin Ug Boyutlu Yapisinin Tahmini

TRAM2 proteinin 3 boyutlu yapisini tahmin etmek icin kullanilan Phyre2
analizi sonucunda; proteinin higbir rezidisi %90’nin Uzerinde bir gliven ylzdesiyle
modellenmemistir. Bu nedenle sonraki arastirmalarda kullaniimamistir. I-TASSER
sonucunda ise, tahmin edilen 5 model arasinda en iyisi olan, birinci modelin C skoru -
1.45, TM skoru 0.54+0.15 olarak tespit edilmistir. C skoru -5 ile 2 arasinda degisir ve
daha vyiksek bir degere sahip C skoru, yiksek glivenirlige sahip bir modeli

belirttiginden, birinci model ileri arastirmalarda kullaniimamistir.
AlphaFold

TRAM2 proteini icin AlphaFold protein yapi veri tabanindan elde edilen 3
boyutlu yapisi pLDDT skorlariyla birlikte Sekil 4.6."da gosterilmistir.
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(A)
(B)
(€
Translocating chain-associated membrane protein 2
AF-Q15035-F1 | Model 1 | Ins! 55| A | GLU 282
15035 282 E
pLDDT Score (1 Residue): 88.2¢

B Cok Yiiksek (pLDDT > 90) [[] Givenilir (90 > pLDDT > 70) [_] Dustik (70 > pLDDT > 50) [ Cok Diisiik (pLDDT < 50)

Sekil 4.6. A) AlphaFold tarafindan olusturulan TRAM2 proteinin 3 boyutlu yapisi B)
AlphaFold tarafindan olusturulan TRAM2 proteinin 3 boyutlu yapisi
Uzerinde p.E282 amino asidinin konumu pembe renkli olarak gosterilmistir.
C) p.E282 amino asidinin odaklanmis gorintisa.
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Buna ek olarak, 3 boyutlu yapidan bagimsiz, proteinin domainlerinin goreli
konumlarini nasil tahmin ettigine dair bir fikir sunan tahmin edilmis hizalama hatasi
(Predicted Aligned Error/PAE) grafigi Sekil 4.7.”de gosterilmistir. Grafikte; (x, y)'deki
renk, tahmin ve gercek yapi y kalintisi lzerinde hizalandiginda, x kalintisinin
konumunda beklenen mesafe hatasina karsilik gelir. Dustik hata orani (koyu yesil
renk), yapi icindeki rezidilerin goreceleri konumlarinin ne kadar dogru oldugunu
gosterir. p.E282 konumu PAE grafiginde kirmizi ok ile yaklasik olarak isaretlenmistir.
AlphaFold veri tabaninda interaktif bir sekilde kesin konuma denk gelen bdlge
isaretlenebilmektedir. ileri arastirmalar icin TRAM2 proteinin AlphaFold tarafindan

tahmin edilen Gg¢ boyutlu yapisi kullaniimistir.

50

100

150

200

Aligned residue

250

l

300

350

o

50 100 150 200 250 T3OO 350

Scored residue

0 5 10 15 20 25 30

Expected position error (Angstréms)

Sekil 4.7. TRAM?2 PAE grafigi. E282 amino asidinin (x,y) eksenindeki konumu yaklasik
olarak kirmizi ok ile gosterilmistir.

Proteinlerin 3 Boyutlu Yapisi Kullanilarak Varyantlarin Etkilerinin Tahmini

Missense3D
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Missense3D sonucunda gdre mutasyon, proteinin 3 boyutlu yapisi lizerinde
herhangi bir yapisal hasara sebep olmadigi saptanmistir. Missense3D’den elde edilen

detayli bilgi Tablo 4.14.’te gosterilmistir.

Tablo 4.14. TRAM2 Missense3D sonucu.

Ozellik

Agiklama

Disilfid baglarinin kirilmasi

Yabanil tip rezidi sistein olmadigi i¢in distlfid bagi
olusturamaz.

Gom{li prolin amino
asidinin ortaya ¢ikmasi

Bu degisim sonucunda prolin olusmaz.

Carpisma

Bu degisim carpismayi tetiklemez. Yabanil ve mutant tipin
lokal carpisma skoru sirasiyla 14.94 ve 14.82'dir.

GOmulu hidrofilik
rezidlinin ortaya ¢cikmasi

Bu degisim, gdbmli bir hidrofobik rezidlyu bir hidrofilik
rezidii ile degistirmez. Yabani tip rezidii GLU, %98.4 RSA’
ile hidrofilik ve mutant kalinti LYS, %100.0 RSA ile hidrofilik
olarak acikta kalir.

GOm{li rezidlinln yiksiz
rezidtden yukli olarak
degismesi

Bu degisim, gdbmull yikstiz kalinti uyarisini olusturmaz.
Yabani tip kalinti GLU, RSA %98.4 ile ylklenerek, mutant
kalinti LYS, RSA ile %100.0 yuklenerek agikta kalir.

ikincil yapinin degismesi

Bu degisim ikincil yapiy1 degistirmez.

GOmuli rezidindn
ylikinin degismesi

Bu degisim, gdbmli rezidlinin yikini degistirmez. Yabani
tip kalinti GLU, RSA %98.4 ile negatif yukli ve mutant
kalinti LYS, RSA %100.0 ile negatif ylkli olarak agikta kalir.

izin verilmeyen phi/psi
actlan

Bu degisim, izin verilmeyen phi/psi aci uyarisini tetiklemez.
Phi/psi agilari, yabanil ve mutant tip rezidi icin tercih
edilen bolgededir.

GOmlu rezidinan yakla
konumdan yiksiz konuma
degismesi

Bu degisim, gobmli yiikll bir rezidlyl yiklenmemis bir
rezidi ile degistirmez. Yabani tip kalinti GLU, RSA %98.4 ile
ylklenmis olarak, mutant kalinti LYS, RSA ile %100.0
ylklenerek agikta kalir.

GOmlu rezidindn glisine
donltsmesi

Bu degisim gomili Gly rezidislinlin yerini almaz.

GOmlu hidrojen baglarinin
kirllmasi

Bu degisim H baglarinin tamamen bozulmasina neden
olmaz ve yabanil tip rezidii gdmuli degildir (RSA %98.4).

GOmlu tuz koprisindn
kirilmasi

Yabanil tip rezidli herhangi bir tuz kdpriisi olusturmaz.

Kavite hacminin degismesi

Mutant yapidaki kavite hacmi hesaplanamamistir.

GOm{li ya da acikta kalan
rezidiiniin RSA™larindaki
farklara gore
degerlendirilmesi

Yabanil tip rezidli Glu %98.4 RSA ile, mutant rezidl Lys
%100.0 RSA ile agikta kalir.

Cis pozisyonunda prolin
amino asidinin olusmasi

Yabanil tip rezidii cis pozisyonundaki prolin degildir.

Bir kivrim bolgesinde glisin
amino asidinin bulunmasi

Yabanil tip rezidi Gly degildir.

"RSA: Goreceli Coziict Erisilebilirligi (Relative Solvent Accessibility)
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COACH

COACH sonuglarina gore TRAM?2 proteini tGzerindeki bazi rezidiler baglanma
bolgesi olarak tahmin edilmesine ragmen mutasyonun (p.E282K) oldugu rezidi icin

herhangi bir baglanma bdlgesi tahmin edilmemistir (Tablo 4.15.).

Tablo 4.15. TRAM?2 COACH sonucul.

C- . Konsensiis Baglanma

Swralama o = ) PDB Ligand Adi(®) Rezidiileri

1 0.09 2y04B 2¢CV 259, 260, 299, 303, 306
221,252, 253, 256, 303,

2 0.05 2bu8A TF4 306, 307, 310

3 0.04 4m70A PEPTIDE 224,227, 251, 255

4 0.04 4d2bA 78N 227,235, 248

5 0.04 4a01A DMU 133, 136, 139

(@) C€-Skoru tahminin giiven skorudur ve [0-1] arasinda degisir. Yiiksek skor daha glivenilir bir
tahmini géstermektedir.
(b) Ligand Adi muhtemelen baglanan ligandin adini géstermektedir.

COFACTOR

COFACTOR sonucuna goére TRAM2 proteininde tahmin edilen bazi baglanma
rezidlleri Tablo 4.16."da gosterilmistir. Mutasyonun goézlendigi 282. kodon ile ilgili

herhangi bir sonuc elde edilememistir.

Tablo 4.16. TRAM?2 COFACTOR sonucu.

Konsensiis
C- T™- BS- Benzerlik® Ligand
(© S
Skoru@ PDB Skoru'® RMSD Skoru(@ ) Adi Bag'laljma_
Reziduleri
. 147, 148, 211,
0.01 lileA 0.422 6.59 0.52 0.033 DM?2 213, 214
151, 207, 208,
0.01 1f31A 0.419 6.67 0.52 0.018 Uuu 211, 213, 214
0.01 1hkbA 0.399 5.41 0.63 0.052 CA 1;;' 133,135,
164, 168, 202,
0.01 3fgdC 0.383 5.95 0.92 0.037 ACD 203, 206
0.01 1ghaB 0.393 545  0.74  0.060 MG ggg' 224, 253,
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(a) C-Skoru, tahmin edilen baglanma bélgesinin glven puanidir. C-skorlarinin degerleri [0-1]
arasinda degisir; burada daha yiiksek bir puan, daha givenilir bir ligand baglama yeri tahminini
gosterir.

(b) TM-Skoru, sorgu ve sablon protein arasindaki kiresel yapisal benzerligin bir lgtstdr.

RMSD, TM hizalamasi ile yapisal olarak hizalanmis rezidiler arasindaki RMSD.

(d) BS-Skoru, sablon baglama bolgesi ile sorgu yapisindaki tahmin edilen baglama bélgesi arasindaki
yerel benzerligin (dizi ve yapi) bir él¢tisidir. >1 bir BS-skoru tahmin edilmis ve sablon baglama
bolgesi arasinda 6nemli dlclide yerel eslesmenin oldugunu gosterir.

(e) Benzerlik, yapisal olarak hizalanmis bélgedeki yiizde dizi benzerligidir.

—_
(]
-

PREMPS

PremPS sonucuna p.E282K varyantinin TRAM2 proteinin stabilizasyonunu
bozucu etkisi oldugu 0.09 DDG degeri ile gostermistir. Ek olarak s6z konusu

mutasyonun protein yizeyinde oldugu tahmin edilmistir (Tablo 4.17.).

Tablo 4.17. TRAM2 E282K PremPS sonucu.

Mutasyona Ugramis Zincir Mutasyon AAG Lokasyon
A E282K 0.09 Yizey

Mutant ve yabanil tip rezidilerin protein Uzerindeki diger amino asitler ile

etkilesimleri ve kimyasal baglari Sekil 4.8.”de gosterilmistir.
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(€) (D)
. Hidrojen Bagi . Aromatik Polar iyonik
@ Hidrofobik @ Karbonil Garpisma @ van Der Waals (VDW)

Sekil 4.8. TRAM2 PremPS sonucu. A) Yabanil tip E282 rezidlsinin diger amino
asitlerin yan zincirleri ile olusturdugu kimyasal baglarin gosterimi. B)
Mutant tip K282 rezidlsinin diger amino asitlerin yan zincirleri ile
olusturdugu baglarin gosterimi. C) Yabanil tip E282’nin 3 boyutlu yapi
icindeki gosterimi. D) Mutant tip K282’nin 3 boyutlu yapi igindeki
gosterimi.



51

5. TARTISMA

Frontonazal malformasyonlar orta yiz hattinda gelisen ve degisken fenotipik
ozellikler gosteren sendromlardir. Frontonazal nadir bir yiiz malformasyonu fenotipi
gosteren bir ailedeki etkilenmis 2 bireye ait, tez ¢calismasi 6ncesinde, yapilan analizler
sonucunda 3 aday gen Uzerindeki 3 aday yanlis anlamli mutasyon tespit edilmistir.
Yanls anlamli mutasyonlarin proteinler izerinde yapisal ve fonksiyonel etkileri dizi
tabanli ve yapi tabanli araclar kullanilarak in silico olarak arastirilmistir. Her 3 proteine
ait butlncul 3 boyutlu yapilari PDB’de aratilmis ancak bu (¢ gene ait proteinlerin
bitiin bolgelerini kapsayan protein yapilari veri tabaninda bulunamamistir. Bu
nedenle yapi tabanh araglari kullanilmadan 6nce proteinlerin 3 boyutlu yapilari
olusturulmasi amaclanmistir. 3 aday varyantin dizi ve yapi tabanli in silico
degerlendirme sonugclari Tablo 5.1.de 6zetlenmis ve asagida her bir varyant icin

tartisilmistir.



elde edilen butun bulgular.
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Tablo 5.1. 3 Aday genin kodladigi proteinlere ve varyantlara ait in silico araglardan

Kullanilan Araglar UBXN4 ANK2 TRAM2
p.E260D p.R1604K p.E282K

Dizi Tabanli Araglar

PredictSNP Notr Notr Notr

Meta-SNP Notr Notr Notr

HOPE Mutant,  yabanil Sonug Mutant, yabanil
tipe gore daha alinamadi. tipe gore daha
kuguk rezidlye blyuk rezidliye
sahip, ylkleri sahip, ylkleri
degismedi, zarar degisti.
verici etkisi yok

I-Mutant 3.0 Stabiliteyi azaltici Stabiliteyi Stabiliteyi  azaltic
etki azaltic etki etki

MUpro Stabiliteyi azaltici Stabiliteyi Stabiliteyi  azaltic
etki azaltici etki etki

Yapi Tabanl Araglar

Missense3D Varyantin Uygulanamadi. Varyantin proteinin
proteinin 3B 3B vyapisinda zarar
yapisinda zarar verici etkisi
verici etkisi olmadigi tahmin
olmadigi  tahmin edildi.
edildi.

PremPS i) Destabilize etki Uygulanamadi. i) Destabilize etki
ii) Rezidi ylzeyde ii) Rezidli ylzeyde
yer alyor. yer ahyor.

iii) Degisim sonucu iii) Degisim sonucu
hidrofobik ve kovalent olmayan
karbonil etkilesimlerde  bir
etkilesimleri farkhlik
kayboluyor. bulunmuyor.

COACH Varyantin Uygulanamadi. Varyantin
bulundugu rezidi bulundugu rezidi
icin ligand icin ligand
baglanma bolgesi baglanma bolgesi
tahmin edilmedi. tahmin edilmedi.

COFACTOR Varyantin Uygulanamadi. Varyantin
bulundugu rezidi bulundugu rezidi
icin ligand icin ligand
baglanma bdlgesi baglanma bolgesi

tahmin edilmedi.

tahmin edilmedi.
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5.1. UBXN4 p.E260D

Liang ve ark.larinin yaptigi calismada (19) UBXN4’Gn ER ve nikleer zarin
ayrilmaz bir membran proteini oldugu ve UBXD2'nin hem N- hem de C-terminalleri
sitoplazmaya veya niikleoplazmaya bakacak sekilde yonlendirildigi bulunmustur.
UBXN4'(in ERAD sirasinda gorev alan VCP gibi proteinlerle ayni yolakta yer aldigi Sekil

2.3.’te gorilmektedir.

UBXN4 proteini lizerinde aday olarak tespit edilmis p.E260 kodondaki aspartik
asit donldstminin yapisal ve fonksiyonel etkisini arastirmak igin kullanilan dizi tabanl
araclardan PredictSNP analizi sonucunda konsensiis degerlendirmede “Notr” tahmin
edilmistir. Ancak notr sonucu %60 dogruluk orani ile verilmistir. Bununla birlikte
entegre araclardan bazilari yine yaklasik %60 beklenen dogruluk orani ile “Zararl”

olarak tahmin etmistir.

Protein stabilite tahmin araglari sonucuna goére ise varyantin proteinin
stabilitesini azalttigini tahmin etmesine ragmen kullanilan diger araclarin tahminleri

ile degerlendirildiginde mutasyonun zararli bir etkisinin olmadigi tahmin edilmistir.

Varyantin UBXN4 Uzerindeki yapisal ve fonksiyonel etkisinin proteinin Gg
boyutlu yapisini girdi olarak kabul eden araglar kullanilarak tahmin edilebilmesi igin
UBXN4 proteini, PDB veri tabaninda aranmis, fakat proteine ait proteinin bitiin
bolgelerini kapsayan bir 3B yapi bulunamadigindan proteinin modellenmesi yoluna

gidilmistir.

UBXN4 proteinin 3 boyutlu yapisini tahmin etmek igin éncellikle yaygin olarak
kullanilan homoloji modelleme yontemleri denenmistir. Ancak bu yéntem igin
kullanilabilecek hem dizi benzerligi yiksek (>%50) hem de proteinin %40'ini
kapsayacak bir yapi bulunamamistir. UBXN4 igin sablon olarak kullanilacak ve yiiksek
dizi benzerligi gosteren PDB vyapisi yalnizca yaklastk 100 amino asitlik bdlgeyi
kapsamaktadir (2KXJ, amino asit araligi: 317-397, (25)). Bu nedenle hedef dizi ile

sablon yapi arasindaki dizi benzerligi diisiik oldugundan (<%40) katlanma tanima ve
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ab initio yontemleri denenmistir. I-Tasser ve Phyre2 araglari bu iki yontemi birlikte
kullanan programlardir. Bu programlar kullanilarak olusturulan protein modellerinin
uzaysal ortamdaki 3 boyutlu yapilari birbirinden farkli cikmistir. Ozellikle Phyre2 araci
tahmin icin birden fazla kez tekrarlanmis, farkli 3 boyutlu yapilar elde edilmis ve
UBXN4'lin %48'lik bir alani distik givenirlikte modellenmistir. Buna ek olarak I-
Tasser’in olusturdugu en iyi modelin gliven skoru, alt sinira yakin bir deger olan -3.40
olarak bulunmustur. I-Tasser’in olusturdugu modelde, UBXN4’liin PDB’de bulunan
UBX domainine ait yapiyi (2KXJ) sablon olarak kullaniimasi gerektigi halde

kullanilmadigr goralmustar.

Kullanilan diger ara¢ AlphaFold ile elde edilen UBXN4 proteinin 3 boyutlu
yapisi ve Ozellikle mutasyonun oldugu pozisyon genel olarak yiiksek givenirlikte
tahmin edilmistir (Bkz. Sekil 4.2.(B)). Ayrica PAE grafigine goére rezidiilerin goreceli
konumlarinin dogru bir sekilde hizalandig1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.3.). AlphaFold
tarafindan olusturulan yapida yaklasik 100 rezidilik bir bolgeyi kapsayan bir a-heliks
yapisi gorlinmektedir. (Bkz. Sekil 4.2.(A)). Ancak membran proteinlerinde lipit gift
katmanini gecen bir a-heliks yapisi yaklasik 20-30 amino asit icerecek kadar uzundur
(83). Bu nedenle Alphafold tarafindan olusturulan UBXN4’iin 3 boyutlu yapisi

glvenirlik acisindan uygun bulunsa da biyolojik olarak dogru bir katlanma olmayabilir.

Farkh protein modelleme yontemleri denenmesi sonucunda en uygun model
olan AlphaFold modeli kullanilarak varyantin proteinin t¢ boyutlu yapisi Gzerindeki

etkisini tahmin etmek igin gesitli araglar kullanilmistir.

Protein ligand baglanma bdlgelerini tahmin eden COACH ve COFACTOR
analizleri sonucunda; 260. Rezidiiye denk gelen bir ligand bulunamamistir. UBXN4
proteini Uzerinde farkl rezidilere denk gelen ligandlar tahmin edilmistir ancak

tahminin givenirligi dustik olarak gézlenmistir (Bkz. Sirasiyla Tablo 4.5. ve 4.6.).

Varyantin 3 boyutlu yapi Gzerindeki yakininda bulunan diger amino asitlerin
yan zincirleri ile yaptig1 kovalent olmayan etkilesimleri de tahmin eden bir arag olan

PremPS sonucunda ise Glutamik asitten aspartik asite doniigsen 260. rezidiide
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karbonil, polar ve hidrofobik etkilesimlerinin kayboldugu gézlenmistir (Bkz. Sekil 4.4.).
260. rezidii UBXN4 3 boyutlu yapisi icerisinde membran zarindan gecen a-heliks
yapisinda bulunmaktadir (Bkz. Sekil 4.2.). Bu kovalent olmayan etkilesimlerin
kaybolmasiyla UBXN4’Gn 3 boyutlu yapisindaki uzun a-heliks yapiy! kirabilecegi
duslinilebilir. Ancak Nilsson ve ark.’larinin yaptigi bir calismaya gore transmembran
sarmalina yerlestirilmis Prolin rezidilerinin ancak yalnizca uca yakin yerlestirildiginde
ve valnizca heliks yeterince uzun oldugunda bir transmembran sarmalini

kirabilecegini bildirmislerdir (84).

Sonuc¢ olarak yapi tabanh analizlerle birlikte degerlendirildiginde UBXN4
Uzerinde bulunan aday varyantin (p.E260D) protein lizerinde, yapisini degistirecek ya

da hastaliga neden olabilecek bir varyant olmayabilecegi tahmin edilmistir.

5.2. ANK2 p.R1604K

3957 amino asit uzunlugunda olan ANK2 proteini Uzerindeki p.R1604K
varyanti icin yapilan dizi tabanli analizler sonucunda; varyantin, proteinin stabilitesini
azalttig tahmin edilmis ve PredictSNP ve MetaSNP meta sunuculari hastalik yapici
etkisini ylksek glvenirlikte “Notr” olarak tahmin etmistir. Bir diger dizi tabanli
program olan HOPE, kendi bilgisayar kapasitesi nedeniyle ANK2 proteinin amino asit

dizisini analiz edememistir.

Varyantin ANK2 uzerindeki yapisal ve fonksiyonel etkisinin tahmin etmek igin
dizi bilgisini kullanan araclardan sonra (¢ boyutlu protein yapisini girdi olarak alan

araglarin kullanilabilmesi igin ANK2 proteini modellenmesi denenmistir.

ANK2 proteinin 3 boyutlu yapisini tahmin etmek igin 6ncelikle homoloji
modelleme yontemi degerlendirilmistir. Ancak sablon olarak kullanilacak PDB
yaplilari, proteinin kiiglik bir kismini kapsadigi, yaklagik 2000 amino asitlik bir kismiigin
herhangi bir sablon yapi bulunamadigindan (Bkz. Sekil 2.6.) ANK2 proteininin 3
boyutlu yapisi karsilastirmali modelleme yontemi ile olusturulamamistir. I- Tasser ve

Phyre2 araglari ise en uzun 1500 amino asitlik proteinleri modellediginden bu
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programlar da kullanilamamistir. AlphaFold veri tabani ise en fazla 2700 amino asit
uzunlugundaki proteinleri icermektedir. Bu nedenle ANK2 icin 3 boyutlu yap! elde

edilememis, dolayisiyla yapi tabanli araglar kullanilamamistir.

Bununla birlikte, OMIM’de vyalnizca kalple ilgili fenotipik 6zelliklerle
iliskilendirilmis ANK2 geni, diger aday varyantlara gore daha yiiksek ihtimalle

frontonazal nadir bir yiiz malformasyonuna neden olmayacagi dustintilmektedir.

5.3. TRAM2 p.E282K

TRAM2 proteini Uzerinde tespit edilen p.E282K varyanti, dizi tabanh meta

sunucular tarafindan “No6tr” olarak tahmin edilmistir.

TRAM2’nin 3 boyutlu yapisini tahmin etmek igin, homoloji modellemede
sablon olarak kullanilabilecek bir yapi bulunamadigindan, |-Tasser ve Phyre2 araglari
kullanilmistir. Phyre2 analizi sonucunda TRAMZ2’'nin 3 boyutlu modeli disik
guvenirlikte modellendiginden ileri arastirmalar igin segilmemistir. Benzer sekilde I-
Tasser sonucunda da en iyi model olarak secilen modelin giiven skoru -1.45 olarak
bulunmustur. Sonuglar degerlendirildiginde TRAM2 icin en uygun olabilecek model I-
Tasser’in olusturdugu model olabilirdi ancak AlphaFold tarafindan olusturulan 3
boyutlu model ¢ok yiiksek giivenirlikte tahmin edilmistir (Bkz. Sekil 4.6.). Ayrica PAE
grafigi incelendiginde rezidi basina hizalama hatasinin ¢ok diisiik oldugu ve boylelikle
rezidilerin goreceli konumlarinin dogru olarak hizalandig gortilmektedir (Bkz. Sekil

4.7.).

TRAM2’nin 112 ile 321 amino asitler arasinda TLC domaini, LAG1 (CERS1) ve
CLN8 proteinlerinde TLC domainleriyle homoloji godstermektedir. Buna goére
TRAM2'nin 3 boyutlu yapisinda en az 5 transmembran a-heliks yapisi goriilmesi
beklenebilir. AlphaFold veri tabaninda LAG1 ve CLN8 proteinleri de TRAM?2 ile benzer

yapi gostermektedir (85-87) .

Varyantin proteinin 3 boyutlu yapisi tizerindeki etkisi arastirildiginda, protein

ligand baglanma bdlgelerini tahmin eden COACH ve COFACTOR analizleri sonucunda;
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282. Rezidlye denk gelen bir ligand bulunamamigtir. TRAM2 proteini Gzerinde farkli
rezidilere denk gelen ligandlar tahmin edilmistir ancak tahminin glvenirligini
gosteren skorlar degerlendirildiginde bu tahminlerin glivenirligi dislik olarak

gozlenmistir (Bkz. Sirasiyla Tablo 4.15. ve 4.16.).

Yapi tabanli analizlerle birlikte degerlendirildiginde TRAM2 {izerinde bulunan
aday varyantin (p.E282K) protein lizerinde, yapisini degistirecek ya da hastaliga neden

olabilecek bir varyant olmayabilecegini gostermektedir.

5.4. Varyantlarin Protein Uzerindeki ya da Fenotip ile iliskili Etkilerinin

Gosterilememesi ile ilgili Olabilecek Etkenler

Varyantlarin patojenik etkisini tahmin etmek igin kullanilan farkli tahmin
araclari bulunmaktadir ve bu farkh araclar degerlendirildiginde bu araglarin
tahminlerinin kalitesinde sistematik farkliliklar olup olmadigi sorulabilir. Bu amacla
varyant patojenite tahmin araglarinin karsilastirmali degerlendirilmesinin yapildigi bir
calismada, bu karsilastirmayi bozan bir dongisellik tespit edilmis ve bu dongusellik
dikkate almadan degerlendirilen araglarin performanslarinin yapay olarak artmasina
neden oldugu gosterilmistir (88). Bu yapay artis, makine 6grenme yontemlerinde
kullanilan egitim ve test veri setlerindeki varyantlarin ortlismesi ve asiri uyum
gostermesidir. Bu da bir aracin belirli bir veri setine yliksek oranda uyarlandigi ancak
yeni varyantlarda daha kotlu performans gosterecegi anlamina gelebilecegi 6ne

strtlmastir (88).

Meta-SNP ve PredictSNP’in de iginde oldugu klinikle iliskili yanlis anlamli
mutasyonlar izerinde tahmin araglarinin performanslarinin degerlendirildigi glincel
bir calismada (89), yukarida bahsedilen karsilastirmayi 6nleyici dongiden kaginarak
hazirlanmis veri setlerinde, bu araglar genel olarak orta diizeyde bir performans
gosterdigi bildirilmistir. Butin bu degerlendirmelere goére vyalnizca dizi tabanl
araglara gore varyantlarin etkilerinin degerlendirmesi yeterli olmayabilir. Bu nedenle
kullanilan dizi tabanh aracglara ek olarak yapi tabanli araglarin kullaniimasi énemli

olabilir.
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Frontonazal nadir bir yliz malformasyonu ile iliskilendirilen ve yapilan analizler
sonucunda aday olarak belirlenen bu ¢ gen ve varyant disinda hastaliga neden
olabilecek farkli genetik degisiklikler sz konusu olabilir. Ornegin kopya sayisi
degisiklikleri (Copy Number Variation, CNV) kalitsal hastalklarla iliskilendirildigi (90)

icin bu fenotipe neden olabilecek farkh genetik degisikliklerden birisi olabilir.

Etkilenmis 2 birey icin gergeklestirilen WES analizi, insan genomunda yalnizca
protein kodlayan bolgelere yonelik bir dizileme yontemidir. Literatlirde protein
kodlamayan (intronik) bolgelerde gézlenen genomik degisiklikler kalitsal hastaliklarla
iliskilendirildiginden (91) bu bolgelere yonelik tim genom dizileme calismasiyla

fenotiple iliskili olabilecek genomik degisiklikler arastirilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonug

Calismamizda kullanilan in silico araglardan elde ettigimiz tahmin sonucglari,
frontonazal nadir bir yliz malformasyonu olan etkilenmis 2 bireyde tespit edilen ve
klinik 6nemi bilinmeyen aday varyantlarin protein yapisi ve fonksiyonunda herhangi

bir etkisinin olmama olasiliklarini géstermektedir.
6.2. Oneriler

1. Genetik hastaliklarin alta yatan mekanizmasi yalnizca yanhs anlamli
mutasyonlar degildir. Buna gore bu ailenin genomik DNA’sinda kodlanmayan

bélgelerin ve kopya sayisi degisikliklerinin analiz edilebilir.

2. Aday varyantlarin Gzerinde olduklari proteinlerin etkilesimde olabilecekleri
diger proteinler ve molekiller arastirilarak kenetlenme (docking) similasyonlari ile

bu varyantlarin kenetlenme Uzerindeki etkileri arastirilabilir.

3. Gilincel literatiir taranarak, kullanilabilecek yeni araclarla tekrar in silico
analiz gergeklestirilebilir. Ayrica bu tez calismasinda kullanilan araglarin giincel
versiyonlari yayinlandiginda da farkli sonuclar elde edilebileceginden, versiyon

guncellemeleriyle birlikte proteinlerin etkisi yeniden arastirilabilir.
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