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SEKIiLLER

Kas yapist igerisindeki miyofibril, sarkomer yapis1 ve
kontraktil proteinler (Oliver ve ark., 2016)

Iskelet kaslarinda gerceklesen kasima ve gevseme siireci
(Fusto ve ark., 2019)

Konjenital myopati hastalarinda goriilen klinik bulgular (Neto
ve ark., 2017; Dilaver ve ark., 2017; North ve ark., 2014)
Konjenital myopatiler goriilen kas biyopsilerinde goézlenen
patolojik 6zelikler (Cassandri ve ark., 2017; Gonzalez ve ark.,
2019; , Oldfords ve ark., 2017°dan modifiye edildi.)

Konjenital myopati tiplerine sebep olan genler ve hastaliklarin
ortaya ¢ikardigi fenotipler

Nebulin proteininin sarkomer igerisindeki konumu (Yuen ve
ark., 2020)

Nebulin proteini yapist ve diger proteinler ile baglanma
noktalar1 (Yuen ve ark., 2020)

Nebulin proteinine ait bolgelerin NEB geninin ekzonlar
tizerinde dagilimi

Sarkomerler icerisinde titin proteinin konumu (Guo ve
ark.,2010)

Titin proteinin fonksiyonel bolgeleri ve sarkomerler {izerinde
bulunduklari kisimlar (Kriiger, 2015’den modifiye edilmistir).
Titin geninde alternatif ekleme ile farklilasan izoformlar1 (Ge
ve ark., 2019)

TTN geninin ¢esitli bolgelerinin ekzonlar lizerine dagilimi
Miyotiibiilerin protein ailesine ait proteinler, bu proteinlere ait
domainler vee MTMRI1 proteininin ait ii¢ boyutlu yapisi
(Begley ve ark., 2003; Min Bong ve ark., 2016 modifiye
edilmistir.)

MTM]I geni ekzonlar1 ve proteinde yer alan fonksiyonel
kisimlar

DNM? geninin ¢esitli bolgelerinin ekzonlar iizerine dagilimi
Insanda CFL2 genine ait transkriptler. Gen iizerinde kodlama
yapan bolgeler gri renkteyken, kodlama yapmayan bdlgeler
siyah renkte gosterilmektedir (Thirion ve ark., 2001).

BINI geni lizerinde yer alan fonksiyonel kisimlar ve alternatif
splicing ile farkli dokularda ifade edilen izoformlar

Ryanodin reseptoriin iic bolgeden olusan yapisi. Sitoplazma
icerisinde yer alan sitoplazmik bolge, aktivasyon merkezi ve
transmembran bolge igerisinde yer alan pore bolgesi (a).
Ryanodin reseptor 1 proteinine ait bolgeler ve hiicre icerisinde
bulunduklar1 konumlar (b) (Williams ve ark., 2018; Santulli ve
ark., 2018)

Selenoprotein N proteinine ait bolgelerin SEPNI geninin
ekzonlari tizerine dagilimi

Selenoprotein N proteinine ait domainler (Castets ve ark.,
2012)
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SEPNI ¢alisma prensibi (Chernorudskiy ve ark., 2020)

Aktin proteini 3 boyutlu yapisinda yer alan domainler

Aktin polimerizasyonunun gerceklestigi lic evre (Diana ve ark.,
2020)

Aktin baglanma proteinlerinin polimerizasyon-
depolimerizasyon siirecindeki gorevleri (Diana ve ark., 2020;
Nonaka ve ark., 2011’den modifiye edildi.)

Miyozin protein ailesine ait proteinler, bu proteinlere ait
domainler (Batters ve Veigel, 2016)

Miyozin proteini iizerinde S1, S2 ve LMM yapilanmalarinin
sematik gdsterimi (Fiorillo ve ark., 2016’dan alinmistir.)
Insanda TPM2.2 genindeki aktin baglanma periyotlar1 (P1-P7).
Yesil renk ile gosterilen aktin baglanma periyodu 3’deki 89 ve
123.aminoasitlerin pozisyonlar1 ve heptapeptit tekrarlariindaki
aminoasit tekrarlarinin gosterimi (a-g). (Sliwinska ve ark.,
2021)

Tropomiyozinin sarmal bobin yapisi (a). Sarmal bobin
yapisinin bir arada kalabilmesindeki etkili molekiiller arasi
etkilesimler (b)

TPM genlerine ait ekzonlar ve farkli izoformlarda yer alan
ekzon yerlesimleri

Troponin kompleksinin 3 boyutlu yapisi ve TnT proteininin
fonksiyonel alanlar1 (Mondal ve ark., 2017°den uyarlanmustir.)
TNNTI Geni ekzonlar1 ve bu ekzonlarin proteindeki gorev
aldiklar1 bolgeler

NEB geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki
asirt mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama
mutasyon sayisint bu ¢izginin {izerinde kalanlar da asir
gbzlemleri ifade etmektedir.) Gen haritasi iizerinde mor ve gri
ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper
tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sart ile
gosterilen de SH3 bolgesini temsil etmektedir.

NEB geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi. Gen haritas1 iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit
tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gosterilen ser bolgesi ve sart ile gosterilen de SH3 bolgesini
temsil etmektedir.

NEB geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi. Gen haritas: iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit
tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3 bolgesini
temsil etmektedir

NEB geninde ¢er¢eve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi. Gen haritasi iizerinde mor ve gri ile
gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gdosterilen siiper
tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile
gosterilen de SH3 bolgesini temsil etmektedir.
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NEB geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi. Gen haritas1 iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit
tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gbsterilen ser bolgesi ve sar1 ile gosterilen de SH3 bolgesini
temsil etmektedir.

NEB geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi. Gen haritasi iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit
tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3 bolgesini
temsil etmektedir.

NEB geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde
dagilimi. Gen haritas1 iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit
tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gbsterilen ser bolgesi ve sari ile gdsterilen de SH3 bolgesini
temsil etmektedir.

NEB geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gerceklestirilen PCoA analizi

TTN geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlari

TTN geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi dagilimi

TTN geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {iizerinde
dagilimi dagilimi

TTN geninde ¢ergeve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi

TTN geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi.

TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi

TTN geninde intronlarda gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar
tizerinde dagilimi

TTN geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PCA) analizi

MTM1 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir
pozisyondaki asir1 mutasyonlar ve dagilimlari

MTM]1 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmizi yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

MTM]I geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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MTM]I geninde c¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar iizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine
gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b).
Kirmiz1 yogun bdélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlar isaret etmektedir.
MTM]1 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tiizerinde
dagilimi

MTM1 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

MTM]1 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi. Kirmizi yogun bdlgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bdlgeler ise birbirine
yakin intronlar1 isaret etmekte (b).

MTM]1 geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi

MTM]1 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PC) analizi

DNM?2 geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlari

DNM?2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmizi yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

DNM?2 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

DNM?2 geninde ¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar {izerinde dagilimi. Kirmiz1 boyali noktalarla hotspot
ekzonlar1 gosterilmistir (a). Oklid uzaklik parametresine gore
ekzonlar arasi1 kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmizi
yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlar isaret etmektedir.

DNM?2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.
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kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin intronlar1 isaret etmektedir.

DNM?2 geninde ekzonlarda go6zlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen PCoA analizi

DNM?2 geninde ekzonlarda go6zlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PCA) analizi

CFL2 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki
asirlt mutasyonlar ve dagilimlari

CFL2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gdre ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
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kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
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dagilim (a).Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

CFL2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilim (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir

BINI geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlari

BINI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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ekzonlar lizerinde dagilimi

BINI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi

BINI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {lizerinde
dagilimi1 (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.
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dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gére intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bdlgeler ise birbirine
yakin intronlar1 isaret etmektedir.

BINI geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi

BINI geninde ekzonlarda gozlenen
gerceklestirilen Faktor (PC) analizi
RYRI geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlari. (Kirmiz1 ¢izgi ortalama mutasyon
sayisint bu ¢izginin iizerinde kalanlarda asir1 gozlemleri ifade
etmektedir.)

RYRI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi

RYRI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi

RYRI geninde ¢erceve kaymasindan sorumlu
ekzonlar lizerinde dagilimi

RYRI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
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RYRI geninde ekzonlarda gozlenen tim mutasyonlarin
ekzonlar lizerinde dagilimi

RYRI geninde intronlarda gdzlenen tim mutasyonlarin
intronlar lizerinde dagilimi

RYRI geninde ekzonlarda go6zlenen tiim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi

SEPNI geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir
pozisyondaki asir1 mutasyonlar ve dagilimlart (Kirmiz1 ¢izgi
ortalama mutasyon sayisint bu ¢izginin iizerinde kalanlar da
asir1 gdzlemleri ifade etmektedir.)
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SEPNI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

SEPNI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi1 (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

SEPNI geninde c¢er¢eve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar iizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine
gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).Kirmizi
yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlar isaret etmektedir.

SEPNI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

SEPNI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi. Kirmizi yogun bdlgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmekte (b).

SEPNI geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde
dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gdre intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin intronlari igaret etmektedir.

SEPNI geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gerceklestirilen PCoA analizi

SEPNI1 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PCA) analizi

ACTAI geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlart. (Kirmiz1 ¢izgi ortalama mutasyon
sayisini bu ¢izginin iizerinde kalanlar da asir1 gozlemleri ifade
etmektedir.)

ACTAI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilim  dagilmi  (a). Oklid uzaklik parametresine gore
ekzonlar arasi1 kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmizi
yogun renk tonlar1 artan farklilifa beyaz yogun renk tonlar
benzerlige isaret etmektedir.

ACTAI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilmi  dagilim (a). Oklid uzakhik parametresine gore
ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1si-haritasi (b). Kirmizi
yogun renk tonlari artan farkliliga beyaz yogun renk tonlari
benzerlige isaret etmektedir.
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ekzonlar tizerinde dagilimi
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dagilim1

ACTAI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde
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artan farkliliga beyaz yogun renk tonlar1 benzerlige isaret
etmektedir.

ACTAI geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gerceklestirilen PCoA analizi

ACTA1 geninde ekzonlarda goézlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PC) analizi

MYH7 geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmiz1 ¢izgi ortalama mutasyon
sayisini bu ¢izginin lizerinde kalanlar da asir1 goézlemleri ifade
etmektedir.)

MYH7 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

MYH7 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmizi yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

MYH7 geninde ¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar iizerinde dagilim (a). Oklid uzaklik parametresine
gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b).
Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.
MYH?7 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {iizerinde
dagilim. (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmizi yogun bdlgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

MYH?7 geninde gdzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, a¢ik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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MYH7 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bdlgeler ise birbirine
yakin intronlar1 isaret etmektedir.

MYH7 geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyon ile
gerceklestirilen PCoA analizi

MYH7 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PCA) analizi

TPM?2 geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon
sayisint bu ¢izginin lizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade
etmektedir.)

TPM?2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi1 (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

TPM?2 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilim dagilmi (a). Oklid uzaklik parametresine gore
ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritas1 (b). Kirmizi
yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

TPM2 geninde g¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar lizerinde dagilimi

TPM?2 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi

TPM?2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi gosterilmistir (a). Oklid uzaklik parametresine gore
ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1si-haritasi (b). Kirmizi
yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari igaret etmektedir.

TPM?2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde
dagilimi (a).Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmizi yogun bdolgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin intronlari isaret etmektedir.

TPM?2 geninde ekzonlarda gdzlenen tim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi

TPM2 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PC) analizi

TPM3 geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlart (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon
sayisini bu ¢izginin iizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade
etmektedir.)
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TPM3 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritast (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

TPM3 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gore
ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1si-haritasi (b). Kirmizi
yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari igaret etmektedir.

TPM3 geninde c¢er¢eve kaymasindan sorumlu indellerin
ekzonlar iizerinde dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine
gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b).
Kirmiz1 yogun bdélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.
TPM3 geninde nonsense mutasyonlarinin ekzonlar {izerinde
dagilimi dagilimi

TPM3 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

TPM3 geninde gézlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi ve 1si-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak intronlari, agik renk bdlgeler ise birbirine
yakin intronlar1 isaret etmektedir.

TPM3 geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi

TPM3 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile
gerceklestirilen Faktor (PC) analizi

TNNTI geninde ekzon ve intronlarda tek bir pozisyondaki asir
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon
sayisint bu ¢izginin lizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade
etmektedir.)

TNNTI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

TNNTI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi
kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b). Kirmiz1 yogun bolgeler
birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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TABLOLAR

Konjenital myopatiden sorumlu genlerin ortaya c¢ikardiklari
patolojik mekanizmalarin 6zeti

NEB geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatliirden ve
veri tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici
istatistik degerleri

NEB geninde missense mutasyonlarin  oklid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklari ekzonlar
NEB geninde sinonim mutasyonlarin  oklid  uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
NEB geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin oklid
uzaklik parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi
kiimeleme analizi sonuclar1 ile olusan kiimeler ve bulunduklari
ekzonlar

NEB geninde nonsense mutasyonlarin oklid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
NEB geninde gorillen tim mutasyonlarin 6klid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
NEB geninde goézlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde
dagilimi. Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi sonuclar1 ile olusan kiimeler ve bulunduklari
intronlar

TTN geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatliirden ve
veri tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayict
istatistik degerleri.

TTN geninde missense mutasyonlarin 0Oklid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arast kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
TTN geninde sinonim mutasyonlarin  oklid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
TTN geninde cer¢eve kaymasindan sorumlu indellerin 6klid
uzaklik parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi
kiimeleme analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklari
ekzonlar

TTN geninde nonsense mutasyonlarin oklid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar aras1 kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar
TTN geninde goriilen tim mutasyonlarin o©klid uzaklik
parametresine gore olusturulan intronlar arasi kiimeleme
analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklari intronlar
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TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde
dagilimi. Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi
kiimeleme analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve bulunduklari
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OZET

Konjenital Myopatilerden Sorumlu Major Genlerde Mutasyon Yiik Karakterizasyonu
ve Klinik Yaklasimlar I¢in Kullanisli Hotspot Bélgelerin Tanimlanmasi

Konjenital myopatiler kas fiberlerinin yapisinda ve fonksiyonunda goérev alan
proteinlerdeki anomalilere bagli olarak ortaya ¢ikan genetik temelli nadir kas
hastaliklaridir. Hastalik dogumda ya da dogum sonrasi siirecte kaslarda zayiflik ve
hipotoni seklinde kendini gosterir. Hastaligin ilerlemesini yavaslatmada kas iskelet
sistemi hareketleri ve fizyoterapik yaklasimlarla olumlu sonuglar alinmakla birlikte
erken tant ve tiplendirme hastaligin ilerleyisinin kontroliinde Onemli bir yer
tutmaktadir. Hastalifin temelinde molekiiler mekanizmalar yatmakla birlikte
konjenital myopatili hastalarin yaklasik 2/3’iine genetik tani yapilabilmektedir.
Hastaliktan sorumlu temelde 13 gen (ACTAI, NEB, MTM1, MYH7, DNM2, RYRI,
TPM2, TPM3, TNNTI, CFL2, SEPNI, BINI, TTN) oldugu bilinmektedir ve bu
genlerdeki mutasyonlar konjenital myopatilerin teshisinde klinik genetik-belirtecler
olarak kullanilmaktadir. Literatiirde mevcut caligmalarda hastalia sebep olan
genlerdeki mutasyonlarin fazla oldugu ortaya konmus olmasina karsin bu
mutasyonlarin genlerin hangi bdlgelerinde yogunlastigina, bu bolgelerin proteinde
hangi bolgelerini etkiledigine dair yeterli calisma bulunmadig goriilmiistiir. Bu
calisma kapsaminda yukarida bahsi gegen 13 gende goriilen ve konjenital
myopatilerle iligkisi bulunan tiim DNA mutasyonlar1 literatiir ve veri tabanlarindan
taranarak konjenital myopati hastalarinin teshisi ve tiplendirilmesinde klinikte
belirteg olarak kullanilabilecek bolgeler belirlenmeye calisildi. Bu amagcla
mutasyonlarin genin hangi bdlgesinde yogunlastigi, olast hotspot mutasyon
pozisyonlari, hedef ekzonlar ve intronlar ile mutasyonlarin protein {izerinde yarattigi
etkiler belirlenmeye calisildi. Tez kapsaminda literatiirden ve veri tabanlarindan
toplamda 13 gende 4 mutasyon tipine ait 68695 mutasyon elde edildi. Bu
mutasyonlar filtrelenip gen {iizerinde ekzon-intron yerlesimine uygun olarak
yerlestirildikten sonra outlier, kiimeleme ve multivariate analiz metodlar1 ile
konjenital myopatilerin teshisi ve tiplendirilmesi ic¢in klinikte kombine
kullanilabilecek mutasyon yogun hotspot bolgeler belirlenmeye ¢alisildi. Elde edilen
sonuclarda 13 gende mutasyonlarin gen boyunca heterojen sekilde dagildigi ve
hastaliktan sorumlu mutasyonlarin ¢ogunlukla proteinlerin katalitik ve allosterik
kontrolden sorumlu bolgelerinde yogunlastiklar1 saptandi. Elde edilen sonuglar
calisilan genler i¢in klinik tanilamada kullanilabilecek mikrogipler i¢in hedef ekzon,
intron bolgeleri ve pozisyonlar ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: DNA, Genetik Tani, Hotspot, Konjenital Myopati, Mutasyon
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ABSTRACT

Mutation Load Characterization of Major Congenital Myopathy Genes and
Identification of Their Potential Hotspot Sites For Clinical Approaches

Congenital myopathies are rare genetic-based muscle diseases that occur due to
anomalies in the proteins involved in the structure and function of muscle fibers. The
disease shows itself in the form of muscle weakness and hypotonia at birth or in the
postnatal period. Positive results might be observed with musculoskeletal system
movements and physiotherapeutic approaches to attenuate the progression of the
muscle disorders. However, early diagnosis is important place in controlling the
progression of the disease and choosing the appropriate treatment process for the
patient. Although molecular mechanisms that lie behind the disease, approximately
2/3 of patients with congenital myopathy can be diagnosed with genetic testing. It is
known that there are 13 major genes (ACTAI, NEB, MTM1, MYH7, DNM?2, RYRI,
TPM?2, TPM3, TNNTI, CFL2, SEPNI, BINI, TTN) responsible for the disease.
Although many mutations have been identified in these genes that cause congenital
myopathies in previous studies, there are not enough studies on which regions of the
genes these mutations are concentrated in and which regions of the protein these
regions affect. In this study, all DNA mutations belonging to the 13 genes which are
considered causes of congenital myopathies obtained from literature and databases
were evaluated on the bases of potential clinical usage in the diagnosis and typing of
congenital myopathy patients. For this purpose, missense nonsense, synonym,
frameshift, and intron mutations were studied to determine possible hotspot mutation
positions, target exons, and intron regions that are causing congenital myopathies. A
total of 68695 mutations that are correlated with congenital myopaties from 4
mutation types in 13 genes were obtained from the literature and databases. After
mutation filtering and nesting of exon-intron location in genes, mutation-dense
hotspot locations and regions were determined using outlier, clustering and
multivariate statistical analyses. The distribution of mutations throughout each gene
showed heterogeneous and region-specific patterns. The mutations that are
responsible for the disease were detected mostly in the regions of proteins’ catalytic
and allosteric control regions. The results revealed that each gene has potential target
exons, intron regions and positions for microchip screening panels that can be used
for clinical diagnosis.

Keywords: DNA, Genetic Diagnosis, Hotspot, Congenital myopathies, Mutation
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1. GIRIS

Lokomotor sistem olarak da bilinen kas-iskelet sistemi; kemik kas, kikirdak,
tendon ve diger bag dokulardan meydana gelen ve viicuda hareket etme yetenegi
saglayan bir organ sistemidir. Bu sistemin ana islevi hareket ve destek olsa da
bunlarin yaninda organlarin saglikli bir sekilde calisabilmesinde 6nemli rol oynar.
Ozellikle kaslar kardiyovaskiiler sistemin etkin ¢aligmasindan respirasyonun saglikls
gerceklestirilmesine, gastrointestinal sistemin etkinliginden, immiin sistemin
fonksiyonlarina kadar organizmanin hayati aktivitelerinin gerceklesebilmesinde

onemli gorevleri vardir.

Kas lifleri pek ¢ok hiicrede bulunan ana organelleri igermesi, ¢ok ¢ekirdekli
yapisi, uyarilma, kasilma, iletkenlik, esneklik gibi 6zellikler barindirmasi ile viicudun
diger dokularindan farkli olmasinin yaninda kendi iclerinde de yer aldiklar1 dokuya
gore farklilagsmus tipleri bulunmaktadir (Cardinet, 1997). Viicutta; kalp kasi, diiz kas
ve iskelet kaslar1 olmak tizere 3 tip kas yapist bulunur. Kalp kasi ve diiz kaslar
istemsiz calisacak sekilde organize olurken, iskelet kaslari istemli ¢alismaktadir ve
ayakta durmak, yiirimek gibi aktivitelerde viicudun uyum igerisinde calismasini
saglayan mekanik uyaranlar algilamaktan gorevli ince bir propriyoseptif sistem ile
donatilmistir (Schiaffino ve ark., 2011). Kas sisteminin bu 6zgiin yapisin1 olusturan
herhangi bir proteinde meydana gelen bozukluk tolere edilememekle birlikte cesitli
kas iskelet sistemi anomalilerine yol agabilmektedir. Bu bozukluklar biiyiik oranda
kas proteinlerinin sentezlenme asamasinda meydana gelen genetik koddaki
bozulmalardan kaynaklanmaktadir (Ravenscroft ve ark., 2018). Molekiiler diizeyde
kas proteinlerindeki bozukluklar hiicrelerin iskelet yapisini ve fonksiyonlarini
etkilemesi nedeniyle organizmanin topyekiin saghgini etkileyen fenotipler
olusturabilmektedir. Sarkomerik proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin
yaklasik 20 farkli kas hastaligina sebep oldugu bilinmektedir. Bu hastaliklara sebep
olan genlerin bazilar1 tespit edilmis olsa da bunlarin ¢ogunun patofizyolojik

mekanizmalar1 hala belirsizligini korumaktadir (Laing ve Nowak, 2005).

Sarkomerik  proteinlerdeki  bozukluklar sonucu ortaya g¢ikan kas

hastaliklarindan birisi olan konjenital myopatiler, embriyonel gelisimden bagslayarak



yasamin farkli donemlerinde ortaya ¢ikabilen hafiften-siddetliye kadar degisen genis
bir yelpazede kendini gosteren genetik temelli kas hastaliklaridir (North ve ark.,
2014). Konjenital myopati hastalarinda ortaya ¢ikan fenotiplerin gerek myopatiler
gerekse diger baska kas hastaliklar1 ile benzer olmasi myopatilerin teshisinde ve
tiplendirilmesinde fenotipi kullanigsiz kilmaktadir. Giiniimiizde kas biyopsisi
konjenital myopatilerin teshisinde ve tiplendirilmesinde klinik uygulamalarda
basvurulan baslica yontemdir (Cassandrini ve ark., 2017). Bununla birlikte hastaligin
teshisinde fiziksel ve norolojik degerlendirmeler, elektromyografi (EKM), kan
testleri ve genetik testler de kullanilmaktadir. Hastalarin fenotipinden yola ¢ikarak
konjenital myopatilerin teshisinin zor olusu, kas biyopsilerinin invaziv yontemler
olmasi, EKM’lerin bilgi vericiliginin sinirli olmasi konjenital myopatilerin teshisinde
ve tiplendirilmesinde genetik markirlar1 6n plana ¢ikarmaktadir. Her ne kadar genetik
calismalar myopati tipleri ile belirli genler arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
gosterse de hastalarin cogunda birden fazla gende mutasyon gbézlenmesi ve benzer
patolojik Ozellikler sergileyen hastalarda farkli genlerde mutasyonlarin varligi
hastaligin pleiotropik ve poligenik dogasina isaret etmektedir. Bu hastaliklar i¢in
belirlenmis bir tedavi yontemi heniiz bulunmamaktadir (Lawal ve ark., 2018). Ancak
erken evrelerde baslayan fizyoterapi ve rehabilitasyon metotlar1 hastalarin yasam
standartlarin1 arttirmakta ve hastalifin ilerleyisinin yavaslatilmasinda etkili islev
gormektedir (Finsterer ve ark., 2011). Ancak hastaligin genetik ve sitolojik arka
planinin tam olarak anlagilamamasi bu hastalara yonelik 6zel tedavi ve rehabilitasyon
yontemlerinin gelistirilmesinin 6niinde 6nemli bir engel oldugu da bilinmektedir. Bu
bakimdan konjenital myopatilerin karmasik genetik arka planini anlamak hastaligin
erken teshisi ve tedavisine yonelik yontemler gelistirebilmek i¢in biiyiik Gnem

tasimaktadir.

Gegtigimiz yirmi yilda dizileme (sekanslama) teknolojilerindeki geligsmeler
(ekzon sekanslama, tiim genom sekanslama vb.) insan genomundan biiyiikk oranda
dizin elde edilmesine imkan saglamistir. DNA (deoksiriboniikleik asit) dizi temelli
caligsmalarin sayisinin artmasi ile birlikte ekzon ve intron bolgelerinden elde edilen
mutasyon bilgilerinin artmast, hastaliklarin teshisi ve tiplendirilmesinde DNA temelli

biyomarkirlarin gelistirilme potansiyelini de arttirmigtir. Bu durum fetal evrede ya da



dogum sonrast donemde hastaliklara karst mikrogiplerle genomik taramalarin
yapilabilmesine yonelik genomik bilgi birikimine ivme kazandirmistir. Bu tez
calismasinda konjenital myopati ile iligkili oldugu bilinen 13 gene ait mutasyon
verileri literatlir ve veri tabanlarindan elde edilerek genler lizerindeki bdlgelerin
hastaliklarla iligkili mutasyon yiik yogunlugu ve bu mutasyonlarin proteinlerin
islevleri lizerindeki etkileri istatistiksel yontemler ile tespit edilmeye calisildi. Elde
edilen sonuglar ile klinik asamada konjenital myopati riski tagtyan gebeliklerin erken
teshisi, hastalarin tiplendirilmesi, tedavi siirecinin takibi ve olas1 yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesi i¢in genler {izerinde potansiyel biyomarkir alanlar1 tespit

edilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Iskelet Kas Yapis1 ve Biyomekanigi

Kaslar; kasilma, uyarilma, esneyebilme ozelligine sahip viicudun hareket
sistemini olusturan dokulardir. Viicudumuzda Iskelet kasi, kalp kas1 ve diiz kas
olmak iizere 3 tip kas yapis1 bulunur. Kalp kas1 yalnizca kalpte lokalize olurken, diiz
kaslar bagirsak mide gibi i¢ organlarimizin yapisinda bulunmaktadir ve 2’si de
istemsiz olarak calisir. Bunlarin aksine viicudun biiyiik bir boliimiinii olusturan ve
tendonlar araciligi ile kemiklere baglanan iskelet kaslar1 istemli olarak calismaktadir
(Frontera ve ark., 2015; Walker, 2020). Viicudun hareket sistemi, 1s1 Uretimi ve
postiiriin korunmasini saglarlar. Iskelet kaslari binlerce kas lifinden meydana
gelmektedir. Bu lifler sarkolemma olarak isimlendirilen plazma zari ile gevrilidir.
Zar igerisinde yer alan kas lifleri miyofibril adi verilen ¢ok daha kiigiik liflerden
olusur ve miyofibriller de miyofilament adi verilen aktin, miyozin, tropomiyozin ve
troponin gibi kontraktil proteinlerden meydana gelir (Sekil 2.1). Iskelet kaslar1 uzun
silindirik goriiniime sahiptir ve goriintiilerinden dolay1 c¢izgili kaslar olarak da
adlandirilmaktadir. Kas yapisi igerisindeki miyofibrillerin boyuna kesitinin elektron
mikroskobu ile incelenmesi ile koyu ve acik renkli bolgeler goriilmektedir. Acik
renkli bolgeler ince filamentlerden olusup I bandi olarak isimlendirilirken, koyu
renkli bolgeler de miyozin filamentleri yer almaktadir ve A band1 olarak
isimlendirilir. A bandinin ortasinda yer alan ve daha agik renkli olan bdlge H bandi
ve I bandinin ortasinda yer alan kisma ise Z bandi adi verilir (Squire ve ark., 1997).
Iki Z cizgisinin aras1 kalan bolge sarkomer olarak isimlendirilir ve kasilmadan
sorumlu temel birimi olusturur (Sekil 2.1). Sarkomerler temelde aktin ve miyozin
filamentlerinden olusmakla birlikte bunun yaninda titin ve nebulin gibi yapisal ve
troponin, tropomiyozin gibi fonksiyonel olarak gorev alan proteinler
bulundurmaktadir. Aktin ve miyozinler sarkomerlerin merkezinde yer alip,
sarkomerler boyunca uzanmaktadirlar (Lange, 2006). Aktin molekiilleri globiiler
olup, polimerizasyonu ile F-aktinler meydana gelir. F-aktinlerin meydana
gelmesindeki polimerizasyon-depolimerizasyon siireclerinin yonetilmesinde kofilin
ve daha pek ¢ok protein rol oynar (Povarova, 2012). F-aktin molekiillerini bastan

sona saran ve de Z-diskine baglanmalarin1 saglayan protein nebulin iken, miyozin



proteinlerinin de aymi sekilde merkezde konumlanabilmesi ve Z-diskine
baglanmalarini saglayan protein ise titindir (Sanger ve ark., 2002; Trinick , 1994). Bu
iki protein de viicutta bilinen en biiyiik proteinlerdendir. Ayrica aktin proteinleri
nebulin disinda tropomiyozin molekiilleri ile de sarilmaktadir. Nebulinin aktin
proteini lizerindeki gorevi daha ¢ok yapisal olarak proteinin stabilitesinin saglanmasi
iken, tropomiyozin ise lizerinde troponin kompleksi ile birlikte yer alan fonksiyonel
bir proteindir (Keller, 1995). Tropomiyoziler lizerinde yer alan troponin kompleksi
troponin-T, troponin-I ve troponin-C olmak iizere 3 alt birimden olusur. Troponin ve
tropomiyozin baglantis1 troponin-T ile gergeklesirken, troponin-I istirahat
halindeyken aktin-miyozin arasinda baglanti kurulmasini bloklar. Kompleksin son

parcast olan troponin-C ise kalsiyumu baglamakla gorevlidir (Farah ve ark., 1995).

Nucleus

Mitochondrion

Sarcolemma

Sarcoplasmic Sarcomere
reticulum !

Thin (actin) | | Thick (myosin)
filament Z disc H zone Z disc filament

T T T
| band A band | band M line

Sekil 2.1. Kas yapis1 igerisindeki miyofibril, sarkomer yapis1 ve kontraktil proteinler
(Oliver ve ark., 2016)

Kas kasilmasini hiicre ici ve hiicre disinda gerceklesen siiregler seklinde 2
boliimde incelenebilir. Ik béliimde iskelet kaslarinin uyarilmast ile birlikte bu uyari
alfa motor sinir ucuna ulagir. Bununla birlikte sinir uglarinda yer alan voltaj duyarl
kalsiyum kanallar1 agilir ve igeriye kalsiyum girisi gerceklesir. Kalsiyumun hiicre
icerisine girmesi ile birlikte icerisinde ACh (asetilkolin) bulunan salgi keseleri

hareketlenir ve sinir-kas arasi sinaptik araliga asetilkolin salgilarlar. Bosluktaki



asetilkolin motor u¢ plaktaki reseptdrlere baglanarak onun aktif hale gelmesini
saglar. Bununla birlikte Na (sodyum) ve K (potasyum) kanallar1 agilir. Sarkolemada
artan Na gecirgenligi ile hiicre icerisine Na girisi gerceklesir ve K (potasyum) hiicre
disina ¢ikar. Buna bagli olarak kas fiberlerinin zarinda yiik degisimi gerceklesir ve
aksiyon potansiyeli olusur. Aksiyon potansiyeli kas hiicre zarinin uzantis1 olan T-
tiibiiller (transvers tiibiil) araciligi ile hiicrenin i¢ kisimlarina membran boyunca
dagilir (Sekil 2.2) (Krebs ve ark., 2015). Uyarinin iletimini saglayan T-tiibiil yapis1
kasilma mekanizmasimin en onemli parcalarindan birisidir. Bu yapinin membran
tiibiilasyon ve fisyonu gibi siireclerden sorumlu olduklar1 bilinen amfifizin 1,
miyotiibiilerin 1, dinamin 2 proteinleri tarafindan olustuklar1 diisiiniilmektedir. Bu
proteinlerin gorevi yalnizca membran diizenlenmesi ile siirli olmayip, farkl
hiicresel siireclerde de rol oynamaktadirlar (Toussaint ve ark., 2011). T-tiibiillerin
uyartyl membran boyunca iletmesinden sonra voltaj bagimlhi kapilardan birisi olan
DHPR (dihidropiridin reseptdrii) reseptorleri etkilenir. Bu reseptdrler de hiicre
icindeki kalsiyum deposu olan sarkoplazmik retikulum (SR) iizerindeki kalsiyum
kanallarindan Ryanodin reseptorleri (RYR) etkiler (Sekil 2.2). Etkilesim sonrasi
RYR kanali acilir, hiicre icerisine kalsiyum salinimi gerceklesir ve ortamdaki
kalsiyum seviyesi artar (Franzini, 1999). Kalsiyum troponin alt birimlerinden birisi
olan troponin-C’ye baglanir. Troponin-C’de kalsiyum baglanmasina bagli olarak
konformasyonel degisimler meydana gelir. Sonrasindan tropomiyozinler de bu
durumdan etkilenerek gerceklesen konformasyonel degisim ile aktin iizerindeki
miyozin baglanma bdlgelerini acar. Kalsiyumun ATPaz1 (Adenin triniikleotidaz)
aktive etmesi ile miyozin bas ilizerindeki ATP (Adenozin trifosfat) parcalanir. Agiga
cikan enerji ile miyozin baslar aktine baglanir ve kas kasilma siireci gerceklesmis
olur. Miyozin baglarina tekrar ATP ve Mg (magnezyum) iyonu baglanmasi ile
birlikte de aktin-miyozin arasindaki baglanti kopar ve tiim filamentler eski haline
geri doner. Ortamdaki kalsiyum endoplazmik retikulum {tizerindeki SERCA ve
SEPN1 kanallar1 ile tekrar sarkoplazmik retikulum icerisine alinir. Boylece kas

gevsemesi saglanir (Sekil 2.2) (Odermatt ve ark., 1998).

Kas hiicrelerinde gozlenen bu yapisal 6zglinliikten dolayi, kas kasilmasinin

gerceklesmesinde gorev alan proteinlerde meydana gelen yapisal ve fonksiyonel



bozukluklar kas aktivitelerini dnemli derece etkiler. Bu yiizden kas iskelet sistemini
etkileyen tiim hastaliklarda hastaligin nedenleri, etki mekanizmalar1 ve olas1 tedavi
yontemlerinin degerlendirilebilmesi i¢in kasilmada temel rol oynayan sarkomerlerin
yapisl, igerisinde yer alan proteinlerin gorevleri, kasilma ve gevseme siirecindeki

islevlerini ayrintili sekilde bilinmesi olduk¢a 6nemlidir.
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Sekil 2.2. Iskelet kaslarinda gergeklesen kasilma ve gevseme siireci (Fusto ve ark.,
2019)

2.2. Konjenital Myopatiler

Konjenital myopatiler kas miyofiberlerindeki bazi histopatolojik bozukluklar
ile kendini gosteren kas iskelet sistemi bozukluklaridir. Konjenital terimi ile

dogumdan itibaren ortaya ¢ikan hastaliklar oldugu belirtilmek istense de yasamin



ilerleyen donemlerinde de ortaya ¢ikan tablolar goriilebilmektedir. Erken baslangich
olgularda klinik tablo daha siddetli ilerlemekle birlikte hastaligin basladigi yasa gore
bile patolojilerde degisiklik gézlenebilmektedir. Kesin olarak insidansi bilinmemekle
birlikte konjenital myopatilerin goriilme sikligi her 25.000 dogumda 1 olarak
belirtilmekte ve tiim neo-natal donemdeki hipotoni vakalarinin %14’iinden sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir (Cassandrini ve ark., 2017; Bassett ve Currie, 2003).
Konjenital myopatiler kas kasilmasinda gorev alan yapisal proteinler ve bunlarla
etkilesim igerisinde olan kas liflerindeki bozukluklardan meydana gelir. Sarkomer
proteinlerinde gozlenen bu anomaliler kalitsal temelli olup, kas hiicrelerinin
fonksiyonlarini yerine getirememelerine neden olur ve bu durum konjenital myopatili
kisilerde ilerleyen derecelerde kas giicsiizliiklerinin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir.
Konjenital myopatiler otozomal ve esey kromozomlarina bagl olarak dominant veya
resesif olarak kalitilabilmektedir (Treves ve ark., 2008). Genel olarak hastalarda
dogum Oncesi donemde azalmis fetal hareketler ve dogum sonrast donemde ise
myopatik bir yiiz, hipotoni, artrogripozis, carpik ayak (clubfoot), pitozis, kalca ¢ikigi,
oftalmopleji ve skolyoz goriilebilmektedir (Sekil 2.3). Bunlarla birlikte gecikmis
motor gelisim ve siddetli olgularda ise gebelikte diisiikler, 6lii dogumlarla

karsilagilabilinir (Tang ve ark., 2020).

Sekil 2.3. Konjenital myopati hastalarinda goriilen klinik bulgular (Neto ve ark.,
2017; Dilaver ve ark., 2017; North ve ark., 2014)



Klinik bulgular1 ve seyri olduk¢a varyasyonel olan konjenital myopatilerde
hastalik hafif ya da stabil bir seyir gosterebildigi gibi zamanla agirlasan siddetli bir
tablo da c¢izebilmektedir. Siddetli olgularda hastaligin ileri asamalarinda kas
kitlesinde azalma ve dejenerasyon, hastanin mobilitesinde azalma, kalp ve solunum
yetmezliklerine (ventilasyona bagimli respirasyon) bagli oliimler goriilebilmektedir

(Treves ve ark., 2008).

Gliniimiizde sarkomerlerin histopatolojik yapilarina bagli olarak 5 ana
konjenital myopati tipi tanimlanmistir. Bunlar: i- nemalin myopati, ii- kor myopati ii-
a santral kor hastaligi ii-b multiminikor hastalig1 iii- sentroniikleer myopati iii-a
miyotiibiiler myopati iii-b otozomal sentroniikleer myopati iv- konjenital lif tipi

uyumsuzlugu ve v- miyozin depolama myopatisidir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Konjenital myopatiler goriilen kas biyopsilerinde godzlenen patolojik
ozelikler. 1- Kas liflerinin ¢evresinde ve igerisinde goriilen ¢ubuk benzeri (rod)
yapilarin birikimi. 2a-2b Kas liflerinin merkezinde kiimelenmis boyutlar1 degiskenlik
gosteren cekirdek benzeri (kor) yapilar. 3-Kas liflerinin merkezine konumlanmis
cekirdek ve kas liflerinin boyutundaki varyasyonlar 4- Tip 1 ve 2 lifler arasindaki
oranin bozulmasi. 5- Kas lifleri igerisinde hyalin body goriiniimiindeki yapilarin
birikimi (Cassandri ve ark., 2017; Gonzalez ve ark., 2019; Oldfors ve ark., 2017’dan
modifiye edildi.)



2.3. Konjenital Myopati Tipleri

2.3.1. Nemalin Myopati

Konjenital myopatilerin yaklasik olarak %17 sini olusturur ve goriilme siklig1
yeni doganda 50.000°de 1’dir (Lawlor ve ark., 2011). Klinik spektrumu hafiften
siddetliye kadar genis bir yelpazede kendini gosterir. Kas biyopsisinde kas liflerinin
periferlerinde ya da sitoplazmada alfa aktinden olusmus ¢ubuk benzeri/rod yapilar
goriilmektedir (Sekil 2.4). Bu yapilar ilk olarak 1960’larda hipotoni goriilen
cocuklardan alinan kas biyopsi Orneklerde tespit edilmistir (Conen ve ark., 1963).
Hiicre igerisinde bu ¢ubuk benzeri yapilarin nasil olustugu tam olarak bilinmemekle
birlikte, nemalin myopati miyofibrillerin diizenlenmesi esnasinda Z ¢izgilerinde
cesitli anormalilerle kendisini gosterir (Sewry ve ark., 2019). Cubuk benzeri bu
yapilar kas kasilmasi sirasinda aktin ve miyozin arasindaki kaymaya engel olarak kas
kasilmasini zorlastirir ya da engel olurlar (Gonzalez ve ark., 2018; Nowak ve ark.,
2007). Fakat her kasta farkli bir bicimde kendisini gosterdigi bilinmektedir ve
hastaligin siddeti ve prognozu konusunda bilgi verici goriilmemektedir (Sewry ve
ark., 2019). Sarkomer igerisinde rod goriilen bolgelerde mitokondriden ve oksidatif
enzimlerden yoksun g¢ekirdek benzeri bir goériiniim ortaya ¢ikardiklari goriilmustiir
(Sekil 2.4). Bu myopati tipinde hastalarda genel olarak hipotoni, proksimal kaslarda
zayiflik, siddetli vakalarda solunum yetmezlikleri goriilebilmektedir (Donner ve ark.,
2004). NEB, ACTAI, RYRI, TPM2, TPM3, TNNTI, CFL2 genlerinin nemalin
myopati ile iligkili oldugu bilinmektedir (Cassandrini ve ark., 2017).

2.3.2. Kor Myopati

Prevelans1 tam bilinmemekle birlikte myopatilerin en yaygin goriilen
tiplerinden oldugu tahmin edilmektedir. Kas biyopsisi sonucu histopatolojik
yontemlerle tanisi rahatlikla konulabilmektedir. Kas biyopsilerinde kas liflerinde
oksidatif ve glikotik enzimler bakimindan yoksun cekirdek benzeri bdlgeler yer
almaktadir (Sekil 2.4). Bu ¢ekirdek benzeri yapilarin nasil ve ne sekilde olustugu tam

olarak bilinmemekle birlikte miyofibrillerin diizenli bir sekilde organize olmalarin
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engelledigi bilinmektedir. Kendi igerisinde santral kor ve multiminikor myopati
olarak adlandirilan iki ayr1 alt tipi bulunmaktadir. Santral kor myopati, hastaligin en
stk goriilen ve en c¢ok calisilmis formudur. Santral kor myopatide sarkomerin
merkezinde biiylik ¢ekirdek benzeri yapilar goriiliirken, multi-minikor myopatide ise
sarkomer icerisine dagilmis sekilde cok sayida kiiciik ¢ekirdek benzeri yapilar
goriilmektedir (Sekil 2.4). Multiminikor hastaligina en sik RYRI, SEPNI
genlerindeki resesif mutasyonlar neden olmaktayken, santral kor hastaligina iskelet
kaslarindaki ana kalsiyum pompasi olan RYRI genindeki mutasyonlar sebep olur
(Topaloglu, 2020). Hastalik genellikle yavas calisan tip 1 kaslarda goriilen hipotrofi
ile karakterizedir (Neto ve ark., 2017). Proksimal kaslarda zayifliklar gozlenirken,
ozellikle kalga ve omuz kaslarinin hastaliktan etkilendigi goriilmektedir. Bebeklik
doneminde hipotoni ve motor gelisim geriligi ile kendisini gdsterir. Bu hastaliga
sahip kisilerde o0zellikle Ryanodin proteininde goriilen konformasyonel
degisikliklerden dolayr hiicre i¢i kalsiyum homeostazi korunamaz ve buna baglh
olarak kas kasilma siirecinin isleyisindeki diizen bozulur. Kor myopatiye sahip
kisilerde farmakogenetik temelli Oliimciil kas hastaliklardan biri olan malign
hipertermi duyarliligi s6z konusudur ve bu duyarlilik sitoplazmaya c¢ok miktarda
kalsiyum salinimina neden olur. Tani koyulmaz ise malign hipertermi duyarlilig1
olan kisilerin herhangi bir genel anestezi alma durumunda yasami tehdit eden cesitli
komplikasyonlarla yiiz yiize kalmas1 olasidir (Treves ve ark., 2008). Kor myopatinin
ortaya ¢ikmasinda MYH7, RYRI, SEPNI genlerinin etkili oldugu diisiiniilmektedir
(Sekil 2.4).

2.3.3. Sentroniikleer Myopati

Kas histopatolojisinde normal bir sarkomer hiicresinde cekirdek hiicrenin
periferinde yer alirken, sentroniikleer myopatili hastalarda ¢ekirdek hiicrenin
merkezinde bulunur (Sekil 2.4). Mitokondri, sarkotubiiler elementler ve diger
organellerin yerlesimi de normal kaslardaki gibi degildir (Laporte ve ark., 2000;
Lawlor ve Dowling, 2021). Tip 1 liflerde daha baskin olmak iizere atrofi
goriilmektedir. Sentroniikleer myopati, myopatilerin en agir seyreden formudur. ilk
bulgular1 anne karnindayken amniyon sivisinin artmasi ve fetal hareketlerde azalma

ile kendisini gosterir ve dogum sonrasi donemde klinik bulgular1 arasinda yiiz
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kaslarinda meydana gelen zayiflik, oftalmoparezi ve pitozis yer almaktadir (North ve
ark., 2014). Ayn1 zamanda egzersizle birlikte goriilebilen myalji de bulgular arasinda
yer alabilmektedir. Hastaligin kesin bir baglama donemi olmamakla birlikte hayatin
her doneminde cesitli bulgularla ortaya ¢ikabilir. Hastaligin X kromozomuna baglh
kalitimi nedeniyle erkekleri etkiler ve insidanst 100.000/2°dir. Bu hastaliga sahip
kisilerde CK (kreatin kinaz) seviyesi normal ya da hafif artmistir fakat bu da klinik

tan1 agisindan yeteri derecede bilgi verme potansiyeline sahip degildir.

Sentroniikleer myopati altinda histopatolojik 6zelliklerine ve kalitim
sekillerine gbre miyotiibiiler ve otozomal sentroniikleer olmak iizere 2 alt tip
tanimlanmistir. Miyotiibiiler myopatiler X baglantili ve otozomal olarak ayrilirlar ve
hastalik siddeti tiplere gore degiskendir. Miyotiibiiler myopati hakkindaki ilk bilgiler
Spiro ve ark. (1996) tarafindan ortaya atilmistir. Genel kas gii¢siizliigii bulunan
cocuklarin kas histopatolojisinin incelenmesi sonucunda kas lifi gériiniimlerinin fetal
miyotiiplere benzemesi nedeni ile miyotiibiiler myopati olarak tanimlanmistir
(Jungbluth ve ark., 2008). X baglantili miyotiibiiler myopatiler en yaygin tip myopati
ve genellikle yeni doganda iki yil igerisinde Oliimle sonuglanir. Miyotiibiiler
myopatilerde hastalarda kas kasilmasinda sinirsel impuls iletiminde gorev alan T-
tiibiiller tam olarak olusamaz. Bunun sonucunda sinirsel uyarimlar sarkoplazmik
retikuluma iletilemez ve hiicre i¢i kalsiyum metabolizmasinda diizensizlikler ortaya

cikar ve kas kasilma siireci dogru bir sekilde islemez (Gonzalez ve ark., 2018).

Hastaligin bir diger formu olan otozomal sentroniikleer myopati genelde
ortaya ¢ikma yasi ergenlik donemi olup, erken donemde de (neonatal-¢ocukluk)
goriilebilmektedir. Kas biyopsilerinde hiicre merkezinde ¢ok sayida ¢ekirdek benzeri
yapilar goriilir. Otozomal sentroniikleer myopatinin insidans1 kesin olarak
bilinmemekle birlikte hastaligin ortaya ¢ikmasinda daha bir¢ok genin etkili oldugu
diistiniilmektedir. Cocukluk doneminde baglayan vakalarda solunum yetmezligine
kadar ilerleyen bir tablo ortaya ¢ikarirken, yetigkinlik doneminde ise hafif dereceli
kas zayiflig1 goriiliir. Otozomal sentrontikleer myopatinin ortaya ¢ikmasinda MTM 1,
DNM?2, RYRI, BINI, TTN genlerinin etkili oldugu bilinmektedir. MTM1 genindeki
mutasyonlarin ciddi fenotipler ortaya c¢ikardig1 goriilirken, DNM2 ve BINI
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genindeki mutasyonlar1 ise daha hafif ve orta seyirli fenotipler ortaya ¢ikarmaktadir

(Romero, 2010).

2.3.4. Konjenital Lif Tipi Uyumsuzlugu

Hastaligin prevelansi tam olarak bilinmemektedir ve dogustan ya da yasamin
ilk donemlerinde hipotoni ve kas giigsiizliigli ile kendisini gosterir. Otozomal
cekinik, baskin ve X'e bagl olarak kalitim goriilebilmektedir (De Haro-Hernandez,
2015). Ozellikle omuz, kalca ve uyluk kaslarinda belirgin olarak kas gii¢siizliigii
gortiliirken lordoz, skolyoz gibi eklem deformiteleri de goriilebilmektedir (Sekil 2.3).
Bu deformitelerin goriilmesi ile birlikte diizgiin ¢alisamayan solunum kaslarindan
dolay1 kisiler siddetli solunum problemleri yasayabilmektedir. Ayn1 zamanda da bu
kisilerde yutmada cesitli problemlerin yasandigr icin beslenme problemleri
goriildigi de cesitli calismalarda not edilmistir. Kas biyopsisinde tip 1 ve tip II lifler
arasindaki oranin bozuldugu ve tip 1 kas liflerinin hipotrofiye ugrayarak boyutlarinin
kiigtildiigi, tip II kas liflerde ise hipertrofiye ugrayarak boyutlarinin arttigi goriiliir
(Sekil 2.4) (Clarke, 2011).

Hastaligin tanisim1 koymak oldukg¢a zor oldugu gibi tip I ve tip II kas lifleri
arasindaki %30-40 oraninda bir farklilik olmasi, tip I kas liflerinin boyutlarinin
kiictilmesi, konjenital lif tipi uyumsuzlugu hastaliginin patalojik tanisinda gézlenen
bulgular arasinda yer almaktadir (Sekil 2.4) (Cassandrini ve ark., 2017). Fakat bu
bulgular baska norolojik hastaliklarda da ortaya c¢ikabildigi i¢in kesin tanida
kullanilma potansiyeli tastmamaktadir. Bu hastaliga sahip kisilerde lordoz, skolyoz,
kal¢a ¢ikiklar1 gibi ortopedik problemler de goriilebilmektedir (North ve ark., 2014).
Hastaligin ortaya c¢ikmasinda ACTAI, MHY7, RYRI, TPM2, TPM3, SEPNI
genlerinin etkili oldugu bilinmektedir. ACTAI geninde otozomal dominant kalitim
goriiliirken, RYRI geninde otozomal resesif, TPM3 geninde ise hem dominant hem

de resesif kalitim goriilebilmektedir.
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2.3.5. Miyozin Depolama Myopatisi

Olduk¢a nadir goriilen bir myopati tipidir. Kas kasilmasinda gorevli kalin
filamentlerden biri olan miyozin agir zincirinin § formunda goriilen bozukluklar
sonucu hastalik ortaya ¢ikar. Hastalik genel olarak kalp rahatsizliklar1 olarak
kendisini gosterse de tip I iskelet kas liflerininin de etkilendigi goriiliir (Cassandrini
ve ark., 2017). Hastaligin ilerleyisi durgun ya da yavas seyirli olabilir. Klinik
bulgular1 arasinda gecikmis motor gelisim, kalp kaslarinda yalanci hipertrofi
(pseudo-hypertrophy), diisiik ayak (foot drop) ve ilerleyen zamanlarda nefes almada
zorluk gorilmektedir. Kas biyopsisinde sub-sarkolemmal bolgede hiyalin
cisimcikleri olarak goriilebilen beta miyozin birikimleri goriiliir (Sekil 2.4). MYH7

geni ile miyozin depolama myopatisi hastalig1 arasinda baglanti oldugu bildirilmistir.

2.4. Konjenital Myopatilerden Sorumlu Genler ve Patofizyolojik Mekanizmalari

Konjenital myopatilerden sorumlu genlerden sentezlenen proteinlerin bir
kism1 sarkomerler icerisindeki temel yapisal kisimlar1 olustururken, digerleri
fonksiyonel olarak gorev almaktadirlar. Yapisal gorev alan proteinlerdeki
bozukluklar sarkomer yapisinin devamliligim1 bozarken, fonksiyonel gorev alan
proteinlerdeki bozukluklar ¢esitli enzimatik aktiviteleri, kalsiyum homeostazin1 ve
kas kasilmasi sirasindaki enerji verimliligini bozmaktadir (Tablo 2.1). Bu
proteinlerdeki bozukluklarin molekiiler alt yapisina bakildiginda konjenital myopati
tipleri ile bu proteinlerin sentezinden sorumlu genler arasinda belirgin bir korelasyon
goriilmektedir (Cassandrini ve ark., 2017). Fakat birden fazla gendeki mutasyonlar
ayn1 hastalik fenotipini ortaya koyarken, ayn1 gendeki mutasyonlar da ayni fenotipe

sahip farkli hastaliklara yol acabilmektedir (Sekil 2.4).
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Tablo 2.1. Konjenital myopatiden sorumlu genlerin ortaya c¢ikardiklar1 patolojik
mekanizmalarin 6zeti

Genler Yapisal Fonksivonel
Enzimatik Kalsiyum Miyofibriler

Aktivite Homeostazi Kuvvet

ACTAI 4
NEB v

MTMI v

MYH7 v
DNM?2 v

RYRI v
TPM?2

TPM3

TNNTI1

CFL2 v

SEPNI1 v
BIN1 v

TTN v

SRS

GENLER

Klinik
Bulgular ACTAl | NEB | MTMI | MYH7 | DNM2 | RYR! | TPM2 | TPM3 | TNNT! | CFL2 | SEPNI | BINI | TTN

Nemalin
Myopati

Kor Myopati

Sentroniikleer
Myopati

Miyotiibiiler
Myopati

Konjenital Lif
Tipi
Uyumsuzlugu

Miyozin
Depolama
Myopatisi

Kas
Giigsiizliigii

Hipotoni

Malign
Hipertermi

Arthrogiphozis

Pitozis

Atrofi

Kalp
Hastaliklan

Sekil 2.5. Konjenital myopati tiplerine sebep olan genler ve hastaliklarin ortaya
¢ikardigi fenotipler
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2.5. Konjenital Myopatilerden Sorumlu Olan ve Yapisal Fonksiyonlar:
Etkileyen Proteinler ve Sentezlendikleri Genler

2.5.1. Nebulin Proteini Yapisi ve Fonksiyonu

Nebulin proteini sarkomerler igerisinde yer alan biiyiik yapisal proteinlerden
biridir (Chu ve ark., 2016). Aktin filamentlerin uzunlugunun regiilasyonu,
stabilitelerinin saglanmasi, Z bantlarinin olusumu, kas kasilma-gevsemesinde, hiicre
ici kalsiyum homeostazinin korunmasinda ve kas kasilmasi sirasinda aktin-miyozin
baglanmasinda gorev almaktadir (Sekil 2.6.) (Bertini ve ark., 2011; Scoto ve ark.,
2011).

Sarcomere

M—‘Iine
Capz Tropomodulin Thick filament
e 7

Thin filament

i Leiomodin
Nebulin Nebulin free

~0.1-0.3 um

Sekil 2.6. Nebulin proteininin sarkomer igerisindeki konumu (Yuen ve ark.,
2020’dan)

2Z-disk

Nebulin proteini aktin iplik¢ikleri etrafina boylu boyunca sarili bir sekilde C-
terminal bolgeden Z diskine, N-terminal bdlgeden ise aktinin terminasyonunda
sorumlu tropomodulin (TMOD) protein kompleksine baglanir (Sekil 2.6). Nebulin
proteinin %97’si tekrarlayan aminoasit dizilerinden olugsmaktadir. Bu bolgeler siiper
tekrar ve basit tekrar bolgeleri olarak adlandirilir (Donner ve ark., 2004). Siiper
tekrar bolgeleri basta tropomiyozin ve Kelch benzeri protein-40 (KLHL40) olmak

tizere kas kasilmasindan sorumlu bir¢ok protein ile baglanti kurar (Sekil 2.7).
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Proteinin N-terminal bolgesine yakin yer alan S1 ve S22 olarak adlandirilan siiper
tekrar bolgeleri NEB geninin 13. ve 152. ekzonlar arasinda yer alir ve her biri 7 basit
aminoasit tekrardan olusur (Sekil 2.8). Her bir siiper tekrar dizisi igerisinde
WLKGIGW motifi korunumlu bir sekilde yer alir ve bu motif tropomiyozin proteini
ile baglant1 kurar (Chu ve ark., 2016). Yine siirekli tekrarlardan olusan ve proteinin
N-terminal ve C-terminal kisimlarinda bulunan basit tekrar bolgeleri de aktin ile
baglant1 kurulmasinda gorev alir. M1-M8 ve M163-M185 olarak adlandirilan bu
bolgeler 6-12 ve 153-180 ekzonlar1 arasinda yer alir (Sekil 2.8). Icerisinde SDXXYK
motifinden olusan aktin baglanma motifi barindirirlar ve kas kasilmasi sirasinda
nebulin proteini ile aktin filamenti arasinda bu motifler ile baglanti kuruldugu tahmin
edilmektedir (Sekil 2.7) (Donner ve ark., 2004). Proteinin C-terminal kismin1 ise Z-
disk, Ser ve Sh3 bolgeleri olusturmaktadir. C-terminal bdlgenin (M163-M183)
M182°den itibaren Z diski i¢erisinde bulundugu diisiiniilmekte olup, Z disk bolgeleri
ifade edildikleri dokulara gore boyut acisindan farklilik gosterebilmektedir. Proteinin
C-terminal bolgesinde yer alan Ser (Serin) ve Sh3 (Src homoloji 3 alan) bolgeleri de
181-183. ekzonlar arasinda yer alir ve aminoasit dizileri bakimindan oldukca
korunumludur (Sekil 2.8). Nebulin proteini titin gibi birgok filamentle bu bdlge
araciligi ile baglant1 kurmaktadir (Sekil 2.7) (Yuen ve ark., 2020).

2.5.1.1. NEB Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

NEB geni 2. kromozomun 2q23.3 lokusunda yer alir ve 249 kb uzunlugunda,
183 ekzondan olusur. En kisa ekzon 42 b¢ uzunlugu ile ekzon 4, en uzun ekzon 596
be ile ekzon 183’diir. En uzun intron 9232 b¢ uzunlugu ile intron 13, en kisa intron
83 bg¢ uzunlugu ile intron 59°dur (Donner ve ark., 2004). Genel olarak ekzon
uzunluklar1 93 ile 312 bg arasinda degismektedir. Gen 6669 aminoasitlik nebulin
proteini kodlamaktadir ve protein sentezinde ekzon 1 ve 2 ifade edilmemektedir.
Genin alternatif ekleme/splicing ile yasa ve zamana gore degisen en az 43 izotipi

bulunmaktadir (Kazmierski ve ark., 2003).
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Sekil 2.7. Nebulin proteini yapist ve diger proteinler ile baglanma noktalar1 (Yuen ve
ark., 2020’dan)

NEB geninde meydana gelen mutasyonlar nemalin myopatiye yol a¢gmakta
olup, nemalin myopatilerin yaklasik %350’sinden bu mutasyonlar sorumludur
(Moreau Le Lan ve ark., 2018). Bugiline kadar NEB geninde belirlenen en yiiksek
frekansli mutasyon siiper tekrar bolgesi (S1-S11) igerisinde yer alan ekzon 55’°deki
(p-Arg2478_Asp2512del) delesyondur. Meydana gelen bu mutasyon kisa ve
fonksiyonel olmayan protein sentezine neden olarak kasilma regililasyonunun
bozulmasina neden olmaktadir. Fareler iizerinde yapilan calismada bu durumu
destekler nitelikte mutasyonu tagiyan bireylerde ciddi fenotipik anomalilerin ortaya
ciktig1 gozlenmistir (Lehtokari ve ark., 2014). NEB genindeki mutasyonlarin nemalin
myopati ile iligkilendirilmesinde genel olarak aktin ve tropomiyozin baglanma
bolgelerine yakin olan bdlgelerdeki mutasyonlarin patolojik olabilecegi diisiiniilmiis
ve bu bolgelere yogunlasilmistir (Marttila ve ark., 2014). Ancak yapilan ¢alismalar
bu bolgelerde gdzlenen mutasyonlarin farkli fenotipler ortaya koyabildigini nebulin
proteini lizerinde ¢ok sayida aktin ve tropomiyozin baglanma bdlgesi oldugu igin
mutasyonun konumuna gore hastaligin fenotipe etkisini yorumlamanin olduk¢a zor
oldugu ileri siiriilmiistiir (Lehtokari ve ark., 2014). Ancak genin biiyiik olusu ve
genetik caligmalarin yetersizligi gen iizerindeki mutasyon yiikiiniin konjenital

myopatiler tizerindeki etkisinin anlagilmasini gili¢lestirmektedir.
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STUTR GLUTAMIK ASIT BOLGESI BASIT TEKRAR BOLGESI M1-M8

Sekil 2.8. Nebulin proteinine ait bolgelerin NEB geninin ekzonlar1 lizerinde dagilin
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2.5.2. Titin Proteini Yapis1 ve Fonksiyonu

Kaslarin kasilmasi siireci i¢in kayan filamentler teorisinin ortaya atilmasi ile
birlikte sarkomerler igerisinde aktin ve miyozinlerin birbirleri lizerinde kayarak kas
kasilmasini gercgeklestirdikleri kesfedildi. Bu teoriye gore iki komsu Z diski
arasindaki boliimi olusturan sarkomerler merkezlerinde aktin ve miyozin proteinleri
bulundurmaktadirlar. Yapisal olarak sarkomer yapisiin siirekliliginin saglanmasi,
aktin ve miyozinlerin merkezde konumlandirilabilmeleri i¢in iskele gorevi goren, Z
diskler arasinda uzanan yapisal biiylik bir proteinin var olabilecegi diisiiniildii.
Sonrasinda 1970’1i yillarin sonlarina dogru Maruyama ve ark. (1977) tarafindan bu
gbrevi yapan bir protein kesfedilip, ismine baglanti (connection) proteini ismi verildi
ve sonrasinda ismi titin olarak degistirildi. Baslangicta bu proteinin yalnizca yapisal
bir gorevi oldugu diisiiniildii. Fakat sonrasinda fonksiyonel olarak da gorevlerinin
olabilecegi ortaya ¢ikti. Gorevlerinden bir tanesi sarkomerin diizenini saglamak yani
kas kasilmasi sirasinda miyozinler aktinler tiizerinde kayarken bu proteinleri
sarkomerin merkezinde tutmakken diger gorevinin ise bir yay gibi davranarak
sarkomerlere esneklik saglayip, esnemeye karsit pasif diren¢ gostermek oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica kasilma sirasinda tropomiyozinin ince filamentler {izerinde
yer alan baglanma bolgelerini acabilecegi de diigiiniilmektedir (Bennet ve ark., 1996;

Linke, 2018; Power ve ark., 2016).

Titin proteini omurgalilarda aktin ve miyozinden sonra yaygin bulunan
protein olup aynm1 zamanda da oldukga biiyiiktiir. Yetiskin bir kiginin viicudunun
yaklasik 0,5 kg’ titin proteini olugsmaktadir. Viicutta yer alan bu biiyiik protein
sarkomerlerde Z diskinden sarkomerin merkezinde bulunan M bandina kadar
uzanmakta olup yapisal ve islevsel olarak N-terminal Z diski, I bandi, A bandi ve C-
terminal M band1 bolgeleri olmak tizere 4 boliimden olusmaktadir (Sekil 2.9)
(Kellermayer 2019; Kriiger ve ark., 2011; Matsuo ve ark., 2019). Titinin C-terminal
bolgesi A bandina baglanmaktadir ve bu bdlgedeki miyozin ile baglanmasini
saglayan baglanti boliimleri yer almaktadir. Miyozinler titin sayesinde Z diskine
ulasabilmekte olup, dinlenme durumunda kastaki pasif gerilimden ve aktif kasilma
durumunda da sarkomerin merkezinde yer alan kalin filamentleri koruma gorevini

iistlenmektedir (Guo ve ark., 2010). Iki yarim sarkomerin uglari merkezde yer alan
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M cizgisinde {ist liste gelip bir sarkomer yapisini olusturmaktadir. Bu bolgede titin
tizerinde serin/treonin kinaz (TK) bolgesi yer almaktadir, hiicreler arasi sinyalden
sorumlu olan birgok protein buraya baglanmaktadir ve bu bdlge 359. ekzon
tarafindan kodlanmaktadir (Centner ve ark., 2001). A band: icerisinde (distal Ig
bolgesi hari¢) Ig ve Fnlll alanlarinin tekrarindan olusan bolgeler icermektedir. Ig ve
FN3 bolgelerinin atasal ortak bir diziden kdken almis olabilecekleri diisiiniilmektedir
(Amodeo ve ark., 2001). Iki yarim sarkomerin birlesme kisminda yer alan A ve I
bantlar1 birbirini ardinda yer almaktadir (Sekil 2.9). Bu iki bolge arasindaki birlesme
noktas1 olduk¢a karmasik bir yapiya sahip olup, titin-miyozin etkilesiminden
sorumludurlar. Proteinin N-terminal bolgeleri ise Z bandina sabitlenmistir (Trinick
ve Tskhovrebova, 1999). Bu kisim mekanosensor gorevi gormekte olup; yapisal ve
mekanik algi, gilic aktarimi gibi fonksiyonlara katkida bulunmaktadir (Matsuo ve
ark., 2019). Proteinin elastikiyetini yani uzama, sikisma ve biikiilme fonksiyonlarin
saglayan kisim ise I band1 bolgesidir. Bu bdlgenin ana kismu igerisinde esneyebilen
elementleri barindiran Ig, PEVK, N2A ve N2B bolgelerini icermektedir (Sekil 2.10) .
Ig bolgeleri rastgele sekilde diizenlenen proksimal ve distal Ig alanlar1 seklinde
ayrilmaktadir. Distal Ig bolgeleri baglanmadan sorumlu olup, filamentin u¢ kismin
olusturmaktadirlar. Yay gorlinimiinde olan kisim ise PEVK alam1 olarak
adlandirilmaktadir (yiiksek prolin (P), glutamat (E), valin (V) ve lizin (K) kalintilari
bakimindan zengindir.). Sarkomerlerin gerilmemis yani pasif konumda oldugu
durumda Ig ve PEVK boélgeleri ¢6kmiis durumdadir (Li ve ark., 2012). Kasilmanin
baslamasi ile birlikte Ig alanlarinin bir kismi1 uzamis durumdayken bazi kisimlari hala
eski durumunu korumaktadir, gerilme diizeyinin artmasi ile birlikte de PEVK alam
da devreye girmekte olup bu kisim da diizlesmektedir (Sekil 2.10). Bu bdlgeler
titinin esnekligini sagladigi icin oldukga kritik dneme sahip olup, ayrica sinyal
proteinler olarak da gorev almakta ve post-translasyonel modifikasyonlar ile de
diizenlenerek g¢esitli Ozellikler kazanmaktadirlar (Granzier ve ark., 2006;
Kellermayer ve ark., 2019).Titin proteini 364 ekzondan olusan tek bir genden
sentezlenmekte ve bu ekzonlarin farkl alternatif eklemeleri ile birlikte 1 milyondan
fazla izoformunun olustugu diisiiniilmektedir. Ozellikle 1 band1 igerisinde yogun
alternatif eklemeler gergeklesmektedir. Bazi kisimlar dokuya 0zgilin olarak

diizenlenmekte ve her izoformda yer almamakla birlikte PEVK ve Ig bdlgelerinin
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bugiine kadar bilinen tiim izoformlarda yer aldigi bilinmektedir. I bandi disinda
alternatif eklemeye ugrayan kisimlardan birisi de N-terminal kisimda yer alan 7°1i Z-
tekrar bolgesidir. Bu bolge kas tipine gore farkli alternatif eklemelere ugramaktadir

(Li ve ark., 2012; Savarese ve ark., 2020; Sorimachi ve ark., 1997).

Myofibril
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] rd|
1 |
| Half I band A band Half I band |
: i H-zone i “
Actin 'Myosin €571 C-protein]| ‘
B M p A
Titiny_4 LA : A | v
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Sekil 2.9. Sarkomerler igerisinde titin proteinin konumu (Guo ve ark.,2010).
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Sekil 2.10. Titin proteinin fonksiyonel bolgeleri ve sarkomerler iizerinde
bulunduklar kisimlar (Kriiger, 2011°den modifiye edilmistir).

N2A yalnizca iskelet kaslarinda yer almakta olup, 102 ve 109. ekzonlar arasi
bolge bu boliimii olusturmaktadir. N2B bolgesi ise yalnizca kardiyak kaslarda
bulunmakta olup 49. ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Kardiyak kaslarda neredeyse
titinin tiim kisimlar1 ifade edilmekte olup, yasamin farkli donemlere gore ifade

edilen, fetal kardiyak titin (3,5-3,6 MDa), yetiskin N2BA (~ 3,3 MDa) ve yetiskin
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N2B (~ 3,0 MDa) olmak fiizere 3 farkli izoformu vardir (Granzier ve Labeit,
2007). Bunlarin disinda novex 1, novex 2 ve novex 3 olmak tizere 3 farkli izoform
daha bulunmaktadir (Bang ve ark., 2001). Novex 1 yalnizca kalp kaslarinda ifade
edilmekteyken, novex 2 ve novex 3 hem iskelet hem de kalp kaslarinda ifade
edilmektedirler. Bu izoformlarin bazilar1 tam uzunluga sahipken, bazilar1 ise daha
kisadir. Kisa olan izoformlardan bir tanesi novex 3’tiir ve yaklagik 700kDa
uzunlugundadir. Bu izoformun 3’ bolgesinde bir durdurma kodonu yer almakta ve
bu da proteinin kisa olmasina ve A bandina ulasamamasina neden olmaktadir. Bu
nedenle novex 3 olusan en kisa izoformlar arasinda yer almaktadir (Sekil 2.11)

(Kellermayer ve ark., 2019; Kriiger ve Linke, 2011).
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Sekil 2.11. Titin geninde alternatif ekleme ile farklilasan izoformlar1 (Ge ve ark.,
2019).

2.5.2.1. TTN Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

Insanda 2. kromozom iizerinde 2q31.2 lokusunda yer alan TTN geni 308 kb
uzunlugunda olup 364 ekzondan olusmaktadir ve yaklasitk 35991 aminoasit
kodlamaktadir (Fernandez ve ark., 2017) (Sekil 2.12). Geni olusturan ekzonlar
icerisinde en uzunu ekzon 48 olup, 6455 b¢ uzunlugundayken; en kisas1 ekzon 110
olup, 27 b¢ uzunlugundadir. Gen iizerinde en uzun intron 42 olup 11193 bg
uzunlugundadir. Protein sentezinde gen {izerinde yer alan ekzon 1 ifade
edilmemektedir. TTN ¢ok biiylik bir gen oldugu icin NGS (yeni nesil sekanslama)
yontemlerinden 6nce bu gendeki hastaliklarin saptanmasi ve yorumlanmasi oldukca

zordu. Dizileme teknolojideki gelismeler sayesinde 7TN geninin kalitsal hastaliklarla



olan iligkisine yonelik ¢aligmalar artmistir. Yapilan calismalar 77N geninde meydana
gelen mutasyonlarin sarkomerik diizeni bozarak ¢esitli kalp ve kas hastaliklarina
neden oldugunu gostermektedir (Birsoy ve ark., 2013; Hackman ve ark., 2017).
Fareler iizerinde lizerinde yapilan calismalarda gen ekspresyonundan ve proteinin
yapilandirilmasindan sorumlu TK bdlgesinde goriilen mutasyonlarin embriyonel
gelisim doneminde abortusa neden olabilecegi gosterilmistir (Chauveau ve ark.,
2014). Genin son kisimlarinda yer alan Mex1-Mex3 (ekzon 358-360) arasi
ekzonlarda goriilen delesyonlar sarkomer hattinda cesitli bozukluklara neden olmakta
ve M bandnin diizeni bozulmaktadir. iki sarkomerin birlesme noktasinda bulunan M
bandi ilizerinde daha ayrintili caligmalar yapilmistir fakat az sayida mutasyon ile
hastaliklar arasinda baglanti kurulabilmistir. Ge ve ark. (2019) tarafindan yapilan
calismada gen lizerinde proksimal I bandinda Ig bandi goriilen mutasyonlarin
genelde kardiyak kaslarda etkilenim olmaksizin iskelet kaslarini etkiledigi ortaya
cikmisgtir. TTN geni ve hastaliklar arasindaki baglantinin ¢6ziilebilmesi i¢in ayrintili
arastirilmast gereken konulardan bir tanesi de post-translasyonel modifikasyon
siregleridir. Z, I ve M bantlar1 gen iizerinde fosforilasyona ugramakta olan
bolgelerdir. NH2 bolgesindeki fosforilasyon ile birlikte Zisl ve Zis2’nin
eklenmesinin ardindan XSPXR motifleri olusmaktadir. Bu motifin bulundugu
bolgelerde de yetiskinlik donemine kiyasla gelisme donemlerinde daha c¢ok
fosforilasyonun oldugu goriilmektedir. Bundan dolayr da Z ve I bantlarinin
fosforilasyonu ile miyogenez sirasinda gerekli sinyallerin olusup iletilmesi i¢in bu
fosforilasyon mekanizmasinin anahtar rolii oldugu diistiniilmektedir (Kriiger, 2015;
Sebestyen ve ark., 1995). I bandinin fosforilasyonu ile birlikte de sarkomerlerdeki
pasif gerilim saglayan yapilara ait 6zellikler etkilenmekte ve bolge igerisinde yer alan
N2A bolgesinin de protein-protein iligkisinde temel rol oynamakta oldugu

diistiniilmektedir.

o]« [T

Z Bandi Bélgesi

[Exzon 253-358
A Bandi Balgesi

Sekil 2.12. TTN geninin ¢esitli bolgelerinin ekzonlar iizerine dagilimi
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2.6. Konjenital Myopatilerde Fonksiyonel Mekanizmalari Etkileyen Proteinler

ve Sentezlendikleri Genler

2.6.1. Enzimatik Aktivite Mekanizmasi

2.6.1.1. Miyotiibiilerin Proteini Yapis1 ve Fonksiyonu

Miyotiibiilerinler hemen hemen tiim Okaryotik canlilarda bulunan tirozine
spesifik fosfotaz ailesi igerisinde yer alan proteinlerdir. Maya tiirii olan
Saccharomyces cerevisiae’in iskelet yapisinda bile miyotiibiilerin bulunmasi bu
genlerin evrimsel siirecte canlilarda oldukca korumus oldugunu gostermektedir.
Miyotiibiilerin 1 (MTM1) ve miyotiibiilerin iligkili protein 1-13 (MTMRI-13) olmak
tizere 14 adet miyotiibiilerin geni insanlarda farkli kromozomlar {iizerinde
kodlanmaktadir. Bu genlerden 8 tanesi aktif iken, geri kalanlar1 inaktif proteinler
sentezlemektedir ve bu gen bolgelerinin en az 2’sinin pseudogen oldugu
diistiniilmektedir (Laporte ve ark., 2003). Evrimsel siirecte aktif olan genlerden
inaktif olanlarin duplikasyonlar sonucu ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Begley ve
ark., 2003). Inaktif olanlarin kokenlerinin paralog mu yoksa ortolog mu olduklari
hala bilinmemekle birlikte inaktif olan proteinlerin aktif miyotiibiilerin proteinleri ile
baglantilar kurabildikleri bilinmektedir. MTM1, MTMR2-5, MTMR7-9, MTMRI12
genlerinin birbirleri ile birlikte gorev aldiklarina dair goriigler vardir. Fakat bu
etkilesimlerin nasil ve ne sekilde gerceklestiklerine dair yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu ailenin kesfedilen ilk tiyesi olan MTM1’den yaklasik olarak
500 milyon y1l 6nce MTMRI geninin, sonrasinda ise MTMR2 geninin bu genlerden
ayrildig1 diistiniilmektedir (Laporte ve ark., 2001). Gen ailesi igerisinde O6zelikle
MTM1, MTMRI ve MTMR?2 gen yapilarinin ve dizilerinin birbirlerine oldukg¢a benzer
oldugu goriilmektedir (Laporte ve ark., 2003).

Ozellikle MTMR1 geni MTMI geninin 20 kb’lik asagisinda yer almasi ve
yiiksek sekans benzerligi gostermesi nedeniyle MTM1 geninin duplikasyonu ile
olustugu varsayilmaktadir (Kioschis ve ark., 1998). Miyotiibiilerinler; hiicreler arasi

sinyal iletimi, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, kas hiicrelerinin baskalagmasi, T-tiibiil
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olusumu ve kas kasilma-gevsemesi gibi hiicre icerisinde ¢ok temel islevlerde gorev
almaktadirlar (Gonorazky ve ark., 2018). Ayni1 zamanda molekiillerden fosfat
uzaklagtiran fosfatazlar olarak da gorev alirlar ve MTMI proteini spesifik olarak
hiicre membran molekiilleri olan fosfatidilinositol 3-fosfat ve fosfatidilinositol 3,5-
bifosfat molekiillerinden fosfat uzaklastirirlar (Begley ve ark., 2003; Bong ve ark.,
2016).

Miyotiibiilerin ailesine ait proteinlerin hepsinde temelde PH (Pleckstrin
Homoloji) -GRAM (Glukosiltransferaz, rab-benzeri GTPaz aktivatori ve
miyotiiblilerinler), aktif ya da inaktif PTP (fosfataz aktif bolgesi) domain ve sarmal
bobin CC (coiled coil) domain olarak adlandirilan {i¢ bolge bulunur (Sekil 2.13). Bu
bolgeler disinda farkli miyotiibiilerinlerle etkilesimde de rol oynayan PDZ baglanma
motifi, FYVE, PH ve DENN gibi ¢esitli domainler de farkli MTMR proteinlerinde
bulunabilmektedir (Sekil 2.13).

MTM1 (Myotubularin) -@— BN e

MTMR1 -@—- - ees

MTMR2 —&— B e

MTMR3 -0 N——— @ " py.GRAM
MTMR4 |l @

MTMRS @A — e

MTMR7? - - >

MTMRS o E- - 704

MTMRO (LIP-STYX) O -5

MTMR10 o8>

MTMR11 (CRAw) -8 [—-—- l
MTMR12 (3-PAP) @B "~
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B PTP domain ® PH-GRAM domain Coiled-coil I RID domain
[J Inactive PTP domain @® FYVE domain @ DENN domain
[l SET-interaction domain & PHdomain | PDZ-binding motif

Sekil 2.13. Miyotiibiilerin protein ailesine ait proteinler, bu proteinlere ait domainler
ve MTMRI proteininin ait {i¢ boyutlu yapist (Begley ve ark., 2003; Laporte ve ark.,
2003’den modifiye edilmistir.)

Tiim miyotubiilerin ailesine ait proteinlerde goriilen ve N-terminal uca yakin
olan PH-GRAM domaini hiicre membran sinyal iletiminden ve membran trafiginden

sorumlu fosfatidilinositol molekiillerini taniyip, bunlara baglanmakta gorev alir.
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Bu domainden sonra gelen ve proteinlerin aktif ya da inaktif olmasini belirleyen
kisim ise PTP’dir. Bu bolge icerisinde katalitik aktifiteye sahip miyotiibiilerinlerde
(MTMR1-4 ve MTMR6-8) yer alan C(X)5R motifi bulunmaktadir (Begley ve ark.,
2005). Bu motifin bulunmadig1 ya da dejenere oldugu miyotiibiilerinler (MTMRO9-
13) katalitik olarak inaktiftirler (Raess ve ark., 2017). C(X)5SR motifi PTP
domaininde 11. ekzonda yer alir ve membranda bulunan fostaflanmis
fosfatidilinositol molekiiliinden fosfatin uzaklastirilmasinda gérev alir. PTP domaini
igerisinde yer alan bir alt domain olarak SET domaini (SID domain) proteinin diger
MTMR proteinleri ile etkilesiminde rol oynar. MTMR10 hari¢ miyotiibiilerin ailesi
proteinlerin tiimiinde bulunan CC domaini ise miyotiibiilerinlerin birbirine
baglanmasinda gorev alir. Bu bolge ile aktif ve inaktif olan miyotiibiilerinler
birbirlerine baglanabilir (Laporte ve ark., 2000; Laporte ve ark., 2003) (Sekil 2.13).
Yalnizca MTMR3 ve 4 proteinlerinde yer alan FYVE (Fablp, YOIB, Vaclp ve
EEA1) bolgesi ise spesifik olarak fosfatidilinositol-3 fosfata baglanir. Yalnizca
MTMRS (SBF1) ve MTMTR13 (SBF2) proteinlerinde bulunan PH domaini ise
fosfolipidlerin baglanma kapasitesi ve afinitesinden sorumlu olan kisimdir. MTM1,
MTMR1 ve MTMR2’de goériilen PDZ-baglanma motifi ise enzimin allosterik

kontroliinden sorumlu bolge olarak kabul edilir.

2.6.1.1.1. MTM1 Geni Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle fliskisi

Insanda X kromozomu iizerinde Xq28 lokusunda yer alan MTM1 geni 104 kb
uzunlugunda olup 15 ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.14). Bu ekzonlar icerisinde en
uzunu ekzon 11 olup, 207 b¢ uzunlugundayken; en kisasi ekzon 2 olup, 63 bg
uzunlugundadir. Gen iizerinde en uzun intron 6 olup, 19676 b¢ uzunlugunda; en kisa
intron ise intron 11 olup, 615 b¢ uzunlugundadir. Protein sentezinde gen ilizerinde yer
alan ekzon 1 ifade edilmezken, ekzon 2’nin ise bir kismi kodlanmaktadir. Ekzon 1
her ne kadar kodlanmiyor olsa da bu bolgede goriilen mutasyonlarin mRNA
sentezinin etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. Miyotiibiilerinlerin genel olarak
tim viicutta ifade edilmektedir ve fareler {izerinde yapilan ¢alismada MTM1 geni
yoklugunda hayvanlarda kas farklilasmasinin normal gelistigi fakat Omiirlerinin ciddi

sekilde kisaldig1 ve anormal fenotipik olgularin meydana gelmesine neden oldugu
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gozlenmistir (Buj-Bello ve ark., 2002). Gende meydana gelen mutasyonlar 6zellikle
kalitsal kas hastaliklar1 ile iliskili oldugu goriilmektedir (Jungbluth ve ark., 2008).
Konjenital myopati hastaligi gozlenen ve birbirinden farkli 198 aile ile yapilan
calismada konjenital myopati ile iliskili oldugu diisiiniilen 133 mutasyon MTM1
geninde saptanmustir (Laporte ve ark., 2000).

L CXOOOR |
Nl : 0 - s s  HEE 1 2 a6 s

pPH-GRAM BOLGEST [ RIDIBGIGESIN PTP BOLGESI ISIDBOIGESI CC BOLGESI

Sekil 2.14. MTM 1 geni ekzonlar1 ve proteinde yer alan fonksiyonel kisimlari

MTM1 genindeki mutasyonlarin X kromozomu gegisli sentroniikleer myopati
ve miyotiibliler myopati ile iligkili oldugu goriilmektedir (Fujimura-Kiyono ve ark,
2008). Genin X kromozomu iizerinde yer almasi nedeniyle iligkili konjenital
myopatilerin erkek ¢ocuklarmi etkileme olasilifi da yiiksektir. MTMI genindeki
hastalik yapict mutasyonlarin ¢ogunun yiiksek oranda korunumlu bdlgelerde
meydana geldigi goriilmektedir. Gen iizerinde mutasyonun goriildiigii bolge ve
mutasyon c¢esidine gore hastaligin goriilme zamani, siddeti ve prognozu
degismektedir. MTM1 kaynakli mutasyonlarda hayatinin erken donemlerinde ya da
fetal evrede oliimle sonuglanan vakalar oldugu gibi ileri yaslarda goriilen vakalara da
rastlanmaktadir (Laporte ve ark., 2003). Bugiine kadar hastalikla iligkili elde edilen
mutasyonlarin agirlikli olarak genin PTP bdlgesinde yogunlastigi bildirilmistir
(Pierson ve ark., 2005). Ozellikle PTP igerisinde yer alan ekzon 11 ve bu ekzonun
etrafinda yer alan ekzon 8 ve 9’da gerceklesen mutasyonlarin siddetli hastaliklara yol
actig1 bildirilmektedir (Bosco ve ark., 2022). Ekzon 11’in katalitik olarak aktif
bolgeyi igermesi, ekzon 8 ve 9’un post-translasyonel modifikasyonlar i¢in 6nemli
olmas1 bu bolgelerdeki mutasyonlar1 6nemli oranda hastalikla iligkili kilmaktadir. Bu
bolgeler disinda goriilen mutasyon yogunlugunun ¢ogunlukla intron bélgelerinde yer
aldig1 ve bu bolgelerdeki mutasyonlarin ise daha hafif fenotipli hastaliklara yol
acabilecegi bildirilmektedir (Herman ve ark., 2002). Ancak MTM1 geni lizerinde
mevcut mutasyon yiikk durumu, bunlarin ekzonlara ve intronlara dagilimi ile ilgili

verilerin smirli olmasindan dolayr gen iizerinde yer alan mutasyonlarin klinik
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tanilama ve hastalik prognozunda kullanilabilirli§inin 6niinde engel teskil

etmektedir.

2.6.1.2. Dinamin Proteini Yapis1 ve Fonksiyonu

Dinaminler ilk kez yaklasik 30 yil 6nce hiicre iskeleti elemanlari ile yakin
iliskili olan ve onlar1 indiikleyen 100 kDa’luk bir protein olarak ortaya ¢ikti. Daha
sonrasinda yapisinin ayrintili incelenmesi ile birlikte bu proteinin GTP bdlgesinin
bulundugu ve bu bolgelerde GTP ile iliskili aktiviteleri diizenledigi kesfedildi.
(Gonzalez Jamett ve ark., 2013). Dinamin proteinleri GTPaz ailesinin {iyesidirler ve
su ana kadar memelilerde kesfedilen 3 farkli dinamin proteini farkli kromozomlar
tizerinde kodlanmaktadir. Bu proteinler yiiksek oranda homoloji gostermelerinin
yaninda ifade edildikleri dokular farklidir. DNM1 néronlarda, DNM2 tim viicutta,
DNM3 ise beyin, kalp, akcigerler ve testislerde ifade edilmektedir (Zhao ve ark.,
2018).

Hiicre iskeletinin temel elemanlarindaki mekano-enzimlerden birisi olan
dinaminlerin en dnemli gorevlerinden biri endositoz-ekzositoz i¢in hiicre zarindaki
degisikliklerin ger¢eklesmesinde rol oynamasidir. Proteinin bu gorevinin ilk
kesfedilmesi memelilerdeki dinaminin Dropsophila’daki homologu olan shibire
geninin karakterizasyonuna dayanmaktadir. Shibire geninde mutasyon tasiyan
dropsophila’larda endositotik siireclerde aksakliklarin ortaya ciktigi fark edilmistir
(Gonzalez Jamett ve ark., 2013). Endositoz ve ekzositozun yaninda membran
flizyonunda, salgilama siireglerinde farkli rolleri olup, hiicre membran trafigi, aktin
aglarinin  olusumu-diizenlenmesinde ve net olmamakla birlikte sentrozom

birlesmesinde de gorevi oldugu bilinmektedir (Nicot ve ark., 2007).

Hiicre membran transportunda dinamin proteinlerinin hepsinin gorev
almasinin yaninda 6zellikle dinamin 2 proteini klatrin aracili endositozda aktif olarak
rol oynamaktadir. Ozellikle kaveola kapli cukurlarin kenarlarina baglanarak
membran fisyonunu diizenleyen 6nemli proteinlerden biridir (Lopergolo ve ark.,
2021; Massana ve ark., 2019; Zhao ve ark., 2018). Dinamin proteinin aktivitesi de

post-translasyonel faktorlerle diizenlenmektedir (Durieux ve ark.,, 2010).
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Dinamin proteinlerinin tiimii temelde GTPaz, orta bolge, PH, GED, PRD olmak
tizere 5 bolgeden olugmaktadir (Sekil 2.15). N-terminal bolgede yer alan GTPase
domain GTP’yi baglayip hidrolize etmekten sorumludur. Fosfatidilinositol ile
etkilesime gecen ve onlar1 taniyip baglanan kisim ise PH bolgesidir. Proteinin yapisal
olarak var olmasini saglayan ve sap kismini olusturan bolgeler ise GED alani ve orta
bolgeleridir. Ikisi birlikte proteinin regiilasyonundan sorumludur. Ayrica orta bolge
GTP hidrolizi sonras1 gergeklesecek olan konformasyonel degisikliklerden
sorumludur. Dinamin proteininin baska proteinler ile etkilesime gegebilmesini
saglayan arginin amino asidi agisindan zengin ve igerisinde ¢esitli motifler iceren

PRD alan1 da proteinin C-terminal kisminda yer almaktadir (Sekil 2.14).

|ekzon] 2 | 2 | 3 | 4 | 5 6 | 7 ] 8] 9 | 10] 11

GTPaz Orta Bolge

|ekzon| 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 217 | 18
Orta Bolge PH

Sekil 2.15. DNM?2 geninin ¢esitli bolgelerinin ekzonlar {izerine dagilimi

2.6.1.2.1. DNM2 Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

DNM?2 geni 19. kromozomda 19p13.2 lokusunda yer alir ve 114 kb
uzunlugundadir. Genin 22 ekzonu bulunmaktadir ve bunlarin sadece 20’si
kodlanmaktadir (Ziichner ve ark., 2005). Temelde 4 temel izoform ve 2 alternatif
ekleme ile kombine bir bigimde ifade edilmektedir. Ekzonlar igerisinde ekzon 10-10
bis (139 bp) ve ekzon 13-13 bis (12 bp) olmak iizere uzunluklarinin da birbiri ile

oldukc¢a benzer olan alternatif 4 tane ekzon bulunmaktadir.

DNM?2 genindeki mutasyonlar CNM ve CME hastaligina neden oldugu
bilinirken, gendeki mutasyonlarin CNM vakalarinin %50’sinden sorumludur (Dabby
ve ark., 2014). Mutasyonlarin mikrotiibiillerin yapisim1 bozdugu, hiicre i¢i
tagimalarda cesitli problemler ortaya ¢ikardigi ve ayni zamanda hiicre mimarisini de

etkiledigi goriilmektedir. CNM’li hastalarda bundan dolayr anormal yerlesimli
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cekirdeklerin var oldugu bilinmektedir. Bu zamana kadar tespit edilen mutasyonlarda
CNM ve CMT’ye spesifik olarak ekzon ya da gen bolgesi tespit edilememistir. Bu
iki hastalifin da patomekanizmalarinin benzer olup olmadigi bilinmemektedir ve
genelde hastalar iizerinde yapilan calismalarda mutasyonlarin PH bolgesinde
yogunlastigr goriilmiistiir. Bu bolgedeki mutasyonlarin da CMT ve siddetli neonatal

donem baglangicli ortaya ¢ikan CNM’ye sebep oldugu diistintilmektedir.

DNM2’nin GTP’yi hidrolize etmesi, membran lipidlerini oligomerize etme
yetenegine baghdir. Bununla ilgili olarak da CNM hastalarinda lipid
baglanmalarinda bir problem yokken, GTPaz aktivitesinin olduk¢a yiiksek oldugu,
CMT hastalarinda ise lipidlerin baglanamadigi ve diisiik GTPaz aktivitesinin var
oldugu one siiriilmiistiir (Massana ve ark., 2019). Buradan yola ¢ikarak da DNM?2
genindeki mutasyonlarin ¢ok farkli fenotipler ortaya ¢ikarmasi ile birlikte hastaligin

olusmasinda altta yatan bir¢ok farkli mekanizmanin var olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.6.1.3. Kofilin Proteinin Yapis1 ve Fonksiyonu

Iskelet kaslarinin olusum ve gelisiminde aktin proteinlerinin dogru sekilde
yapilandirilmasi oldukca 6nemlidir. Aktin proteinleri globiiler ve filamentler halinde
bulunmakta olup; hiicre hareketi, sitokinez ve endositoz gibi birgok slirecten
sorumludur. Bu gorevlerin bazilarmi globiiler halde yapabiliyorken, bazilarini ise
polimerizasyona ugrayarak F-aktinler halinde gerceklestirmektedir. Aktinin bu
polimerizasyon ve depolimerizasyonun siirecinde bir¢ok protein gbrev almaktadir
(Ockeloen ve ark., 2012; Tondeleir ve ark., 2009). Mayalarda bu siireglerden
sorumlu bir gen bulunurken, nematodlarda iki, memelilerde ise ili¢ gen bulunur.
Memelilerde bu gorevi iistlenen en Oonemli diizenleyiciler ADF (aktin depolarize
edici faktorler) ailesinin iiyesi olan kofilin 1, kofilin 2 ve destrin proteinleridir. Bu
proteinler %70 oraninda birbirlerine benzerlik gostermektedirler ve mayalardan
insanlara kadar neredeyse tiim canlilarda olduk¢a korunumludurlar. Memeliler ile
bitkilerde yer alan ADF proteinlerinin karsilagtirlmasinda %31 oraninda bu
proteinlerin amino asit diziliminde benzerlikler oldugu goriilmiistir (Agrawal ve
ark., 2007; Galkin ve ark., 2001). Kofilinler 13—19 kDa biiyiikliigiinde oldukca

kiigiik proteinlerdir (Maiti ve ark., 2013). Kofilin 1 ve destrin hemen hemen tiim
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viicutta ifade edilirken, kofilin 2 ise yogun olarak iskelet ve kalp kaslarinda
sentezlenir, bunun yaninda testis, akciger, beyin, akciger, bobrek, pankreas, beyin,
karaciger ve plasenta dahil diger dokularda da diisiik miktarlarda bulunur. Aktin
filamentler lizerinde yer alan bu proteinlerden kofilin 2’nin aktinler iizerindeki
yogunlugu daha fazladir (Nakashima ve ark., 2005; Ohashi, 2015). Sarkomerlerde
birbirlerine olduk¢a yakin pozisyonda bulunan bu proteinlerin nerede bulunduklar
ile ilgili de cesitli tartismalar s6z konusudur. Tavuk sarkomerlerinde I bandinda
bulunurken, fare ve insan sarkomerlerinde yayilmis durumda ya da Z bandinda
lokalize olduklar1 tahmin edilmektedir (Gurniak ve ark., 2014; Nakashima ve ark.,

2005).

Kofilin 1 ve 2 ile yapilan calismalarda birbirleri arasinda yliksek oranda
benzerlikten dolayr bazi durumlarda birbirlerinin  yerine ifade edildikleri
goriilmektedir. Fareler {izerinde yapilan bir calismada kofilin 2’nin yoklugunda
kofilin 1’in bu durumu telafi edebildigi bu yolla canlinin hayatta kalabildigi
bildirilmistir. Ancak bu farelerde kornea yapilarindaki degisiklik nedeniyle korliik
gozlenmistir (Agrawal ve ark., 2007; Bamburg ve ark., 2010). Bu iki proteinin amino
asit dizilimleri her ne kadar yiliksek oranda birbirlerine benzer olsa da farkh
dokularda sentezlenmeleri ve bu drnekteki gibi durumlar her iki proteininde farkli
gorevleri olabilecegine isaret etmektedir. Kofilin proteinlerinin bir¢ok doku ve
organda gorev almasi islevsel farkliliklarin ne oldugunu tahmin etmeyi
zorlagtirmaktadir. McGough ve ark. (1997) tarafindan yapilan bir ¢alismada kofilin
ailesinden bir proteinin aktin filamentlerin F-aktin arasindaki baglar1 zayiflattig1 ve
bundan kaynakli olarak depolimerizasyona neden olabilecegi géstermistir. Proteinin
aktinin polimerizasyonu gerektiginde bu siireci gerceklestirmek icin G-aktinlerde
dikenli u¢ meydana getirdigi tahmin edilmektedir. Aktiviteleri Ser3'in fosforilasyonu
ile kontrol edilmektedir. Bu fosforilasyon kofilinin inaktivasyonuna yol acar. Fakat
gorevlerini yerine getirmelerinde ortamm pH’s1 ve diger proteinlerle olan

etkilesimleri 6nemli rol oynamaktadir (Menon ve Gupton 2016; Narita, 2020).

ADF proteinleri arasinda iskelet kaslarinda olduk¢a yogun bulunan kofilin 2

tizerinde birbirlerinin alternatifi olan ekzon la, 1b ve 2, 3, 4 olmak iizere 5 ekzonu
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bulunmakta olup 4 tanesi ifade edilmektedir (Sekil 2.16). Ekzon la ve 1b’nin
alternatif ekleme sonucunda CFL2a ve CFL2b olmak {izere 2 farkli izoformu ortaya
cikmaktadir. Bunlar ayn1 kodlama dizisine sahiptirler fakat 5> UTR bolgeleri farklilik
gostermektedir. Bu durumunda ifade edildikleri dokuya gore farklilik
gosterebilecegini diistindliirmektedir. CFL2b agirlikl olarak kalp ve iskelet kaslarinda
ifade edilirken, CFL2a ise bir¢ok ¢esitli dokuda ifade edilmektedir (Sun ve ark.,
2015; Thirion ve ark., 2001; Zhao ve ark., 2009) (Sekil 2.16). Kofilin ’nin 2.
ekzonunda yer alan 30 ve 35. aminoasitler arast bolge niikleer lokalizasyon
sinyalinden sorumludur. Aynm1 ekzonun 60-65. aminoasitleri arasi bolge ise aktin
baglanma bolgesi olarak gdrev yapar ve genin fonksiyonel ve korunumlu bélgelerini

olustururlar.

Bglll Apal
| | P PA
CFL2a,,, 0z T304
la
Bglll Apal
L L p pASht\
CFl2a,,, B2 [34 N
la
Bglll Apal
| I » p'/\lung
CFL2b,,, M2 I3[
1b
Bglll Apal
| L PA shor
CFL2b,,,, (T2 T34
1b
500 bp

Sekil 2.16. Insanda CFL2 genine ait transkriptler. Gen iizerinde kodlama yapan
bolgeler gri renkteyken, kodlama yapmayan bdlgeler siyah renkte gosterilmektedir
(Thirion ve ark., 2001).

2.6.1.3.1. CFL2 Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

Insanda 14. kromozom iizerinde 14q13.1 lokusunda yer alan CFL2 geni 5 kb
uzunlugunda olup 5 ekzondan olusmaktadir. Bu ekzonlar icerisinde en uzunu ekzon
2 olup, 308 b¢ uzunlugundayken; en kisasi ekzon 1 olup, 3 b¢ uzunlugundadir. Gen

tizerinde en uzun intron 2 olup, 117 b¢ uzunlugunda; en kisa intron ise intron 3 olup,
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79 be¢ uzunlugundadir. Ekzon 1 yalnizca baslatma kodonu olan metiyonin

aminoasidini kodlamaktadir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda CFL2 genindeki mutasyonlarin nemalin
myopatiye yol agtig1 gosterilmistir (Fattori ve ark., 2018; Gurniak ve ark. 2014).
Gurniak ve ark. (2014) tarafindan bu genin gorevini saptamak icin fareler tizerinde
yaptiklar1 bir calismada genin yoklugunda miyofiberler ve sarkomerik yapilar
yasamin ilk donemlerinde diizgiin olsa da sonraki donemlerinde bunlarda
diizensizlikler ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Fattori ve ark. (2018) tarafindan
aralarinda herhangi bir akrabalik baglantis1 olmayan 3 nemalin myopati hastasi
tizerinde yapilan ¢aligmada ekzon 2’de yer alan 3 mutasyon gdzlenmistir. Bunlar
arasinda yer alan p.Asp79Tyr, p.Asp86His mutasyonlar1 proteinin dogru sekilde
katlanmasinda problemler yaratirken, p.Ser94LeufsTer6 mutasyonunun da kofilinin
blyiikk bir boliimiinde kayip oldugu goézlenmistir. Yapilan baska calismalarda
saptanan p.Ala35Thr mutasyonunun kofilin 2’nin ifadesinde azalmaya neden oldugu
gbzlennmistir (Agrawal ve ark., 2007; Rosen ve ark., 2020). Mutasyonlar sonucunda
sarkomer yapisinda ¢esitli degisiklikler ortaya ¢ikmakta ve kas fiberlerinde alfa aktin
birikimleri meydana gelmektedir. Gurniak ve ark. (2014) bu birikiminin sebebi
olarak iki olas1 mekanizma One siirmiislerdir. Birincisi fetal donemde ifade edilen
alfa aktinlerin dogum sonrasinda kastan temizlenememesi, ikincisi ise kofilin 2

mutantlarinda alfa aktinin ifadesinin degismesinin bu duruma neden olabilecegidir.

2.6.1.4. Amfifizin Proteinin Yapisi ve Fonksiyonu

BINI(amfifizin 2) N-BAR protein ailesine ait olan endositik bir proteindir ve
yine hiicredeki endositik siire¢lerden sorumlu proteinlerden birisi olan amfifizin 1’in
homologu olup, %54 benzerlik tasidig1 i¢in amfifizin 2 olarak adlandirilmaktadir
(Sakamuro ve ark., 1996). Viicutta hemen hemen her yerde yaygin olarak ifade
edilmesi ile birlikte en fazla beyin ve iskelet kaslarinda bulunmaktadir.
Sarkolemmada baslayan depolarizasyonun hiicre i¢ine iletilmesinde rol oynayan ve
yayillmasina izin veren T-tiibiillere yakin bir konumda yer almaktadir. Endositoz,
aktin dinamikleri, apoptozis ve DNA onarmmi gibi hiicresel siire¢lerden sorumlu

kompakt bir proteindir (Toussaint ve ark., 2011).
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BINI geni tarafindan kodlanan amfifizin 2 proteinin alternatif eklemeler
yoluyla olusan 14 farkli izoformu bulunmaktadir. Fakat bu izoformlarin yalnizca 12
tanesi (1,-12, -11 harig) farkli dokularda ifade edilmektedir. Protein temelde N-BAR,
fosfoinositid (PI) baglanma motifi, bir CLAP (klatrin ve AP2) baglanma alani, Myc
baglanma alan1i (MBD) ve Src homoloji 3 (SH3) alan1 olmak iizere 5 boélgeden
olugmaktadir. Ekzon 1-10 N-BAR alanini, ekzon 11’1 fosfoinositid (PI) baglanma
motifini, ekzon 12 prolin-serin bakimindan zengin bolgeyi (PS), ekzon 13, 14, 15 ve
16 CLAP (klatrin ve AP2) baglanma alanini, ekzon 17 ve 18 myc (koprii entegrator-
1) baglanma alanim1 (MBD) ve 19-20. ekzonlar ise src homoloji 3 (SH3) alanim
olusturmaktadir. N-BAR, PS, MBD ve SH3 bdlgeleri tiim izoformlarda
bulunmaktayken, PI bélgesi yalnizca kasa 6zgii olan izoformlarda bulunmaktadir
(Sekil 2.17) (Prokic ve ark., 2004; Toussaint ve ark 2011; Laporte ve ark., 2001). N-
terminal kisimda yer alan N-BAR bolgesi membran transportu sirasinda meydana
gelen membran hareketlerinin diizenlenmesinin yaninda amfifizin 1 ile birlikte homo
ve heterodimerizasyonda da gorev alir, hilal seklinde dimerlerden olugmaktadir. Bu
bolgenin i¢ biikkey bolgesinde yer alan pozitif alan ile negatif yiikli lipitlere
baglanmaktadir ve icerisinde 15-30 aminoasitlik alfa helikal yapisinda amfipatik
sarmal yer almaktadir (Hohendahl ve ark., 2016; Kojima ve ark., 2004). MBD
bolgesi histon asetilasyonunda gorev alan transkripsiyon faktdrlerinden birisi olan c-
Myc'nin regiilasyonundan sorumludur. C-terminal kisimda yer alan SH3 bolgesi ise
amfifizin 2’nin diger proteinler ile 6zellikle de dinamin 2 ile etkilesimden énemli rol
oynamaktadir. Proteinin bu 3 bolgesi tim izoformlar icerisinde yer almaktadir.
Oldukga az izoformda yer alan CLAP bolgesi endositozda gorev almaktadir fakat bu
siirecin indiiklenmesi i¢cin AP2 adaptor kompleksleri, klatrin, sinaptojanin ve
endofilin/SH3GL2 ile amfifizin 1 gibi bircok protein ile etkilesime ge¢mesi
gerekmektedir (Prokic ve ark., 2004; Taga ve ark., 2020). Yalnizca kasa 0zel
izoformlarda yer alan PI bolgesi iskelet kaslarindaki T-tilibiil yapisinin olusmasinda
ve proteinin kas yapisi igerisinde dogru konumlandirilmasinda gorev almaktadir (Lee
ve ark., 2002). Spesifik olarak PI (4,5)P2 ve PI(4)P’a baglanir ve bu yiizden
fosfoinositid (PI) alan olarak isimlendirilir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada bu
alanin SH3 ile baglant1 olabilecegini ortaya koymustur (Kojima ve ark., 2004).
Amfifizinl ve 2’de ortak olan bu bolge, diger proteinlerde bulunan SH3
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bolgesinden negatif elektrostatik potansiyeli ile farklilagsmaktadir (Prokic ve ark.,

2014).
2.6.1.4.1. BINI Geni Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

Insanda 2. kromozom iizerinde 2q14.3 lokusunda yer alan BINI geni 59 kb
uzunlugunda olup, 20 ekzondan olusmaktadir (Sekil 2.17). Bu ekzonlar igerisinde en
uzunu ekzon 12 olup, 145 b¢ uzunlugundayken; en kisasi ekzon 15 olup, 24 bg
uzunlugundadir. Gen {izerinde en uzun intron 1 olup 30148 b¢ uzunlugundayken, en

kisa intron 3 olup 113 b¢ uzunlugundadir.

Protein
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Sekil 2.17. BIN] geni lizerinde yer alan fonksiyonel kisimlar ve alternatif splicing ile
farkli dokularda ifade edilen izoformlar (Prokic ve ark., 2014)

BINI genindeki mutasyonlarin sentroniikleer myopati ve miyotonik distrofi
ile iligkili oldugu goriilmektedir. Bu genin spesifik gorevini ve mutasyonlarin olasi
sonuglarini ortaya koyabilmek i¢in Drosophila melanogaster ile yapilan ¢alismalarda
bu canlilarda tek bir amfizizin geninin oldugu ve bu gen iizerinden sentezlenen
proteinin, hem endositik iglevlerden sorumlu olup, hem de T-tiibiillerin olugsmasinda
gorev aldig1 goriilmiistiic. D melanogaster’de homozigot bir mutasyon sonucunda
yasayabildikleri fakat ucamadiklar1 goriimiistiir. Bu mutasyon varliginda sineklerde

T-tliblil sistemleri vardi fakat olduk¢a diizensiz yapiya sahiptiler. Bu caligsmalar
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amfizizin proteinin T-tlibiil yapisim1 olusturmakta gérev alan temel proteinler biri

oldugu goriisiinii desteklemektedir (Razzaq ve ark., 2001).

BINI geni lizerindeki tespit edilen mutasyonlarin ¢cogunun N-BAR alan1 ve
onun icerisinde yer alan amfipatik sarmalda, PI motifi ve SH3 bdlgelerinde oldugu
goriilmiistlir (Prokic ve ark., 2014). CNM’ye yol agan mutasyonlarin genel olarak PI
motifinde lokalize olmas1 gerektigi disiiniiliirken, bu hastaliga yol agan
mutasyonlarin da genelde tiim izoformlarda bulunan N-BAR ve SH3 domainlerde
yogunlastig1 goriilmiistiir (Hohendahl ve ark., 2016). Mutasyonun gozlendigi bolgeye
gore etkileri degismektedir. N-BAR ve amfipatik sarmalda goézlenen mutasyonlar
sonucunda aminoasitlerde yiikk degisiminin olmasina yol a¢gmakta ve membran
tiibiilasyonu 6zelligini azaltmaktadir. Bohm ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir
calismada gozlenen mutasyonlarin (DK21, R24C, K35N) membranin polar yiiziinde
ve birbirine yakin oldugu goriilmekte olup, bu durumundan kaynakli olarak da
membran zarmin hareketini etkiledigi diisliniilmektedir. Yine N-BAR bolgesinde
goriilen DI5IN, R154Q mutasyonlar1 sonucunda yiiklii aminoasitlerin yiiksiizler ile
yer degistirmesine sebep oldugu goriildii. PI motifinde goriilen mutasyonlar
sonucunda membran tiibiilasyonun olduk¢a azaldig1 gozlenirken, bu durumun kas
gelisimini olumsuz etkilenecegi tahmin edilmektedir. SH3 domainde goriilen
mutasyonlarin ise proteinler arasi etkilesimi oOzellikle de dinamin- amfifizin

arasindaki baglantiy1 olumsuz etkileyecegi diistiniilmektedir.

2.6.2. Kalsiyum Homeostazi

2.6.2.1 Ryanodin Reseptor Proteinin Yapisi ve Fonksiyonu

Kas kasilma siirecinde Ca*™ iyonunun sarkoplazmik retikulumdan (SR)
sitozole serbest birakilmasi kas kasilma ve gevsemesinde en kritik noktalardan
biridir. Dinlenmekte olan bir kas hiicresinde Ca*™? sarkoplazmik retikulumda
depolanir. Sinirsel uyari ile zarda olusan aksiyon potansiyeli T- tiibiiller boyunca
kasin i¢ kisimlarina kadar ilerleyerek voltaj bagimli kalsiyum kanallarindan birisi

olan dihidropiridin (DHPR) reseptorlerini etkiler ve bu reseptorler de RYR proteinini
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uyarir ve kanalin agilmasini saglar. Kanalin agilmasi ile Ca*? iyonlar1 kanaldan
gecerek sitoplazma igerisine yayilir ve kas kasilmasi siireci baslar (Clarke ve
Hendrickson, 2016). Ryanodin reseptdrler SR zarlarinda bulunan hiicre igi Ca*? kanal
protein ailesinin iyesidir ve sarkoplazmik retikulum ve T-tiibiilden olusan triad
yapist igerisinde yer alirlar. Bu gorevi yapan inositol 1,4,5-trifosfat reseptorler
(IP3R'ler) gibi farkli proteinler de vardir ve bunlar Ryanodin reseptorler ile ytiksek
oranda homoloji gdstermektedir. Ryanodin reseptorler bilinen en biiylik kalsiyum
kanallaridir (Lawal ve ark., 2018). Canli yasami i¢in 6nemli olan bu proteinler
olduk¢a korunumlu olup, Caenorhabditis elegans’dan insanlara kadar bir¢ok canlida
ifade edilmektedir (Zalk ve ark., 2017). RYRI, RYR2, RYR3 olmak iizere aralarinda
%70 homoloji gdsteren 3 izoformu bulunmaktadir. RYR2 kalp, RYR3 beyinde ifade
edilirken, RYR] iskelet kaslarinda ifade edilmesinin yaninda diisiik seviyede purkinje
hiicreleri, B-lenfositler ve dendritik hiicrelerde de yer almaktadir (Beaufils ve ark.,

2022; Rossi ve ark., 2002)

RYRI proteini 3 kisimdan olusan mantar benzeri bir goriiniime sahip, 4 adet
birbirinine esit alt {initeden olusan homotetramerik bir proteindir (Sekil 2.18) (Chen
ve Kudryashev, 2020; Williams ve ark., 2018). Temelde N-terminal ‘shell” bolgesi,
merkezi (core) bolge ve transmembran bolge (pore) olmak iizere 3 alandan
olugmaktadir (Sekil 2.18a). Shell bolgesi sitoplazma igerisinde kalan kisimdir ve
temelde 3 a-solenoid tekrarindan meydana gelmektedir. N terminal A (NTD-A)
(amino asit 1-208) ve NTD-B (209 392), N-terminal solenoid (Nsol) (393-627),
SPRY1, 2 ve 3 alanlar1 (amino asit 628-1656), RYR alanlar1 (RY1 ve 2, amino asit
850-1054; RY3 ve 4, amino asit 2735 2938), Jsol (amino asit 1657-2144) ve Bsol
(amino asit 2145-3613) alanlarindan olugsmaktadir (Sekil 2.18b) (Zalk ve ark., 2017).
Ryanodin reseptoriiniiniin diger proteinler ile etkilesiminde Bsol ve NTD-C bdlgeleri
gorev almaktadir ve JSol araciligi ile diger bolgelere baglanmaktadirlar. SPRY1,
SPRY3, EF1-2, RY1-2, RY3-4 ve N-terminal bolgede yer alan NTD-A ve NTD-B
bolgeleri de yine shell domaini olusturan diger kisimlardir. SPRY?2 ile BSOL, NTD-
A ile NTDB ve NTD-A ile Bsol bolgeleri arasindaki etkilesimler kanalin acilip
kapanmasini ve kalsiyum gegisini kontrol etmektedir. Pore bolgesinin biiyiik kismi

transmembran bolge igerisinde yer almakta olup, alt1 transmembran (S1-
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S6) ve bir yalanci voltaj sensor bolgesi yer almaktadir (Santulli ve ark., 2018; Des

Georges ve ark., 2016).

Proteininin dnemli bir bolgesi de aktivasyon alani yani core bolgesidir bu
bolgede sitoplazmik alan icerisinde yer almakta olup, Csol kismindan olugmaktadir
ve shell bolgesini pore bolgesine baglamaktadir. Transmembran ve shell bolgeleri
arasindaki etkilesim ve allosterik kontrolden sorumlu olmasinin yaninda DHPR
reseptorleri ile etkilesim kurarak kalsiyum regiilasyonundan sorum olan EF-hand
bolgesi de yine bu kisim igerisinde yer almaktadir. Bu bolgenin en Onemli
Ozelliklerinden birisi de bolgenin C-terminal bdlgeyi bu alan igerisinde sabitleyen
bas ve isaret parmak alan1 (thumb and forefingers -Taf) igermesidir (Fusto ve ark.,

2022) (Sekil 2.18b).

Sekil 2.18. Ryanodin reseptdriin ii¢ bdlgeden olusan yapisi. Sitoplazma igerisinde yer
alan sitoplazmik bolge, aktivasyon merkezi ve transmembran bdlge igerisinde yer
alan pore bolgesi (a). Ryanodin reseptor 1 proteinine ait bolgeler ve hiicre igerisinde
bulunduklar1 konumlar (b) (Santulli ve ark., 2018; Williams ve ark., 2018)

2.6.2.1.1. RYRI Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

RYRI geni 19. kromozomda 19ql13.1 lokusunda yer alir ve 159 kb
uzunlugunda 106 ekzondan olusur (Clarke ve Hendrickson, 2016). Bu ekzonlar
icerisinde en uzunu ekzon 91 olup, 813 b¢ uzunlugundayken; en kisasi ekzon 70
olup, 15 b¢ uzunlugundadir. Gen iizerinde en uzun intron 12680 b¢ uzunlugu ile
intron 89, en kisa intron ise 79 b¢ uzunlugu ile intron 40°dir. RYRI geninde
mutasyon goriilme siklig1 yaklasik olarak 1/50000 oldugu bildirilmistir (Treves ve
ark., 2008). Ryanodin molekiilii bir¢ok sinyal yolunda gorev almasindan dolay1 bu

gen Dbolgesinde meydana gelen mutasyonlarin  SR’dan  kalsiyum  salinim
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mekanizmasin1 bozarak malign hipertermi, kor myopati, konjenital lif tipi
orantisizligi ve sentroniikleer myopati gibi siddetli iskelet sistemi hastaliklarina
neden oldugu bildirilmigtir (North ve ark., 2014). Gende meydana gelen
mutasyonlar, olusum yerlerine ve mutasyon cesitlerine gore farkli tip ve siddette
konjenital myopatilerin olusmasina neden olmaktadir. Hastaliklarla iligkili olarak
RYRI geninde 4 farkli mutasyon sinift tantmlanmistir (Pelin ve Wallgren Pettersson,
2019; Todd ve ark., 2018; Treves ve ark., 2008). Birinci sinif RYRI mutasyonlari
kanalin uyarilara karsi hassas hale gelmesine ve sitoplazmaya asir1 kalsiyum
salinnmma neden olmaktadir. Bu durum farmakogenetik temelli Oliimciil kas
hastaliklardan biri olan malign hipertermi ve sentroniikleer myopatinin ortaya
¢tkmasina neden olmaktadir (Kollmann Camaiora ve ark., 2017). Ikinci smif
mutasyonlarin sonucu olarak kanalda sizintilar meydana gelmektedir bu da SR’da
kalsiyum miktarinin azalmasina yol agmaktadir. Uciincii sinif mutasyon sonucunda
ise uyarinin dogru sekilde kanala ulasmasin1 engellenmektedir. Ikinci ve {igiincii sinif
mutasyonlar sonucunda santral kor myopati ortaya ¢ikmaktadir. Dordiincii ve son
mutasyon sinifinda ise mutasyonlar sonucunda proteinin ifadesi azalmaktadir (Treves
ve ark., 2008). Bu durumun multiminikor myopatiye yol actig1 diisiiniilmektedir.
Otozomal dominant kalitim sonucu genelde daha siddetli bir fenotip ortaya ¢ikmakta
ve malign hipertermi vakalarinin ¢ogunda bu kalitim seklinin oldugu goriilmektedir

(Santulli ve ark., 2018).

Literatiirde RYRI geninde 200’den fazla mutasyon varligi belirtilirken gen
tizerinde 3 adet hotspot bolge varligi belirtilmistir (Pelin ve Wallgren Pettersson,
2019). Birinci bolge proteinin N-terminal bolgede yer alan 35 ve 614. aminoasitler
arasinda (ekzon 2 ve 17), ikinci bolge proteinin ortasina yakin 2163-2458.
aminoasitler arasi1 (ekzon 39 ve 46) ve lg¢iincii bolge C-terminal uca yakin 4550-
4940. aminoasitler arasinda (ekzon 93-103) yer almaktadir. Bunlarda N-terminal ve
merkezi bolgede yer alan mutasyonlar genelde malign hipertermi fenotipi ile
sonuclanirken, C-terminal bolgede meydana gelen mutasyonlarin santral kor

hastaligina sebep oldugu belirtilmektedir (Leao ve ark., 2020).
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2.6.2.2. Selenoprotein N Proteininin Yapisi ve Fonksiyonu

Selenyum canli yasami igin gerekli bir elementtir (Moghadaszadeh ve ark.,
2001). Canlilarda ise en ¢ok selenosistein aminoasidinin yapisinda yer alir. Bakteri,
arkelerde ve Okaryotlarda selenoproteinlerin i¢erisinde aminoasit formunda bulunur.
Selenoproteinler evrimsel slire¢ boyunca organizmalarda olduk¢a korunmus ve
Okaryotlarda hiicre icerisinde hemen hemen her yerde ifade edilen oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlarinda gorev yapan proteinlerdir. Bu proteinlerin insanlarda
farkl1 dokulara 6zgii izoformlar1 bulunmakta ve farkli kromozomlar iizerinden
memelilerde 25 selenoprotein ifade edilmektedir (Shchedrina ve ark., 2010). Hiicre
icerisinde hepsi farkli bolgelerde ve yapilarda bulunan selenoproteinler hiicresel
stireclerde aktif rol almaktadirlar. Farkli izoformlar arasindaki temel 6zelliklerinden
bir tanesi memelilerde bulunan tiim selenoproteinlerin (selenoprotein P harig)
selenosistein  elementeninin  bulundugu alan proteinin katalitik  bolgesini

olusturmaktadir (Lescure ve ark., 2009; Zito ve Ferreiro 2021).

Farkl1 25 selenoproteinden 7 tanesi (tip 2 DI (D2), SelK, SelS, Sepl5, SelM,
SelN ve SelT) ER {izerinde yerlesik bir bicimde bulunmaktadir. Bunlar arasinda yer
alan Selenoprotein N digerlerinden farkli olarak hem ER liimeni, hem de sitozolik
alan igerisine yayilmig bir konuma sahiptir (Shchedrina ve ark., 2010). Selenoprotein
ailesinin bir iiyesi olan selenoprotein N, SEPNI geni tarafindan kodlanan yaklasik
590 aminoasitten olusan, 68 kDa biiyiikliigiinde bir tip II glikoproteindir (Castets ve
ark., 2012). Temelde transmembran (TM), EF-hand (EF) ve SCUG motifini igeren
thioredoxin bolgesinden olusmaktadir (Sekil 2.19). Sitolozik alanda kisa bir
aminoasit kuyrugu yer alirken, ER liimeninde ise proteinin biiyiik kismin1 olusturan
EF-hand (EF) ve thioredoxin bolgeleri yer almaktadir. EF-hand bdlgesi kalsiyum
varliginda ¢esitli konformasyonel degisimler gegirerek kalsiyum regiilasyonunu
diizenlemekten sorumluyken, thioredoxin bdlgesinde Sec aminoasidi bulunmaktadir.
Bu aminoasit okaryotlarda UGA kodunu tarafindan kodlanmakta olup cis ve trans
faktorler araciligi ile polipeptit zincirine eklenip, yliksek olasilikla proteinin katalitik
bolgesini olusturmaktadir (Fan ve ark., 2022). Ekzon 10°da yer alan ve enzimatik
aktivitelerden sorumlu oldugu diisiiniilen bu bdlge ve ¢evresindeki dizilerin oldukca

korunumlu oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica 4 adet glikozilasyon bolgesi ve diger
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proteinler ile etkilesim kurmasimi saglayan sekiz adet PXXP motifinde prolin
aminoasidi bulunmaktadir (Sekil 2.20). Genelde elektron transferinden sorumlu olan
FAD ve NADPH baglanma bolgeleri selenoprotein N’de yer almamaktadir bu durum
aktivitelere katilan farkli bolgelerin olabilecegine fakat heniiz bu bdlgelerin

kesfedilmemis olabilecegine isaret etmektedir.

| Ekzon 1 2 3] a4 | s ] s | 7 |
TM Bélgesi |EF-hand]
[Ekzon] 8 | 9 | 10 B 1] 12 13]

Transmembran Bolgesi
Kalsiyum Baglanma Bdlgesi

I Tivoredoksin Balgesi

Sekil 2.19. Selenoprotein N proteinine ait bolgelerin SEPNI geninin ekzonlar
tizerine dagilimi

Saf olarak selenoprotein N elde edilmesi zor oldugundan islevi hala tam
olarak belirlenememis olsa da, yapilan c¢alismalar canlilarda fetal donemden
yetiskinlige kadar bir¢ok metabolik aktiviteden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Castets ve ark., 2012; Zito ve Ferreiro, 2021). Petit ve ark. (2003) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada fetal donemde canlilarda SEPNI geninin ifadesinde asir1 artis
goriiliirken ve miyotiip olusumundan sonra miktarindaki azalma oldugu
goriilmektedir. Bu durum SEPNI’in kas olusumunda temel rol alan proteinlerden

birisi olabilecegini diisiindiirtmektedir.
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Sekil 2.20. Selenoprotein N proteinine ait domainler (Castets ve ark., 2012)

Kas kasilma ve gevsemesi sirasinda biiylik oranda ATP ihtiyaci ortaya ¢ikar.
Bu ihtiyacin karsilanabilmesi mitokondri ve ER arasindaki baglantiya baglidir.

Mitokondrinin yiizey alaninin yaklasik olarak 1/4’i kalsiyum alinimindan sorumlu
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olan zar sistemleri ile etkilesim halindedir (Filipe ve ark., 2021). Selenoproteinler
hiicreleri oksidatif strese veya ER stresine karsi korumanin yaninda ER’da bulunan
kalsiyum pompalarindan birisi olan SERCA’nin oksidasyonunu onleyerek hiicrede
kalsiyum dengesini saglamada islev goriir (Chernorudskiy ve ark., 2020; Lescure ve
ark., 2011). ER kalsiyum depolarim1 yeniden doldurulmasina da yardimci oldugu
diistiniilmektedir (Sekil 2.21). Tiim bu gorevlerinin yani sira hiicre proliferasyon-
rejenerasyonunda reaktif oksijen tiirlerini noétralize ederek ve hasarli molekiilleri

onanarak oksidatif strese karsi hiicreyi korumaktadir (Marino ve ark., 2015).
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Sekil 2.21. SEPNI calisma prensibi. Selenoproteine ait olan EF-hand bolgesi ER
icerisindeki  kalsiyum seviyesini algilar. Kalsiyum konstrasyonu diislince
konformasyonel degisim gerceklesir ve SERCA’ya dogru bir kayma gergeklesir.
SERCA’nin tekrar aktive olmasiyla birlikte kalsiyum ER igerisine pompalanir ve ER
deposu tekrar dolar (Chernorudskiy ve ark., 2020).

2.6.2.2.1. SEPN1 Geni Yapis1 Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

Insanda 1. kromozomda 1p36.11 lokusunda yer alan SEPNI geni 18 kb
uzunlugunda olup, 13 ekzondan olusmaktadir. Bu ekzonlar igerisinde en uzunu 210
baz uzunlugunda olup ekzon 5 iken, en kisas1 82 baz uzunlugunda olan ekzon 8’dir.
En kisa intron 83 baz uzunlugunda olup intron 11’dir. En uzunu ise intron 4 olup,

3304 bg uzunlugundadir (Fan ve ark., 2022).

SEPNI genindeki mutasyonlar multiminikor myopati, konjenital lif tipi
uyumsuzlugu, sert omurga kas distrofisi hastaliklarina sebep olmaktadir (Allamand
ve ark., 2006; Dastgir ve ark., 2017; Ferreiro ve ark., 2002). Yapilan c¢alismalarda

gen lizerinde goriilen ayni mutasyonlarin farkli siddetteki hastaliklara yol agiyor
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olmasi oldukca dikkat cekicidir. Bu durumun hastaliklarin olusmasindan heniiz
kesfedilmemis  farkli gen ve  mekanizmalarin  olabilecegi  ihtimalini
disiindiirmektedir. Calismalardan elde edilen mutasyonlarin ¢ogu korunumlu
bolgelerde gerceklesen missense mutasyonlar olup, delesyon ve insersiyonlara da
rastlanmaktadir. Nonsense mutasyonlarin ise daha ¢ok Sec aminoasidinin bulundugu
bolgede gozlendigi ve trunkat proteinlerin olusmasina neden oldugu belirtilmektedir
(Rederstorff ve ark., 2011). Genel olarak hastalardan elde edilen kas biyopsilerinde
tip 1 ve 2 lifler arasindaki oranin bozuldugu, tip 1 liflerin daha baskin oldugu
goriiliirken; kaslarda genel olarak miyofibriler bir diizensizlik, mitokondriden yoksun

trunkat proteinlerin biriktigi bolgeler goriilmektedir. (Scoto ve ark., 2011).

Fan ve ark. (2022), tarafindan 8 hasta iizerinde yapilan bir caligmada
mutasyonlarin ekzon 3 hari¢ gen iizerine yayilim gosterdigi; ekzon 1, 10 ve 11°de
mutasyon yogunlugunun oldukc¢a yiiksek oldugu belirtilmektedir. Ekzon 1°’de GC
dizisinin yogun bir sekilde tekrarladigi ve bu ekzonun gen iizerinde en ¢ok
mutasyonun goriildiigii hospot ekzon oldugu calismada belirtilmektedir. Mutasyon
yogunlugunun da genel olarak genin 5° baslangic bolgesindeki transmembran ve
thioredoxin (Trx) bolgelerinde oldugu goriiliirken, missense mutasyonlarin genelde
Trx domainini etkiledigi belirtilmektedir. Ayrica bu bdlge igerisinde yer alan

¢.1384T>A mutasyonunun selenosistein kaybina sebep oldugu da belirtilmistir.

2.6.3. Miyofibriler Kuvvet Defektleri

2.6.3.1. Aktin Proteini Yapis1 ve Fonksiyonu

Tiim 6karyotik hiicrelerde bulunan aktin proteinleri globiiler proteinler olup,
ATPaz ailesinin bir iiyesidir. Hiicre i¢i proteinlerin %5’ini olusturan globiiler aktin
proteinleri kas hiicrelerinin ise %20-25’ini olusturmaktadir (Unlii, 2014). Hiicre
iskeletinin yapisinda, hiicre boliinmesinde, hiicreler arasi iletisimde, hiicre
hareketinde, sinyal iletiminde ve gen ifadelerinin diizenlenmesine kadar bir¢cok
biyokimyasal yolakta gorev alan aktin proteini evrimsel siirecte canlilar arasinda
oldukca korunmustur (Marston, 2018; Parker ve ark., 2020; Povarova, 2012;

Kyherdinen ve Vartiainen 2020). Bitki ve hayvanlarda bulunan aktinlerin
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insandakinden yalnizca 55-65 aminoasitler arasinda farklilik oldugu saptanmistir
(Glyakina, 2020). Insanlarda ACTCI (kalp kas1 o aktin 1), ACTAI (iskelet kas1 a
aktin), ACTA2 (diiz kas a aktin), ACTGI (aktin Y1), ACTG2 (aktin Y2), ACTB
(aktin B) olmak iizere alt1 farkli aktin geni kodlanmakta ve bunlar iskelet kaslari, kalp
kaslar1 ve diiz kaslarda ifade edilmektedir (Parker ve ark., 2020). Bu alt1 farkli gen
tarafindan kodlanan aktin izoformlar1 arasinda amino asit dizilimi bakimindan biiytik
oranda homoloji goriilmektedir. Yalnizca N-terminal bolgede birka¢ amino asitlik
fark ile birbirlerinden ayrilan bu izoformlarin post-translasyonel modifikasyonlar
sonucu bircok farkli aktin yapist ortaya koydugu belirtilmektedir (Herman ve ark.,
1993). Aktinin bu ¢ok fonksiyonel yapisi ve bir¢ok proteinle olan allosterik
etkilesimi onun yapisim1  ve islevlerini nasil gergeklestirdigini anlamay1
zorlastirmaktadir. Aktin proteinleri hiicre icerisinde monomer ve polimerler halinde
iki farkli formda bulunurlar. G-aktin olarak adlandirilan monomer halindeki globular
protein sahip oldugu allosterik bolgelerle etkilesime gecen aktive edici molekiillerle
polimerizasyona ugrayarak filamentler halindeki F-aktin yapilarini meydana

getirirler (Povarova ve ark,. 2012).

Aktin proteininin iki biiyiik birimi ve bu birimlere bagli iki alt birimi
bulunmaktadir (Sekil 2.22). Kiigiik alt birim domain 1 ve 3’1 igerirken, biiylik alt
birim domain 2 ve 4’l i¢cermektedir. Domain 1 ve 3 arasindaki etkilesim az iken,
birbirlerine aralarinda yer alan bir mentese bolgesi ile baglanmaktadirlar. Protein bu
bliyiik ve kii¢iik birimlerin katlanmasi sonucunda 3 boyutlu yapisini kazanir. Aktin
molekiiliinde iki biiyiik alt birim arasinda bir bosluk bulunur, bu alana niikleotit
baglanma yarig1 adi verilir ve ¢ogunlukla ATP molekiilii baghidir. Bu yolla aktin
molekiiliiniin aktivasyonu saglanir (Splettstoesser ve ark., 2011). ATP, yerlestigi
niikleotit baglanma bdlgesinde yer alan ATPaz tarafindan ADP’ye doniistiiriiliir
(Schiiler ve ark., 2006). Aktin molekiiliinde u¢ bolgeler aktinler arasinda baglanti
kurmayt saglayip, polimerizasyonu saglarken; i¢ bolgelerde yer alan alanlar,
allosterik kontrol i¢in regiilator molekiillerin baglanma alanlarini igerir. G-aktinlerin
kas hiicrelerinde gorev alabilmesi i¢in polimerizasyona ugrayarak F-aktin haline
gelmeleri gerekmektedir. Polimerizasyon ¢ift tarafli olarak gerceklesebilmektedir.

Bir uca bir monomer eklenirken, diger ugtan bir monomer de ayrilir. Bu islemin
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gerceklesmesinde birgok aktin baglayici protein rol oynamakla birlikte ortamda ATP
ve K, Mg iyonlarinin olmasi gereklidir (Bearer, 1993). G-aktinler icerisinde niikleotit
baglanma bolgesinde yer alan ATP’nin ADP’ye doniismesi ile birlikte
polimerizasyon baslamis olur. Aktin monomerlerinin + ve — olmak tizere 2 farkli ucu
vardir. Bu uglarin polariteleri farklidir ve polimerizasyonu yonlendiren unsurlardan

bir tanesi de budur.

subdomain 4

Sekil 2.22. Aktin proteini 3 boyutlu yapisinda yer alan domainler (Otterbein ve ark.,
2001)

Her aktin molekiilii {izerinde digeriyle baglanmasini saglayacak 6zel baglanti
bolgeleri bulunur. Polimerizasyon sirasinda + ugta gerceklesen polimerizasyon — uca
gore ¢cok daha hizli bir bicimde ilerler. Polimerizasyon sirasinda tropomiyozin ve
kofilin birbirinin tersi gérevler yaparlar. Tropomiyozinler aktinleri stabilize etmek ve
bir arada tutmak ile gorevliyken, kofilinler aktinlerin birbirlerinden ayrilmasini
tetikler. Yani birisi polimerizasyonu devam ettirmeye ¢alisirken, digeri durdurmaya
calisir. Thymosin B4 proteini de kofilin ile ayn1 goreve sahiptir ve polimerizasyonu
durduran proteinlerden bir tanesidir (Povarova ve ark,. 2012). Polimerizasyonun
baslamasi i¢in G-aktinler dimer ve trimerler halinde birleserek bir ¢ekirdek bolge

olustururlar (Sekil 2.23). Bu siirecte birgok aktin baglayici protein rol oynamaktadir.
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Polimerizasyonun en 6nemli evresi 3G-aktin monomerinin bir araya gelerek c¢ekirdek
olusturmasidir. Bu agsamadaki en dnemli rol Arp2/3 kompleksidir (Sekil 2.24). Bunun
yaninda CapZ proteini ¢ekirdek olusumuna katilir ve F-aktinin dikenli yani (—) ucuna
baglanarak polimerizasyon zincirinin uzamasint saglar. Bu yolla birbirlerinin
tizerinde sarilmis seklide F-aktin filamentleri meydana gelir. G-aktinler F-aktin
formunu aldiktan sonra herhangi bir uyarim olmadig: siirece depolimerizasyona
ugramazlar (Winder ve Ayscough, 2005). Canlilar hayatinda ciddi 6neme sahip bu
proteinin, tim gorevlerini eksiksiz yerine getirebilmesi i¢in polimerizasyon ve
depolimerizasyonun siireclerinin eksiksiz bir sekilde islemesi gerekmektedir. Aktin
filamentlerinin biiylimesinin kontroliinden sorumlu proteinler gelsolin ve tensin
proteinleridir (Povarova ve ark., 2012). Bu proteinler aktinlerin u¢ kismina
baglanarak uzamay:1 kontrol ederler. Aktinlere baglanan proteinlerin en
onemlilerinden birisi de tropomiyozinlerdir, bu proteinler aktin filamentlerin etrafinm
sarmakta ve bu yolla olast bir depolimerizasyonu onlemektedir. Aktinlere baglanan
proteinlerin ¢ogu ayni1 zamanda hiicreler arasi sinyal iletiminde de gorevlidir. Bunlar
ozellikle F-aktinin olusmas1 gerektiginde polimerizasyonun ger¢eklesmesinde gorev
alirlar. Bu proteinlerin biiyiik bir kismu1 kofilin ailesine aittir ve en iyi 6rneklerinden
biri ise biiyiik bir protein olan nebulindir (Ochala, 2008). Ayni zamanda aktine
baglanan proteinlerden birisi olan timozin ve prolin, ADP-aktinin ATP-aktine
dontistimiinii kolaylastirir. Bu yolla polimerizasyonun hizli ve sorunsuz sekilde
devam edebilmesi i¢in diger aktin monomerlerinin dikenli uca gelmesine yardimci

olurlar (Sekil 2.24).

Aktin proteinin 6nemli bolgelerinden biride DNase-1 loop bolgesidir (Sekil
2.22). DNA-aktin kompleksinin olugmasinda rol oynadigi i¢in bu sekilde
isimlendirilen bolge 39-51 arasinda aminoasit icerir ve domain 2’nin bas bolgesinde
yer alir. Bu bolge proteindeki en Onemli bolgelerden birisidir ve F-aktin
filamentlerinde alt birimler arasi iletisim kurulmasinda ve aktin proteinlerinin

transkripsiyon faktorii islevi gérmesinden rol oynar (Clarkson ve ark., 2004).
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2.6.3.1.1. ACTAI Geni Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle iliskisi

ACTAI geni insandaki en biiylik kromozomlardan birisi olan 1. kromozomun
1g42.13 lokusunda yer alir ve 7 ekzondan olusur. Bu ekzonlar igerisinde ekzon 3,
325 bg ile en uzun ekzonken; en kisasi ekzon 144 bg ile 6. ekzondur. Gen iizerinde
en uzun intron 124 bg¢ uzunlugu ile intron 3 iken, en kisa intron ise 77 bg ile intron
6’dir. Transkripsiyon sirasinda ekzon 1’in tamami, ekzon 2 ve 7’nin ise bir kismi

kodlanmamaktadir. (Hild ve ark., 2010).
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Sekil 2.23. Aktin polimerizasyonunun gerceklestigi iic evre. Evre 1, 3 G-aktin
monomerlerinin bir araya gelerek polimerizasyona hazirlik siireci. Evre 2, G-
aktinlerin bir araya gelerek F-aktinleri olusturmak i¢in ¢ekirdeklenme evresi Evre 3,
pozitif ugtan eklenen ve negatif uctan eksilen monomer hizinin esit hale geldigi statik
faz stireci (Munoz Lasso ve ark., 2020).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda ACTAI geninde 200 farkli mutasyon
saptanmis olup bunlarin %90’1 dominant ge¢isli iken, %10’u resesif kalitimla
hastaliklara sebep olmaktadir (Nowak, 2013). ACTAI geninde meydana gelen
mutasyonlar, aktin ve miyozin filamentlerin olusumu, kas kasilma yetenegi ve kas
kasilmast ile birlikte kuvvet iiretimi ile iligkili mekanizmalar iizerinde -etkili
olmaktadir. ACTAI geninde goriilen mutasyonlardan kaynakli vakalarin %20’sinin
nemalin myopatiye yol ag¢tig1 bilinmektedir (Sparrow ve ark., 2003). Bunun yaninda
konjenital lif tipi uyumsuzlugu ve core myopatiye de sebep oldugu bildirilmistir

(Nowak ve ark., 2007). Aktin geninde goriilen mutasyonlar fetal donemde 6liimciil
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sonuglar ortaya ¢ikaracagi icin populasyonda insidanslart diisiiktiir. Ote yandan aktin
izoformlar1 arasinda yiliksek oranda homoloji goériilmesinden dolay1 nadir de olsa
farkli aktin genlerinin birbirinin yerine ifade edilmesi gibi durumlarinin da olasi

oldugu belirtilmektedir (Marston, 2018).

o ® Lo
barbed end {j} \\ / \

\ s’ \) Thymosin-B,

{:B‘ ﬁ /ADP
profllln
Eoao

IS w—" | Cap protein Arp2/3

cofilin | _O._

=) (+) (=) (+)
RS <
@ cycle of
cofilin

Sekil 2.24. Aktin baglanma proteinlerinin polimerizasyon-depolimerizasyon
siirecindeki gorevleri (Munoz Lasso ve ark., 2020; Nonaka ve ark., 2011’den
modifiye edildi.)
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ACTAI geninde goriilen mutasyonlarin genelde niikleotit baglanmasini ve
ayni zamanda da mentese yapisinin agilip kapanmasini etkileyecegi diisiiniilmektedir.
Bu gende cogunlukla proteinde amino asit degisimlerine neden olan missense
mutasyonlara rastlanmaktadir (Parker ve ark., 2020; Sparrow ve ark., 2003).
Mutasyonlar genin ifadesinde azalmaya yol agabildigi gibi aktin monomerinde yiik
degisimine neden olarak aktinin uzamasina/polimerizasyonuna etkileyebilmektedir
(Sparrow ve ark., 2003). Gen iizerindeki ekzonlarda stop kodon olusumu ise ekzon-
intron sinirinin bozulmasina trunkat proteinlerin olugmasina neden olmaktadir
(Marston, 2018). ACTAI geninde gerceklesen mutasyonlarin ¢ogunlukla
polimerizasyonu etkiledigi tahmin edilse de proteininin yapisina iliskin ¢aligmalar

olduke¢a smirhidir.
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2.6.3.2. Miyozin Proteinin Yapisi ve Fonksiyonu

Miyozinler hiicre iskeleti igerisinde yer alan ve ATP ya da GTP gibi
niikleotid trifosfatlarin hidrolize ugramasi yolu ile elde ettikleri kimyasal enerjiyi
mekanik enerjiye ceviren aktinler ile birlikte isleyen bir ¢esit molekiiler motorlardir
(Batters ve Veigel, 2016; Li ve ark., 2016). Kas kasilmasi, hiicre hareketi, sitokinez
ve hiicre iskeleti gibi siireglerde aktif olarak gdrev yapan miyozinler hekzamerik
yapida olup, tiim dkaryotik canlilarda ifade edilmektedirler. Miyozin protein ailesi 39
farkli miyozin proteinini sentezleyen 12 simif altinda kategorilendirilendirilmistir
(Sekil 2.25) (Foth ve ark., 2006). Temelde tiim miyozinler konvensiyonel miyozin II
ve konvansiyonel olmayan miyozinler olarak 2’ye ayrilmistir. Konvansiyonel
miyozin olarak bilinen miyozin II proteinleri ilk kez 1864’de Heidelberg'de Willy
Kiihne (1864) tarafindan kas hiicrelerinde kesfedilmistir. Kas ve kas dis1 hiicrelerde
hareketi saglamak icin kasilma aparati olarak bulunmaktadirlar (Batters ve Veigel,
2016; Kendrick Jones ve Buss, 2016). Titin proteini ve daha bir¢cok protein ile
sarkomerlerin merkezinde yer alip, kalin filamentleri meydana getirirler ve
miyofibril yapismin yaklasik %30’unu olustururlar (Craig ve Woodhead, 2006;
Harrington ve Rodgers, 1984). Miyozin II grubunun disindakiler ise endositoz-
ekzositoz gibi tagima ve hiicreler arasi sinyal gérevlerinden sorumludurlar. Hepsinde
bas boyun ve kuyruk kisimlari bulunurken genellikle bag ve boyun bdlgelerinin
benzer ve korunmus oldugu goriilmektedir. Kuyruk bolgelerinin gorev aldiklar1 yapi
ve etkilesim igerisinde olduklar1 proteinlere 6zel olarak farklilastigi belirtilmektedir
(Thompson ve Langford, 2002). Her bir miyozin molekiilii yapisinda N-terminal
bolgede yer alan 80 kDa’luk bir motor bolge barindirmaktadir. Bu bolge ATP’yi
hidrolize etme (ATPaz 6zelligi) ve aktin ile baglanma yetenegine sahiptir (Boda ve
ark., 2009). Aktin ve miyozinlerin etkilesime geg¢mesi ile ¢apraz koprii dongiisii
olusmaktadir. Bu dongii sirasinda miyozinin aktine baglanma siiresi farkli miyozin
tiplerinde farklilik gosterir. Kas kasilmasi oldukg¢a hizli gergeklesen biyokimyasal bir
siregtir bu durum kaslarda ifade edilen tip II miyozinlerin baglanma-ayrilma
kapasitelerinin olduk¢ca hizli olmasindan kaynaklanmaktadir. Diger miyozin
tiplerinde ise bu siire¢ cok daha yavastir. Motor bolgenin bitiminde boyun bolgesinde

IQ tekrarlt motif (izoldsin-glutamin motifleri) bulunmaktadir. Bu motifin dizisi
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izoformlara gore degismemektedir fakat tekrar sayisi degisiklik gosterir ve ATPaz
dongiisii sonrasinda olusan konformasyonel degisiklikleri takiben motor alam

desteklemek i¢in bir kol gorevi gormektedir (Sekil 2.26) (Kohler ve ark., 2005).

Her bir miyozin molekiilii 4 hafif (2’si diizenleyici), 2 agir olmak iizere 6
polipeptit zincirinden olusmaktadir. C-terminal bdlgeden baslayan agir zincirin
yaklasik olarak yaris1 coiled-coil kuyruk yapisini olusturmak iizere katlanmaktadir
(Parker ve Peckham, 2020). Bu bolge miyozin-miyozin ve diger proteinlerle
etkilesime ge¢ip uzayarak, sarkomerlerin merkezinde yer alan kalin filamentleri
olustururlar. Agir zincirin geri kalan kismi hafif ve diizenleyici zincir ile birleserek
alt parca 1 (S1) bolgesini olusturmak tizere katlanmaktadir (Sekil 2.26). Her bir S1
bolgesi yaklasik 850 aminoasitten olusur (Van Driest ve ark., 2004).

Myosin—| — [ Motor domain
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Sekil 2.25. Miyozin protein ailesine ait proteinler, bu proteinlere ait domainler
(Batters ve Veigel, 2016)

Molekiiliin kuyruk bdlgesi coiled-coil olarak isimlendirilir ve her biri
yaklagik 1100 aminoasitten olusmaktadir. Yapist heptat tekrar1 ile yapilanmistir. Her
biri 7 aminoasit tekrar (a, b, ¢, d, e, f ve g) dizilerinden olusmaktadir. a ve d

aminoasitleri hidrofobik olup, sarmal bobinin stabilizasyonunda gorev alirken g ve e
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aminoasitleri ile de stabilizasyon daha da gii¢lenir. Kuyruk kisimlar1 aras1 baglantilar
da b, c, e ve f aminoasitleri tarafindan diizenlenlenir (Armel ve Leinwand, 2009;
Tajsharghi ve ark., 2003). Kaslarda kuvvet olusumu, kuvvet iletimi, kisalma-uzama
gibi mekanizmalarda rol oynamaktadir. Coiled-coil kuyruk yapisinin N-terminal
kismi alt parca 2 (S2) olarak isimlendirilir ve boyun bdlgesini olusturur. Bas-kuyruk
arasindaki baglantiyr kurar (Sekil 2.26). C-terminal kismin biiyiik boliimiinii LMM
(hafif meromiyozin) bolgesi olusturur. Miyozin molekiillerinin timi birbirlerine
kuyruk kisimlarindan baglanarak birlesmektedirler ve C terminal bdlgeye yakin
kistmda myomesin, titin ve miyozin baglanma proteinin C gibi ¢esitli proteinler ile

baglanma bolgeleri yer almaktadir (Sekil 2.26) (Blair ve ark., 2002).

N-terminal C-terminal

GLOBULAR
HEAD

Sekil 2.26. Miyozin proteini lizerinde S1, S2 ve LMM yapilanmalarinin sematik
gosterimi (Fiorillo ve ark., 2016)

2.6.3.2.1. MYH7 Geni Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle Tliskisi

Insanda 14. kromozom iizerinde 14q11.2 lokusunda yer alan MYH7 geni 22
kb uzunlugunda olup 40 ekzondan olugmaktadir ve yaklasik 1935 aminoasit
kodlamaktadir (Cullup ve ark., 2012). Geni olusturan ekzonlar icerisinde en uzunu
ekzon 16 olup, 310 b¢ uzunlugundayken; en kisast ekzon 110 olup, 27 bg
uzunlugundadir. Gen iizerinde en uzun intron 24 olup, 1221 b¢ uzunlugundayken; en
kisasi1 intron 7 olup, 83 b¢ uzunlugundadir. Protein sentezinde gen iizerinde yer alan

ekzon 1 ve 2 ifade edilmezken, ekzon 3 ve 40’1n bir kism kodlanmaktadir.

MHY7 genindeki mutasyonlar kalitsal kalp hastaliklarindan iskelet kas
hastaliklarina kadar genis bir yelpazede hastaliklara sebep olmaktadir (Colegrave ve

Peckham, 2014; Liew ve ark., 1990). N-terminal bolgede yer alan bas ve boyun
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kisminda yer alanmutasyonlar hipertrofik kardiyomyopatiye, kuyruk kisminda ekzon
25-39 arasinda gozlenen mutasyonlar dilate kardiyomyopatiye, yine kuyruk kisminda
yer alan ekzon 32-36 arasindaki bolgede gozlenen mutasyonlarin distal myopatiye,
C-terminal kisimdaki goriilen mutasyonlarin ise iskelet kasi hastaliklarindan birisi
olan miyozin depolama myopatisine yol actig1 diisliniilmektedir (Uro Coste ve ark.,
2009; Dye ve ark., 2006; Ravenscroft ve ark., 2015). Gen iizerinde goézlenen
mutasyonlarin  genelde kuvvet aktarim mekanizmasimi zayiflattigi ve ATP
kullanimindaki verimi diisiirmektedir. Simdiye kadar 200’den fazla mutasyonun S1
boliimiiniin islevsel bolgeleri igerisinde yer alan ATP ve aktin baglanma bolgelerinde
saptandi1 ve bunlarin kardiyomyopatiye yol acan missense mutasyonlar oldugu
belirtilmistir (Cullup ve ark., 2012). Bas bolgesinde goriilen mutasyonlarin yaklagik
%79’u kalp hastaliklar1 ile iliskiliyken, kuyruk kisminda goézlenen mutasyonlarin
yalmizea %20’sinin kalp hastaliklar1 ile iligkili oldugu tahmin edilmekte olup, bu
bolgenin daha ¢ok iskelet kasi hastaliklari ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Kuyruk kisminda yer alan mutasyonlarin genelde miyozinlerin birlesmesinde sorun
cikararak sarmal-bobin yapisinin bozulmasina yol actifi goriilmektedir. Fakat bu
bolge bircok protein ile etkilesim igerisinde oldugu i¢in mutasyonun goézlendigi
bolge ve hastaliklar arasi iliski mekanizmasi hala net degildir (Van Driest ve ark.,

2004).

2.6.3.3. Tropomiyozin Proteini Yapisi ve Fonksiyonu

Tropomiyozinler aktin baglayici protein ailesinin bir {iyesidir. Kas kasilmasi
sirasinda troponin kompleksi ile birlikte aktin ve miyozin arasindaki diizenden
sorumlu alfa-heliks yapisina sahip proteinlerdir. Baslangicta sadece diiz kaslarda var
olduguna dair kanitlar elde edilmis olup, sonrasinda yapilan ¢aligmalar kas disindaki

birgok hiicrede var oldugunu desteklemistir (Laing ve ark., 1995).

Tropomiyozinler bitki ve protistalar hari¢ tiim Okaryotik hiicrelerde ifade
edilmektedirler (Barua ve ark., 2011). Aktini bastan sona sararak stabilitesini
saglamasinin yani sira ¢izgili kaslarda troponin proteinleri ile birlikte kalsiyuma
bagimli kasilma mekanizmasinda yer alirlar. Kas kasilmasi sirasinda aktin ve

miyozin arasindaki etkilesim agik, kapali ve kapali durumun orta diizeyde oldugu B-
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C-M olarak adlandirilan 3 fazda gerceklesir. Tiim pozisyonlarda tropomiyozin
zincirinin konumu farkhidir. Kapali durumda sarkoplazmada kalsiyum miktar
diistiktiir ve troponin kompleksinin alt biriminden birisi olan troponin I (Tnl) aktine
baglanir ve tropomiyozini bloke eder. Kas liflerine gelen uyar1 ile birlikte
sarkoplazmaya kalsiyum salinimi artar ve hiicre icerisinde kalsiyum miktarindaki
yiikselisin sonucu olarak da kalsiyumun troponin C (TnC)’ye baglanmas ile birlikte
tropomiyozinin konformasyonel yapisi degisir (B durumundan C’ye ge¢is olur). Bir
sonraki asamada ise tropomiyozin iplik¢ileri bulundugu yerden kayarak aktin
tizerindeki miyozin baglanma bdlgelerini acar, aktin ve miyozinler birbirine
baglanarak aktomiyozin etkilesimi gergeklesmis olur (M durumu). Kas kasilmasi
birgok proteinin gorev aldigi olduk¢a karmasik bir siiregtir bu siirecte
tropomiyozinler aktin, miyozin ve troponinler arasinda baglantilarda 6ne c¢ikan
onemli proteindir (Doran ve ark., 2020; Sliwinska ve ark., 2021; Marston ve Zamora,

2020).

Memelilerde tropomiyozin proteinleri TPM1, TPM2, TPM3 ve TPM4 olmak
tizere 4 farkli gen iizerinden sirasit ile Tml (o-tropomiyozin-hizli), Tm2 (-
tropomiyozin), Tm3 (a-tropomiyozin yavas ) ve Tm4 (d-tropomiyozin) olarak iskelet
kaslarinda ifade edilmektedirler (Sliwinska ve ark., 2021). Tm2 hem hizli hem de
yavasg iskelet kaslarinda ifade edilirken, Tm3 yalnizca yavas iskelet kaslarinda ifade
edilir (Marttila ve Lehtokari, 2014; Geeves ve ark., 2015). Alternatif splicing ve
farkli promotor bolgelerin kullanilmas:t ile birlikte 40’dan farkli mRNA
sentezlenmektedir, bunlardan 18’1 kas dis1 hiicrelerde bulunur ve gorevlerine gore
hiicrelerin farkli boliimlerinde ifade edilir (Vindin ve Gunning, 2013). Genin 5’
ucunda yer alan ekzonlardan alternatif ekleme ve 2 farkli promotoriin kullanilmasi
sonucunda tiim tropomiyozin izoformlarindan temelde 2 ana tip tropomiyozin
tiretilir. Bunlardan birisi 7 aktin baglanma bolgesine sahip olan 284-285 aminoasitten
olusan yiiksek molekiiler agirliga sahip bir molekill iken, digeri 6 baglanma
bolgesine sahip olan ve 245-248 aminoasit uzunlugundaki diisiik molekiiler agirliga
sahiptir. Bu izoformlar 36 ya da 41 aminoasit uzunluguna sahip homo ve
heterodimerler seklinde farkli polipeptit zincirleri olusturabilmektedirler (Lin ve

ark., 2008; Wang ve Coluccio 2010).
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Iskelet kaslarinda ¢ogunlukla TPM1 geninden ifade edilen alfa dimerlerinin
birlesmesinden olusan alfa-alfa homodimerleri ve TPMI-TPM?2 genlerinden ifade
edilen alfa-beta dimerlerinin karistmindan olusan alfa-beta heterodimerleri
ifadeedilmektedir Bu sekildeki olusumlar aktine baglanma afinitelerini
degistirmektedir. Tropomiyozin proteini N-terminal ugtan C-terminal uca dogru a-b-
c-d-e-f-g motifinin tekrar etmesi ile olusan heptapeptit tekrarlarindan olusan bir yap1
sergiler. Polimerizasyon sonrasinda birbirleri {izerinde donerek hidrofobik
mekanizmalar ve iyonik etkilesimler ile sarmal stabil bir yap1 kazanirlar (Sekil 2.27).
Proteinin a ve d bolgeleri apolardir ve sirasi ile Glu218-Asp137 pozisyonlarina denk

gelmekte olup, yapinin esnekliginden sorumludurlar.
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Sekil 2.27. Insanda TPM 2.2 genindeki aktin baglanma periyotlar1 (P1-P7). Yesil
renk ile gosterilen aktin baglanma periyodu 3’deki 89 ve 123. aminoasitlerin
pozisyonlar1 ve heptapeptit tekrarlarinindaki aminoasit tekrarlarinin gosterimi (a-g).
(Sliwinska ve ark., 2021).

ionic

interactions

ionic
interactions

Sekil 2.28. Tropomiyozinin sarmal bobin yapisi (a). Sarmal bobin yapisinin bir arada
kalabilmesindeki etkili molekiiller arasi etkilesimler (b) (Mason ve ark., 2008’den
modifiye edildi.)
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2.6.3.3.1. TPM2 ve TPM3 Genleri Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle
Tliskisi

TPM?2 geni insanda 9. kromozom iizerinde 9p13.3 lokusunda bulunur 8 kb
uzunlugundadir. Gen 11 ekzona sahiptir fakat protein sentezinde yalnizca 10 ekzon
kodlama yapmaktadir. Gen iizerinde en uzun ekzon 3 olup, 134 b¢ uzunlugundayken;
en uzun intron 2 olup, 3365 b¢ uzunlugundadir. Ekzon iizerinde C-terminal bolgede
yer alan la-b (1b insanda kodlanmamaktadir.), orta bolgede 6a-b, ve C terminal

bolgede yer alan 9a-d olmak tizere farkl alternatif ekzonlar1 vardir. Bu durum ¢ok

cesitli izoformlarin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Lin ve ark., 2008) (Sekil 2.29).

TPM3 geni insanda 1. kromozom lizerinde 1g21.3 lokusunda yer alir, 42 kb
uzunlugundadir ve 14 ekzona sahiptir. Gen {izerinde en uzun ekzon 4 olup, 134 bg
uzunlugundayken; en kisa ekzonu ise 4 baz uzunlugunda olan ekzon 12°dir ve en
uzun intron 13 olup yaklagik 8755 bg, en kisa intron 5 yaklasik 105 bg
uzunlugundadir (Kiiski ve ark., 2015).
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Sekil 2.29. TPM genlerine ait ekzonlar ve farkli izoformlarda yer alan ekzon
yerlesimleri (Wang ve Coluccio 2010).


https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/12011
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/12012

TPM2 ve TPM3 genindeki mutasyonlarin escobar sendromu, distal
artrogipozis ve konjenital myopati (nemalin myopati ve konjenital lif tipi
uyumsuzlugu) gibi iskelet kas liflerinde ¢esitli varyasyonlara sebep olan hastaliklara
yol agmaktadir (Marttila ve ark., 2014). Nemalin myopatili hastalardan yapilan bir
calismada kas fiberlerinde alfa-beta dimerlerinden c¢ok, alfa-alfa dimerlerinin
bulundugu saptanmistir (Corbett ve ark., 2005). Bu durum alternatif eklemeyi
etkileyebilecek mutasyonlarin nemalin myopatinin ortaya ¢ikmasinda etkili
olabilecegine isaret etmektedir. Iskelet ve fibroblast hiicrelerinde farklilik gdstermek
lizere tropomiyozinler tlizerinde birisi C-terminal, digeri ise Cys-190 (ekzon 7)’a
yakin pozisyonda troponin T baglanma bdolgeleri bulunmaktadir ve bu bolgedeki
mutasyonlarin troponin T ve tropomiyozin arasindaki baglantiyr etkileyecegi

diistiniilmektedir (Wang ve Coluccio 2010).

Iskelet ve diiz kaslarda ifade edilen tropomiyozin proteinlerinin
sentezlendikten sonra post-translasyonel modifikasyonlar yoluyla asetillenmesi
gerekir bu modifikasyon tropomiyozinlerin aktivasyonu ve zincir halini
alabilmesinde Onemlidir. Tropomiyozinlerin globiiler halde aktine baglanma
afiniteleri diisiiktlir. Tropomiyozinlerin polimerizasyona ugramasi aktine daha kolay
baglanabilmelerini  saglamaktadir.  Asetillenen  bolgelerde ortaya ¢ikacak
mutasyonlarin da tropomiyozinlerin polimerizasyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir

(Moraczewska ve ark., 2000; Palm ve ark., 2003).

Yapilan bir calismada 7PM?2 geni lizerinde yaklasik olarak ekzon 3’te yer
alan Q93H ve E97K missense mutasyonlarinin sirast ile hiperkontraktil ve
hipokontraktil fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gosterilmistir (Sliwinska
ve ark., 2021). Q93H mutasyonu olan hastalarda kalsiyum duyarliliginin azaldigi ve
buna bagl olarak da aktin ve miyozinler arasindaki etkilesim diizeyinin diistiigii,
E97K mutasyonunun goriildiigii hastada ise kalsiyum aktivitesinin oldukc¢a arttig
goriilmektedir. Bu missense mutasyonlarin ayni1 ekzonda ve birbirine olduk¢a yakin
olmasina ragmen ortaya cikardiklar1 fenotiplerin farkli olmasi tropomiyozin zinciri
boyunca mutasyonlarin goriildiigli bolgeler bazinda hastaligin ve fenotipin tahminin

zor olabilecegine ortaya koymaktadir (Tajsharghi ve ark., 2012). Ote yandan bu
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durum hastaliklarin poligenik dogasi ve genler arasi pleiotropik etkilesimlerinde

hastaliklarda 6nemli olabilecegine isaret etmektedir.

Marttila ve ark. (2014) tarafindan konjenital myopatiye sahip 93 hasta ve
aileleri iizerinde gerceklestirilen calismada TPM2 geninde 53 ve TPM3 geninde ise
40 mutasyon saptanmistir. 7PM2 geni lizerinde tespit edilen mutasyonlarin
cogunlukla hiperkontraktil bir fenotip ortaya koydugu goriiliirken, TPM2 geninde
mutasyon goriilen hastalarin TPM3’deki hastalara gore hastalik siddetinin daha hafif
seyirli oldugu izlenmistir. Mutasyonlarin ¢ogunun tropomiyozin-aktin arasindaki
baglnama kinetigini etkiledigi goriilmektedir. Bu mutasyonlarin bazilarinin
hiperkontraktil fenotip ortaya koydugu az sayida mutasyonun ise tropomiyozinlerin

birleserek polimerler haline gelmesini etkiledigi tespit edilmistir.

2.6.3.4. Troponin Proteinin Yapis1 Fonksiyonu

Kas kasilmasi, kalp fonksiyonu ve hareket kabiliyeti i¢in canlilarda hayati
Ooneme sahip bir aktivitedir (Wong ve ark., 2019). Sarkomerlere ulagsan uyarinin
miyofilament hareketine doniisebilmesi i¢in troponin kompleksi, tropomiyozin ve
aktin filamentlerinin es gilidiimlii olarak c¢aligmas1 gerekmektedir. Troponin
kompleksi ve tropomiyozinin kalsiyum varligindaki konformasyonel degisiklikleri,
F-aktin ve miyozin arasindaki ¢apraz kopriilerin kurulmasia olanak saglar (Sekil
2.2). Kasilma fonksiyonunun ger¢eklesebilmesindeki en énemli evre olan kalsiyum
regiilasyonu troponin proteini tarafindan ger¢eklesmekte ve bu protein sarkomerlerde
kalsiyum reseptorii olarak gorev yapmaktadir (Mondal ve Jin 2016; Ohtsuki ve
Morimoto 2008). Troponin proteini ortamdaki kalsiyum varligina gore farkh
gorevleri olan Tnl, TnC ve TnT olmak {izere 3 alt birimden olugsmaktadir (Sekil 2.30)
(Vinogradova ve ark., 2005). Bu birimler cesitli allosterik degisiklikler yolu ile bu
siiregte aktif olarak rol alirlar (Fox ve ark., 2018). Troponin proteini ortamda
kalsiyum olmadiginda tropomiyozin ile birlikte kas kasilma siirecini baskiladigi
goriiliirken, ortamdaki kalsiyum miktar1 arttiginda, kalsiyumun troponine baglanarak

bu etkiyi ortadan kaldirmaktadir (Ohtsuki ve Morimoto 2008).
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Troponinin alt birimlerinden birisi olan troponin I, tropomiyozin ile birlikte
gorev alarak aktin ve miyozin arasindaki baglantiy1 bloke edici bir rol oynamaktadir
(Katus ve ark., 1992). Tropomiyozinin varligit bu proteinin roliinii oldukga
artirmaktadir. Troponin I’nin N-terminal bolgesi ile troponin C’ye baglanip troponin
T ile birleserek sarmal bir yapi olusturmaktadir. TnT ve Tnl arasinda olusan bu
sarmal-bobin yapist literatiirde 'IT kolu' isimlendirilmektedir. Troponinin diger alt
birimlerinden birisi olan troponin C ise kalsiyum baglayici alt birim olarak gorev
almakta ve aktin-miyozin arasinda notrlestirici bir etki yaratmaktadir. Ayrica
tizerinde I, II, III ve IV olarak isimlendirilen 4 adet kalsiyum baglanma bolgesine
sahiptir. I ve II bolgeleri yalnizca kalsiyuma baglanirken, III ve IV bolgelerine hem
kalsiyum hem de magnezyuma baglanmaktadir. Troponin kompleksinin bu 3 alt
birim icerisinden en biiylik olan kismi ise troponin T proteinidir. Tropomiyozin
baglayici alt birime sahip olan bu protein hem Tnl hem TnC hem de tropomiyozin ile
etkilesim igerisindedir. Direkt olarak kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olmasa da
Troponin C ve Troponin [ ile baglantili olmast bu alt birimi kalsiyum

diizenlemesinde rol oynamasina neden olmaktadir.

HoOC{

44/@, . Conformational & Functional Modulations
Ny,
‘;//é é/g
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Middle Conserved Region  T1|T2}rrvvp g

Tropomyosin-Binding Site 1 Tropomyosin-Binding Site 2

Sekil 2.30. Troponin kompleksinin 3 boyutlu yapisi ve TnT proteininin fonksiyonel
alanlar1 (Mondal ve ark., 2016’den uyarlanmaistir.)

Troponin proteininin farkli izoformlar1 yavag-hizli iskelet kaslarinda ve kalp

kasinda farkli genler tarafindan kodlanmaktadir. Omurgalilarda iskelet kaslarinda kas
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tipine ve yasa gore ifade edilen 3 homolog gen evrimlesmistir. TNNT1 (iskelet kasi
troponin T1) yavas iskelet kaslarinda ifade edilirken, TNNT2 (kalp kas1 troponin T2)
kalp kasinda, TNNT3 (hizli iskelet kasi troponin T3) ise hizli iskelet kaslarinda ifade
edilmektedir (Van de Locht ve ark., 2021; Wei ve Jin 2016). Bu izoformlar hemen
hemen yapisal olarak birbirleriyle ¢ok benzer olup, N-terminal bdlgede yer alan
kiigtik farkliliklar ile birbirlerinden ayrilirlar. Bunun yaninda alternatif ekleme ve
post-translasyonel modifikasyonlar ile kazanilan yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
bu genlerinin iiriinlerinin islevselliginde énemli rol oynar. Ornegin TNNTI geninde
ekzon 5’in alternatif ekleme yoluyla yiiksek ve diisiik molekiiler agirliga sahip iki

TnT tipi kodlanmaktadir.

Troponin T1 ve T2 olmak iizere 2 alt birime sahiptir. T1 bolgesi yaklasik
olarak 158 aminoasitten olugmakta olup, 80 aminoasitlik sarmal yapisi ile
tropomiyozine baglanmaktadir. Ekzon 7, 8 ve 9 tropomiyozin baglanma bdlgesi 1°1
olusturmaktadir (Sekil 2.31). C terminal bdlgenin de igerisinde bulundugu T2 birimi
yaklasik 47 aminoasitten olusmakta olup, troponin I'nin N-terminal bolgesi ile
sarmal bobin yapisi olusturmaktadir. Ekzon 11 tropomiyozin baglanma bdlge 2’yi,
ekzon 12 ve 13 Tnl baglanma bolgesini ve 13. ekzon ise TnC baglanma bdlgesini
olusturmaktadir. ik 6 ekzon N-terminal degisken bolgeyi kapsamakta ve buradaki
degisiklikler farkli izoformlarin ortaya ¢ikmasindan sorumludur. Ekzon 7 ve 14 arasi
ise korunumlu bolgeler olarak adlandirilmaktadir (Ohtsuki ve Morimoto, 2008; Wei
ve Jin, 2016). Bu bélge tiim izoformlarda genelde aynidir ve milyonlarca yildir

aminoasit dizileri degismeden kalmistir (Sekil 2.31).

Ekzonlar 1 2 3 4 5 6

T1

Ekzonlar 7 8 9 10 11 12 13 14

T1

Trp Bafilanma Bélgesi 1
Trp Bajilanma Bélgesi 2
Tnl Baglanma Bélgesi

TnC Baglanma Bolgesi
Kodlama Yapmayan Ekzon

Sekil 2.31. TNNTI Geni ekzonlar1 ve bu ekzonlarin proteindeki gorev aldiklari
bolgeler
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2.6.3.4.1. TNNT1 Geni Yapisi Fonksiyonu ve Konjenital Myopatilerle liskisi

Insanda 19. kromozomda 19q13.42 pozisyonunda yer alan TNNT! geni 16 kb
uzunlugunda olup, 14 ekzondan olusmaktadir (Mondal ve Jin 2016). Bu ekzonlar
igerisinde en uzunu 117 baz uzunlugunda olup, ekzon 8 iken; en kisasi 17 baz
uzunlugunda olup, ekzon 4’tiir. En kisa intron 104 baz uzunlugunda olup, intron 2
iken; en uzunu ise intron 5 olup, 3623 baz uzunlugundadir. Ekzon-1 translasyonda
ifade edilmezken, ekzon 2 ve 14’iin ise bir kismi kodlanmaktadir (Geraud ve ark.,

2021).

TNNTI geni lzerindeki mutasyonlar otozomal cekinik nemalin myopatiye
sebep olmaktadir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda Pennsylvania'da yasayan
Amish'ler de ekzon 11°de ¢.538G>T pozisyonunda stop kodon mutasyonun yaygin
oldugu goriilmiistiir (Johnston ve ark., 2000). Bu mutasyon C-terminal bdlgeye yakin
olan T2 bolgesinde yer alan Tnl, TnC ve tropomiyozin baglanma bolgesi 2’nin
kaybina neden olmaktadir. Van der Pol ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir
calismada Amish popiilasyonunda goériilenin disinda 7NNTI geninde nemalin
myopatiye sebep olan bir mutasyon tanimladilar. Ekzon 8’de c¢.309+1G>A
pozisyonunda gozlenen bu mutasyon mRNA’da ekzon 8’in atlanmasina neden olarak
tropomiyozin baglanma bolgesi 1’in kaybina yol agmistir. Saptanan diger bir
mutasyon ise ekzon 14’lin delesyonu ile sonuglanmaktadir. Bu bdlgenin kaybi
proteinin stabilizasyonunu bozulmasina ve ince filamentler ile olan baglanma
afinitesinin diismesine neden olmaktadir (Konersman ve ark., 2017; Van der Pol ve

ark., 2014).

Bir bagka mutasyon ekzon 9’da ¢.323C>G pozisyonunda goriilen bir
nonsense mutasyondur ve trunkat protein olusumu neden olarak C-terminal alanda
155 aminoasitlik bir kayip ortaya ¢ikmaktadir. Bu alan igerisinde yer alan Tnl, TnC
ve tropomiyozin baglanma bolgesi 2 ve tropomiyozin-baglanma bdlgesi 1’e de zarar
vermektedir. Bu durum tipl kas liflerinde atrofiye neden olurken, tip 2 liflerde
hipertrofiye yol acarak kisilerde yorgunluga ve hareketlerde kisitliliga neden

olmaktadir. Simdiye kadar elde edilen mutasyonlarin ¢cogunlukla korunmus bir bolge
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olan C-terminal bolgede gergeklestigi goriilmektedir (Marra ve ark., 2015; Van der
Pol ve ark., 2014).

2.7. Mutasyon Yogun Bolgelerin Genetik Testlerde Kullanim Potansiyeli

DNA {izerinde mutasyonlarin olusumu spontan kimyasal reaksiyonlarin bir
sonucudur. Mutasyonlarin canlilarin temel kalitsal materyali DNA iizerinden
meydana gelmesi bu kimyasal degisimlerin zamansal ve mekéansal boyutu agsmasina
ve nesiller boyu canli soy hattinda taginmasina neden olmaktadir. Bu mutasyonlarin
birey ya da onun gelecekteki soy hatlar1 i¢in adaptif ya da selektif olmasi ise
tamamen dogal secilim tarafindan belirlemektedir (Sabeti ve ark., 2006). Kimura
(1983) tarafindan Onerilen nétral teori genomda gozlenen mutasyonlarin ¢ogunun
nétral oldugunu, zararli mutasyonlarin gii¢lii dogal se¢ilim baskist nedeniyle (bireyin
6liimii) populasyondan elemine edildigine vurgu yapar ve bu nedenle giiniimiizde
gozlenen mutasyonlarin biliyiik oranda nétral ve organizma ig¢in zararsiz oldugunu
savunur (bazi missense ve sinonim mutasyonlar). Ancak Ohta (1973) tarafindan
Onerilen yaklagik ndtral teori ise nispeten zararli mutasyonlarin hiicresel reaksiyonlar
ve genomun plastisitesine bagli olarak tolere edilebildigi seviyede (hastaliklar)
varliklarim1 populasyonda siirdiirebildigini ileri siirmektedir. Ohta tarafindan ileri
stiriilen ve hastaliklara yol agan bu mutasyonlar (bazi1 missense, nonsense ve gerceve
kaymast) kalitsal (spinal muskiiler atrofi-SMA, konjenital myopati, muskiiler distrofi
vb.) ve genomik kararsizlik temelli hastaliklarin (kanser) teshisi ve tedavisinde
onemli rol oynamaktadir (Samocha ve ark., 2014). Ozellikle hastalik olusumundan
sorumlu bu mutasyonlarin yogun oldugu bdlgeler mutasyon hotspot (sicak) olarak
tanimlanmakta ve tip alaninda kullanish biyomarkirlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Itsara ve ark., 2009).

Gen iizerinde gerceklesen mutasyonlar tiplerine gore missense, sinonim,
nonsense, cerceve kaymasi ve intron bolgelerinde gergeklesen mutasyonlar olarak
tanimlanmaktadir. Temelde bu mutasyon tipleri nokta ve ¢erceve kaymasi
mutasyonlar1 olarak 2’ye ayrilmaktadir. Nokta mutasyonlar1 DNA’daki tek
niikleotiddeki degisikliklerdir. Missense, sinonim ve stop kodon mutasyonlar1 bu

grup icerisinde yer almaktadir (Klug ve ark., 2006). Missense mutasyonlar aminoasit
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degisimlerine neden olabildiklerinden proteinin islevi iizerinde ¢esitli degisikliklere
yol acabilme potansiyeli tasimaktadirlar. Nonsense mutasyonlar ise stop kodonunun
olusumuna neden olarak islevsiz, trunkat proteinlerin sentezlenmesine yol
acmaktadirlar (Lawlor ve ark., 2011). Sinonim mutasyonlarin ise aminoasit
degisimine yol agmadiklar1 bilinmekte ve genel kani olarak nétral olduklari
varsayillmaktadir. Cerceve kaymasi mutasyonlar1 ise insersiyon ve delesyonlar
seklinde olup, gergeklestigi pozisyondan itibaren ti¢lii kodonda okuma ¢ergevesinin
kaymasina neden olarak genin kodlamasinda ve bundan sentezlenen proteinde yikici
degisimlerin meydana gelmesine neden olmaktadir (Feng ve Marston, 2009).
Sinonim ve intron bdlgelerinde goriilen mutasyonlarin hastaliklar iizerindeki etki
mekanizmalart hala net degildir. Fakat missense, nonsense ve g¢erceve kaymasi
mutasyonlar1 hastaliklarin olusumundan 6ne ¢ikan mutasyon tipleridir. Ozellikle de
stop kodon ve c¢ergeve kaymasi mutasyonlari islevsiz trunkat proteinlerin
sentezlenmesine yol agmalar1 nedeniyle siddetli hastalik fenotipleri ortaya ¢ikarma

potansiyelleri yliksek mutasyon tipleridir (Kimura, 1997).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez kapsaminda hedeflenen amagclara ulasabilmek amaciyla is paketleri ii¢
baslik altinda gerceklestirildi; i) konjenital myopatilerden sorumlu 13 gene ait
mutasyon verilerinin veri tabanlarindan elde edilmesi, i) elde edilen mutasyon
verilerin genin organizasyonuna gore diizenlenmesi ve analizler i¢in hazir hale

getirilmesi: veri madenciligi iii) veri analizleri.

3.1. Genlere Ait Mutasyon Verilerinin Veri Tabanlarindan Elde Edilmesi

Tez kapsaminda konjenital myopatilerden sorumlu ACTAI, NEB, MTM]I,
MYH7, DNM2, RYRI, TPM2, TPM3, TNNTI, CFL2, SEPNI, BINI ve TTN
genlerindeki mutasyon yiik yogunluklarinin ¢alisilmasi hedeflendi. Bu 13 farkli gen
literatiir taramalarinda bes farkli konjenital myopatiden sorumlu major genler olarak
goriilmektedir (Cassandri ve ark., 2017). Ote yandan bu genler uzun yillardir
calisilmalarindan dolay: literatiirde ve veri tabanlarinda bu genlerdeki mutasyonlara
yonelik yogun veri bulunmaktadir. Calismada GnmAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/) veri tabani basta olmak iizere diger National
Center for Biotechnology Information (NCBI) ve GeneCards
(https://https://www.genecards.org/) ile literatiirde bu 13 gene ait mutasyonlar
toplandi. Hedeflenen genler icin farkli kaynaklardan veri ¢ekilmesinden kaynakli
olusabilecek duplikasyonlar ve gesitli veri kirlilikleri (belirsiz, pozisyon ve ekzon-
intron uyusmayan vb.) i¢in filtrasyonlar gerceklestirildi. Giivenilmez ve tekrar eden

mutasyonlar veri setinden ¢ikarildi.

3.2. Mutasyonlarin  Genlerin Ekzon-intron  Organizasyonuna  Gére

Yerlestirilmesi

Hedeflenen 13 gene ait baslama ve bitis pozisyonlar: ile ekzon ve intron
bolgelerini belirlemek amaci ile bu genlere ait haritalanmasi yapilmis diziler NCBI’
dan indirilerek Geneious Prime programina aktarildi. Mutasyonlar gen iizerindeki

pozisyonlarina Geneious Prime programina aktarilmigs olan ekzon ve intron
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haritalandirilmas1 yapilmis ilgili gene uygun olarak yerlestirildi. Bu asamada ekzon
ve intronlarin yanlis yerlestirilmesinden dolay1 ortaya cikabilecek hatalar1 dnlemek
icin literatiirden elde edilen verilerdeki saptanan pozisyonlarin hangi ekzon ve
intronlarda bulunduklarina dair bilgiler veri setinde yer alan bilgiler ile karsilastirildi.
Elde edilen verilerden mutasyon tipi (missense, sinonim, insersiyon-delesyon ve
nonsense), sayisi, frekansi, aminoasit degisimleri gibi bilgiler her gen icin ayr1 ayr1
diizenlenmis baslama ve bitis kodonu ile intron ekzon pozisyonlar: kalibre edilmis

excel sablonlarina yerlestirildi. Bu veri sablonlar ile analizler gergeklestirildi.

3.3. Veri Analizi

Veri tabanlarindan ve literatiirden elde edilerek filtrelenen mutasyon
verilerinin genler lizerine yerlestirilmeleri gerceklestirildikten sonra genler boyunca
dagilimlari, frekans yogunluklari ile ekzon ve intronlara dagilislarini belirlemek icin
her bir mutasyon tipi ve toplam mutasyon yiikleri ile istatistiksel analizler

gerceklestirildi.

3.3.1. Tammlayici istatistikler, Kiimeleme ve Isi-Harita Analizleri

Calisilan genlerde elde edilen mutasyonlarin tanimlayict istatistikleri ve
genler iizerinde bu mutasyonlarin dagilimlar1 ve frekans yogunluklarinin hangi
bolgelerde nasil bir degisim gosterdigini belirlemek amaciyla dagilim grafikleri
SPSS v.20 (IBM Corporation 2021) paket programi kullanilarak ger¢eklestirildi.
Tim mutasyon verilerinin her bir gendeki ekzon ve intronlara dogru bir sekilde
yerlestirilmesinin ardindan bu bdlgelerdeki missense, sinonim, insersiyon-delesyon,
nonsense ve toplam mutasyon tipleri ile dagilim grafikleri olusturuldu. Genler
lizerinde yogun mutasyon gdzlenen bolgelerin genden sentezlenen proteinlerin hangi
domainlerine karsilik geldikleri literatiir  ve veri tabanlarindan

(https://www.uniprot.org/) proteinlere ait yapisal bilgiler elde edilerek belirlendi.

Ekzon ve intron boélgelerinin uzunluklariin artmasi ile mutasyon sayisinda
da artis olmasi olasidir. Bu durumun yaratacagi verisel egilimi-bias Onlemek

amaciyla ekzon ve intron uzunlugu ile gozlenen mutasyon sayisi arasinda yiiksek
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korelasyon gosteren verilerde mutasyon sayist ekzon ve intron uzunluklarina
boliinerek verilerde oransal bir kalibrasyon gerceklestirildi. Bu amagla ekzon ve
intronlardan elde edilen mutasyon sayilari ile uzunluklari arasinda korelasyon
analizleri SPSS v.20 (IBM Corporation 2021) programinda gergeklestirildi.
Mutasyon sayilarina gore ekzonlar ve intronlar arasindaki gruplanmalar1 belirlemek
amaciyla kiimeleme ve i1si-harita analizleri gerceklestirildi. Analizler mutasyon
yogunlugunun yiiksek ve diisiik oldugu bolgelerin saptanmasi igin baslangigta tiim
mutasyon tiplerinde ayr1 sonrasinda ise mutasyon tipi fark etmeksizin, tiim mutasyon
dikkate alinarak gercgeklestirildi. Kiimeleme ve 1si-harita analizleri R programi
altinda calisan factoextra (Maechler ve ark.,2016) ve apcluster (Frey ve ark., 2007)
paketleri ile gergeklestirildi. Kiimeleme analizleri 6klid uzaklik algoritmasi altinda
gruplama katsayis1 dikkate alinarak gergeklestirildi. Analiz sonuglarma gore
mutasyon tipi ve bunlarin yiiklerinin ekzon ve intronlarda nasil bir gruplandirma
olusturdugu ve bunlarin isaret ettikleri potansiyel klinik sinyaller belirlenmeye

calisild.

3.3.2. Outlier Analizleri ve Klinik Potansiyeli Olan Belirte¢ Bolgelerin

Belirlenmesi

Veride ¢ogunlukla bir pozisyonda tekil mutasyonlar goriilmesine ragmen bazi
pozisyonlarda birden fazla mutasyonun var oldugu durumlarda goriilmektedir. Ayni
pozisyonda birden fazla mutasyonun olmasi bu bdlgelerin myopatiler i¢in hot-spot
bolgeler olma olasiliklarint arttirmaktadir. Bu pozisyonlar1 ve bolgeleri tespit etmek
icin R programi altinda calisan rstatix (Navarro ve ark., 2015) paketi kullanilarak
Boxplot Dixon testleri ile Cookdistance analizi gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar
pozisyonun proteinde hangi domainlere denk geldigi ve bu gorevleri dikkate alinarak

degerlendirildi.

3.3.3. Mutasyon Yiikiiniin One Cikardizn Myopatilerle iliskili Ekzon

Gruplarmin Belirlenmesi

Calisilan 13 gen tarafindan sentezlenen proteinlerde yapisal bozukluklara ve

fonksiyon kayiplarina neden olan missense, sinonim, insersiyon-delesyon, nonsense
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mutasyonlar dikkate alinarak myopatilerle yiiksek iliskili olabilecek ekzon gruplari
uzaklik temelli temel bilesenler koordiant analizi (PCoA) ve faktor analizi temelli

Temel Bilesenler Analizi (PCA) ile belirlenmeye calisildi.

PCoA analizi i¢in genler bazinda ekzonlara ait missense, sinonim, ¢ergeve
kaymasi, nonsense mutasyonlardan R programi altinda calisan stats (Odermatt ve
ark., 1988) paketi kullanilarak 6klid uzaklik metodu ve p degeri bazinda uzaklik
matrisleri hesaplandi. Elde edilen veri matrisi ile GenAIEx 6.5b3 (Peakall ve ark.,
2006) programi kullanilarak PCoA analizi ger¢eklestirildi. Analiz sonucu elde edilen
ekzon ve ekzon gruplarmin protein {izerinde hangi bolgeleri karsilik geldikleri
dikkate alinarak hastaliga neden olma ve klinik-hotspot olma potansiyelleri

degerlendirildi.

Veri setindeki tiim genlere ait ekzonlarda goriilen missense, sinonim,
insersiyon-delesyon ve nonsense mutasyon sayilari, her ekzondaki AC, CT
dontigiimleri, transisyon (ts) ve transversiyon (tv) sayilar1 ile veri setleri olusturuldu.
Elde edilen veri seti ile oncelikle faktor analizi sonrasinda olusturulan komponentler
temelinde PCA analizi ger¢eklestirildi. Faktor analizi cok sayida degiskenin birbirleri
ile korelasyon gostermeyen ve parametrik analizlerin varsayimlarina saglayan
komponentlere indirgenmesi saglar. Faktor analizi SPSS v.20 paket programi ile
principal component metodu altinda varimax rotasyon ve covarience matrix
olusturularak gergeklestirildi. Regresyon skorlari ile olusturulan faktorlerden en bilgi
verici olan 2’si kullanilarak PCA grafikleri olusturuldu. Birbirine yakin konumlanan
ve mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzonlarin kiimelendigi bolgeler klinik-hotspot

ekzonlar ya da bolgeler olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yapisal Proteinlerin Sentezlendikleri Genler

4.1.1. NEB Geni

Genin ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve literatiirden
toplamda 10695 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 6035 tanesi ekzon, 4660
tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bolgelerine ait mutasyonlarda 4232 degisim
ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken; bunu 1548 degisim ile sinonim, 162
indel ile ¢erceve kaymasi ve 93 degisim ile stop kodonu mutasyonlari izledi (Tablo

4.1).

Tablo 4.1. NEB geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve wveri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayi1sl sayi1sl
Missense Mutasyon 4232 23.38 0 77
Sinonim Mutasyon 1548 8.5 0 30
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 162 0.8 0 6
Nonsense Mutasyon 93 0.5 0 4
Intron Bélgesi Mutasyonlari 4660 25.6 10 65

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagma diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorilen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayis: ekzon ve
intronlarda gériilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

NEB geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: NEB geni iizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda ¢ogunlukla
tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 7 mutasyon oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.1). Gen ilizerinde ayn1 pozisyonda gdzlenen mutasyonlarin
outlier/asirt gézlem olup olmadigini belirlemek amaciyla gerceklestirilen analizler
hem ekzon hem de intron bdlgesi i¢in asirt mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret
etmektedir. Ayn1 pozisyonda cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu goriiliirken,
analiz sonuglarina gore ayni pozisyonda goriilen 2 ve {istii asirt mutasyonlardir. Ayni
pozisyonda 2 mutasyon neredeyse tiim ekzonlarda gozlenirken, ayni pozisyonda 3
mutasyonun varligi 25 ekzon (ekzon 5, 14, 27, 28, 31, 40, 46, 48, 50, 68, 72, 80, 119,
120, 126, 134, 142, 146, 159, 168, 172, 173, 176, 178, 183’de), 4 mutasyonun
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varhig1 yalnizca ekzon 11°de gozlendi (Sekil 4.1a). Ikili mutasyonlarin ekzon 90-100
hari¢ gen boyunca homojen dagildigi, 3’lii mutasyonlarin ekzon 80-120 hari¢ bir
dagilim gosterdigi goriilmektedir. intronlarda ayni pozisyonda 2 mutasyonun varlig
neredeyse genin tamaminda gozlenirken, ayni pozisyonda 3 mutasyonun varligi 20
intronda (intron 4, 31, 32, 41, 58, 61, 67, 74, 76, 80, 81, 108, 126, 134, 137, 151,
171, 173, 174, 177), 4 mutasyonun varligi 5 intronda (10, 62, 11, 168, 172), 5
mutasyon yalnizca intron 160’da, 7 mutasyon intron 74 ve 134’de gozlendi (Sekil
4.1b). Hotspot pozisyon varligr bakimindan intronlarda durumun ekzonlara gore daha
fazla oldugu ve gen boyunca da daha yaygin bir dagilim gosterdigi goriilmektedir
(Sekil 4.1b).
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Sekil 4.1. NEB geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gozlemleri ifade etmektedir.). Gen haritasi lizerinde mor ve
gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil
ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3 bdlgesini temsil etmektedir.

4.1.1.1. NEB Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

NEB geni 2. kromozomda yer alir, 183 ekzona sahip ve 249.152 baz
uzunlugundadir. Gen iizerinde yer alan 183 ekzondan ekzon 1 ve 2 kodlama
yapmadigl icin bu gen bdlgesinden veriler analizlerde kullanilmadi. Calisma
kapsaminda genin 181 ekzonunda gdzlenen missense, sinonim, nonsense, gerceve

kaymasi1 mutasyonlar1 ve intronlarda gdézlenen mutasyonlar ele alinarak analizler
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gerceklestirildi. Calismada NEB geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda
gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir korelasyon

vermistir (Corpearson: 0.41, n: 181, P: 0.00).

Missense mutasyonlar: NEB geninde 181 ekzonda toplam 4232 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar tiizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 23 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 99 ile ekzon 81 ve 77 mutasyon ile ekzon 37°de, en az mutasyon ise 4 ile
ekzon 3, 83 ve 89’da goriilmektedir (Sekil 4.2). Missense mutasyon sayisi
bakimindan basit tekrar bolgesinde ortalama 18 (min: 19, maks: 34), siiper tekrar
bolgesinde ortalama 25 (min: 4, maks: 77) mutasyon oldugu gozlendi. Missense
mutasyon dagilimi bakimindan gen iizerinde N-terminal bolgeye yakin ekzon 30-80
aras1 bolgede mutasyonlarin yogunlastigi, ekzon 80-110 arasindaki bolgede en diisiik
seviyeye ulastigi, ekzon 110-130 arasinda tekrar yiikseldigi goriilmektedir (Sekil
4.2). Gen tlizerinde C-terminal bdlgeye yakin 130-180 arasindaki bdlgede mutasyon
yiikiinde genel bir diisiis goriiniirken, ekzon 180 etrafindan diisiikte olsa bir artis

gostermektedir.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigmi ve bunlarin birbirlerine uzakliklarmi belirlemek i¢in ©6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Fakat ekzon sayis1 ¢ok fazla oldugu ig¢in 1si-haritalar1 gosterilememektedir.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda dort kiimenin varligina isaret etmektedir (Tablo
4.2). 1. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 19 ekzondan olusurken, II. ve III.
kiimedeki ekzonlar genin herhangi bir bdlgesinde kiimelenmeyip, tekil ekzonlar
isaret etmektedir. IV. kiime mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu 33 ekzondan
olusmaktadir. I. kiimede genellikle yogun alternatif eklemelerden kaynakli olarak
veri tabanlarinda yeterli veri olmamasindan dolay1 toplanan mutasyon sayisinin az
oldugu ekzonlar yer almaktadir. En ¢ok mutasyon yiikiine sahip olan kiime III ve
IV’deki ekzonlar genel olarak tropomiyozin ile baglanti kurulmasinda goérev alan

stiper tekrar bolgesinde yer almaktadir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.2. NEB geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi. Gen
haritasi tizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen
stiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3
bolgesini temsil etmektedir.

Tablo 4.2. NEB geninde missense mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar aras1 kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kiime 1 82, 83, 85-94, 97-102, 104

Kiime 2 3, 8-10, 13, 19, 25, 29, 35, 39, 44, 55, 63, 84, 95, 96, 105, 110,
111, 113, 116-118, 121, 128, 130, 135, 137, 138, 141, 146, 148,
149, 152, 157-159, 162, 164, 166, 169, 172, 173

5-7, 11, 12, 14-16, 21, 23, 26, 30, 31, 36, 40, 43, 49-54, 56, 58,
59, 61, 62, 66, 67, 69, 70, 72-77, 79, 80, 103, 107-109, 114, 115,
120, 122 -125, 127, 132-134, 136, 140, 142 -145, 147, 150, 153,
155, 156, 160, 161, 163, 165, 170, 171, 174-177, 179, 180, 182

4, 17, 18, 20, 22, 24, 27, 28, 32-34, 37, 38, 41, 42, 45-48, 57, 60,
64, 65, 68,71, 78, 81, 106, 112, 119, 126, 129, 131, 139, 151, 154,
167, 168, 178, 181, 183

Kiime 3

Kiime 4

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlari kapsamaktayken, kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.
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Kiimeleme analizi genin N-terminal kismina yakin yer alan ekzon 30-81
(ekzon 35, 39, 44, 55 ve 63 harig) aras1 bolgeyi birlikte gruplamaktadir. Bu bolge gen
lizerinde missense mutasyon yiikiiniin en fazla oldugu bolge olup siiper tekrar
bolgelerinin oldugu kisimdir. Genel olarak C- terminal bolgeye dogru mutasyonlarin
azalmaya egimli oldugu ancak diger proteinler ile etkilesiminden sorumlu Ser ve
SH3 boélgelerin bulundugu ekzonlarin da IV. kiime ile gruplandigi goriilmektedir.
Tim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin N-terminal ucuna yakin orta
kisimlarda yogunlastifi ve ekzon 37, 81’de ise en yiiksek seviyeye ulastigl
goriilmektedir (Sekil 4.2). NEB geninde goOzlenen missense mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ekzon 37, 48, 68, 81, 119, 139, 167, 168 ve 178’1 diger

ekzonlardan farkli ve asir1 mutasyona sahip ekzon olarak tanimlamaktadir.

Sinonim mutasyonlar: NEB geninde 181 ekzonda toplam 1548 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 8 sinonim mutasyon gozlenirken, en fazla sinonim mutasyon
30 ile ekzon 61 ve 67 ile ekzon 45°de, en az mutasyon ise 1 ile ekzon 86, 87, 102,
135 ve 171°de goriilmektedir (Sekil 4.3). Sinonim mutasyon sayisi bakimidan basit
tekrar bolgesinde ortalama 6 (min: 1, maks: 14), siiper tekrar bolgesinde ortalama 9
(min: 0, maks: 30) mutasyon oldugu goézlendi. Sinonim mutasyonlarinda gen
tizerinde missense mutasyonlara benzer bir dagilim sergiledigi goriilmektedir. Buna
gore N-terminal bolgeye yakin 30-80 araliginda mutasyonlarin yogunlastig

goriilmektedir.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Tablo 4.3). I. kiime mutasyon yltkiiniin diisiik oldugu 47 ekzondan olusurken, II.
kiimede yer alan ekzonlarin genin herhangi bir bolgesinde kiimelenmedigi ve daha
cok tekil ekzonlar1 isaret etmekte oldugu ve III. kiimede ise mutasyon yiikiiniin
yiiksek oldugu 49 ekzonun yer aldig1 goriilmektedir. En ¢cok mutasyon yiikiine sahip
ekzonlar III. kiimede olup bu ekzonlar da genel olarak basit ve siiper tekrar

dizilerinin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3. NEB geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi. Gen
haritasi tizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen

siiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3
bolgesini temsil etmektedir.

Mutasyon yogunlugunun en fazla oldugu kisim genin de biiyiik bir bolimiini
olusturan siiper tekrar bolgelerinde iken diger proteinler ile etkilesiminden sorumlu
olan C-terminal kisimlarinda mutasyon yogunlugunun yiiksek oldugu goriilmektedir.
Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin N-terminal ucta yogunlastigi,
ekzon 65 ve 67°de ise en yiiksek seviyeye ulastigi goriillmektedir (Sekil 4.3). NEB
geninde gozlenen sinonim mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ekzon 30,
38 ve 111’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 mutasyona sahip ekzonlar olarak

tanimlamaktadir.
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Tablo 4.3. NEB geninde sinonim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar
12, 19, 25, 35, 43, 47, 48, 53, 55, 60, 72, 75, 79, 82-102, 104, 107,

Kime 11357160, 162, 165, 168-173. 179

Kimey 4 6.9.11,13,17,18,20,23,27,29, 31,33, 34, 39- 42, 44, 51, 52, 54,
56, 58, 59, 62, 63, 66, 67, 71, 73, 74, 76, 78, 80, 81, 103, 105, 106,
108, 109, 112-114, 116, 117, 119-123, 126, 129-134, 137, 138, 140,
141, 142, 144-147, 150-153, 155, 157-159, 161, 163, 164, 167, 176-
178, 180, 181, 183

i 3.5,7, 8, 10, 14-16, 21, 22, 24. 26, 28, 30, 32, 36-38, 45, 46, 49, 50,

ume 3

57, 61, 64, 65, 68-70, 77, 110, 111, 115, 118, 124, 125, 127, 128, 136,
139, 143, 148, 149, 154, 156, 166, 174, 175, 182

Kiime I mutasyon yiikiinliin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Cerceve kaymasi mutasyonlari: NEB geninde 181 ekzonda toplamda 162
cergeve kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyonlarin
ve delesyonlarin ekzonlar tiizerindeki dagilimlarina nonsinonim mutasyonun
ekzonlarda gozlendigi, en fazla indelin 6 ile ekzon 170’de ve 5 ile ekzon 109, 173 ve
176’da oldugu goriilmektedir. Toplamda 86 ekzonda hi¢ indel olmadig1 goriiliirken,
61 ekzonda ise yalnizca 1 indel saptandi. (Sekil 4.4). indel sayis1 bakimindan basit
tekrar ve siiper tekrar bolgelerinde ortalama 1 (min: 0, maks: 5), indel mutasyon
oldugu gozlendi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret etti
(Tablo 4.4). I. kiime mutasyon yiikiiniin diisiikk oldugu 141 ekzondan olusurken, II.
kiimedeki ekzonlarin herhangi bir bolgede kiimelenmeyip ¢ogunlukla tekil ekzonlari
isaret etmektedir ve III. kiime ise mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu 5 ekzondan
olugmaktadir. En ¢ok mutasyon ylikiine sahip olan ekzonlar IIl. kiimede yer almakta
olup, C-terminal kistmda yogunlagsmaktadir. Bu bolgede diger proteinler ile
etkilesimde gorev alan Ser ve SH3 domainleri yer almaktadir. NEB geninde gozlenen
cerceve kaymasi mutasyonlari ile gerceklestirilen outlier analizi ekzon 4, 6, 111, 125,
132, 160, 169, 170, 172, 173, 174, 175, 176, 177’yi diger ekzonlardan farkli ve asir1

mutasyon gozlenen ekzonlar olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.4. NEB geninde c¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar {izerinde
dagilimi. Gen haritas1 lizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu
ile gosterilen siiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sart ile gosterilen
de SH3 bolgesini temsil etmektedir.

Tablo 4.4. NEB geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin 6klid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonugclari ile olusan
kiimeler ve bulunduklari1 ekzonlar

Kimeler Ekzonlar

Kime 1 3, 7-17, 19-32, 36, 40-49, 52, 54-60, 62-69, 71, 72-77, 79-107, 110,
112-119, 121-124, 126-130, 133, 135-139, 141-159, 161-166, 178-182

Kime 2 4-6, 18, 33-35, 37-39, 50, 51, 53, 61, 70, 78, 108, 109, 111, 120, 125,
131, 132, 134, 140, 158, 160, 165, 167, 168, 171, 174, 175, 177, 183
Kime3 169, 170,172,173, 176

I. kiime mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsarken, III. kiimede en yiliksek mutasyon
yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Nonsense mutasyonlar: NEB geninde 181 ekzonda toplamda 93 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 0,5 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense

mutasyonun 4 ile ekzon 78’de oldugu goriilmektedir. Toplamda 116 ekzonda hig
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nonsense mutasyon gozlenmezken, 47 ekzonda da yalnizca 1 nonsense mutasyon
saptand1 (Sekil 4.5). Stop kodonu olusturan nonsense mutasyon sayist bakimindan
basit tekrar bolgelerinde ortalama 0,5 (min: 0, maks: 2), siiper tekrar bolgelerinde
ortalama 0,4 (min: 0, maks: 4) mutasyon gozlendi. Nonsense mutasyonlarla
gerceklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varliginm
desteklemistir (Tablo 4.5). 1. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 122 ekzondan
olusurken, II. kiime genelde tekil ekzonlar1 isaret etmekte ve III. kiime ise mutasyon
yiikiiniin yiiksek oldugu 11 ekzondan olugmaktadir. En ¢ok nonsense mutasyon
yiikiine sahip olan III. kiimedeki ekzonlarin indel tipi mutasyonlardan farkli olarak
belirli bir bolge yogunlasmadigi goriilmektedir (Sekil 4.5). NEB geninde gozlenen
nonsense mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ekzon 14, 42, 43, 56, 78,
120, 157, 165, 168, 169, 170, 172, 174, 179, 180, 181, 182, 183’1 diger ekzonlardan
farkl1 ve asir1 nonsense mutasyon sergileyen ekzon olarak tanimlamaktadir. Bu
ekzonlardan N-terminal bolgeye yakin olanlar trunkat proteinlerin olugsmasina neden
olmalar1 dolayistyla hastalik olusumundan daha etkili olma olasiliklar1 daha

muhtemeldir.

s

o

O OO0 @O ©

O
O

o ©O®

N

0O @ @@@MOCEEeO O O O C@ODADCO

Nonsense Mutasyon Sayisi

[=]
0

— ko ok —"

NWEOD~N®

oo oooc oo

C—ternll

Sekil 4.5. NEB geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi. Gen
haritasi iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen

stiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3
bolgesini temsil etmektedir.
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Tablo 4.5. NEB geninde nonsense mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kimel 3-5,7-9, 11-13, 15-19, 21, 22, 24-31, 36, 38-41, 45-50, 52, 53, 55, 57,
59, 60, 63, 65, 67, 69, 71, 75, 76, 77, 79, 81-95, 97--105, 107, 108,
111, 112, 116-119, 121, 123-134, 137-139, 141, 143, 145-147, 149-
151, 153, 154, 156, 160-164, 166, 167, 171, 173, 175-178

Kime2 6, 10, 20, 23, 32-35, 37, 44, 51, 54, 58, 61, 62, 64, 66, 68, 70, 72-74,
80, 96, 106, 109, 110, 113-115, 120, 122, 135, 136, 140, 142, 144,
148, 152, 155, 158, 159, 165, 168, 169, 174, 179, 180

Kime 3 14,42,43,56,78, 157,170, 172, 181-183
I. kilme mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, III. kiimede en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

I. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 122 ekzondan olugsurken, II. kiime
48 ekzondan olusup genelde tekil ekzonlar1 isaret etmektedir. I1I. kiime ise mutasyon
yiikiinlin yiiksek oldugu 11 ekzondan olusmaktadir. En ¢ok nonsense mutasyon
yiikiine sahip olan III. kiimedeki ekzonlarin indel tipi mutasyonlardan farkli olarak
belirli bir bolge yogunlasmadigi goriilmektedir (Sekil 4.5). NEB geninde gozlenen
nonsense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ekzon 14, 42, 43, 56, 78,
120, 157, 165, 168, 169, 170, 172, 174, 179, 180, 181, 182, 183’1 diger ekzonlardan
farkl1 ve asir1 nonsense mutasyon sergileyen ekzon olarak tanimlamaktadir. Bu
ekzonlardan N-terminal bdlgeye yakin olanlar trunkat proteinlerin olugmasina neden
olmalar1 dolayisiyla hastalik olusumundan daha etkili olma olasiliklar1 daha

muhtemeldir.

Toplam mutasyon sayisi: NEB geninde 181 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 6034 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar T{izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 33
mutasyonun ekzonlarda oldugu goriilmektedir. Gen iizerinde en fazla mutasyon
sayist 111 ile ekzon 37°de, en az mutasyon ise 1 ile ekzon 87 ve 102’de yer
almaktadir. Mutasyonlarin 6zellikle genin N-terminal bdlgesine yakin orta kisima
dogru yogunlastigi goriilmektedir (Sekil 4.6). Toplam mutasyon sayisi bakimindan
basit tekrar bolgesinde ortalama 26 (min: 17, maks: 42), siiper tekrar bolgesinde

ortalama 35 (min: 0, maks: 111) mutasyon gozlendi. Gen iizerinde horizontal ve
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vertikal eksende mutasyonlarin dagilimi {i¢ mutasyonel bdolge varligina isaret

etmektedir. Vertikal eksende en az mutasyonun ekzon 90-100 arasinda oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.6. NEB geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi. Gen
haritasi iizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen
siiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3
bolgesini temsil etmektedir.

Tablo 4.6. NEB geninde goriilen tim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine
gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar
Kimel 82,83, 85-94, 97-102, 104
9, 13, 19, 25, 29, 35, 44, 55, 63, 79, 84, 95, 96, 105, 107, 113, 116,

Kiime 21517130, 135, 137, 138, 141, 159, 162, 164. 166, 169, 171
Kime3 3: 68 10-12,20,21, 23,26, 31, 36, 39, 40, 43, 47, 50-53, 56, 58-60,
62, 67, 71-77. 80, 103, 108-112, 114, 115, 117, 118, 120, 122-124,
127-129, 133, 134, 140, 142, 143, 145, 146, 147-150, 152, 153, 155,
156-158, 160, 161, 163, 165, 172, 173, 175, 177, 179, 180, 182
i 4,5,7, 14-18, 22, 24, 27. 28, 30, 32, 33, 34, 37, 38, 41, 42, 45, 46, 48,
ume 4

49, 54, 57, 61, 64-66, 68-70, 78, 81, 106, 119, 125, 126, 131, 132, 136,
139, 144, 151, 154, 167, 168, 170, 174, 176, 178, 181, 183

I. kiime mutasyon yiikiiniin en diisiikk oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, IV. kiimede en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Tiim mutasyonlar bazinda gerceklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar

arasinda 4 kiimenin varhigina isaret etmektedir (Tablo 4.6). 1. kiime mutasyon
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yiikiinlin diisiik oldugu 19 ekzondan olusurken, II. kiimedeki ekzonlar herhangi bir
bolgede yogunlagmayip, genellikle tekil ekzonlara isaret etmektedir ve IV. kiime ise
mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu 54 ekzondan olusmaktadir. En ¢ok mutasyon
yiikiine sahip olan III. ve IV. kiimelerdeki ekzonlar genel olarak tropomiyozin ile
baglant1 kurulmasinda gorev alan siiper tekrar bolgesinde yer almaktadir. Ote yandan
toplam mutasyon yiik dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik olusturdugu
gorilmektedir (Sekil 4.6). Kiimeleme analizi genin N-terminal kismina yakin yer
alan 30-81 ekzonlarin (31, 35, 44, 55, 63 ve 79. ekzonlar hari¢) hotspot bolgeler
olduguna isaret etmektedir. Mutasyon yogunlugunun en fazla oldugu kisim genin de
biiyiik bir boliimiinii olusturan siiper tekrar bolgelerinde iken, diger proteinler ile
etkilesiminden sorumlu olan C-terminal kisimlarinda mutasyon yogunlugunun
olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. Tim gene bakildiginda mutasyon
yogunlugunun genin N-terminal uca dogru yogunlastigi ekzon 37 ve 81’de ise en
yiiksek seviyeye ulagtigi goriilmektedir. NEB geninde gozlenen tiim mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ekzon 4, 7, 14, 15, 22, 27, 28, 32, 37, 38, 64, 68, 78,
139, 151, 154, 167, 178 ve 181’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 mutasyona sahip

ekzonlar olarak tanimlamaktadir.

NEB geninde intron mutasyonlari: NEB geninde bulunan 180 introndan
toplamda 4660 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 25 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
65 ile intron 65°de, en az mutasyonun ise 6 ile intron 86 ve 96’da oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.7). Mutasyon sayist bakimindan basit tekrar bolgesinde
ortalama 31 (min: 22, maks: 45), siiper tekrar bolgesinde ortalama 19 (min: 15 maks:

25) mutasyonun oldugu gozlendi.
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Sekil 4.7. NEB geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde dagilimi. Gen
haritasi tizerinde mor ve gri ile gosterilen basit tekrar bolgesi, turuncu ile gosterilen
siiper tekrar bolgesi, yesil ile gosterilen ser bolgesi ve sari ile gosterilen de SH3
bolgesini temsil etmektedir.

Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen kiimeleme analizi gen {izerinde 3 kiimenin
varligina isaret etti (Tablo 4.7). I. kiime mutasyon yiikiiniin en az oldugu 23 intronu
kapsarken, en fazla intron kiime II’de yer almaktadir. II. kiimede yer alan intronlarin
gen boyunca dagilim gosterdigi ve herhangi bir bolgede yogunlagsmadigi
goriilmekteyken, bu bolgedeki intronlarin siiper tekrar bolgesinde yer aldigi gozlendi.
En yiiksek mutasyon yiikiiniin gozlendigi III. kiimede ise 23 intron yer almaktadir.
Bu kiimede yer alan intronlarin genelde genin C-terminal kisminda yer aldig
gozlenirken, mutasyon ylikiiniin en az oldugu intronlarin yer aldig: 1. kiimede oldugu
goriilmektedir. Toplam mutasyon sayis1 ile gergeklestirilen outlier/asir1 gozlem
analizi gen lizerinde 15, 18, 36, 38, 74, 119, 125, 133, 134, 154, 158, 160, 167, 171,
172, 181 ve 182. intronlar1 diger intronlardan farkli ve asir1 varyasyonel intron olarak

tanimlamaktadir.
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Tablo 4.7. NEB geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilimi.
Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi kiimeleme analizi sonuglari ile
olusan kiimeler ve bulunduklari intronlar

Kiimeler Intronlar
Kimel 64, 82-100, 102-104
3-9, 11-14, 16, 19-28, 30, 31, 33-35, 37, 39-63, 65-73, 75-81, 101,

Kiime 2 105- 118, 120-124, 126-128, 130-132, 135-153, 155-157, 159, 161-
166, 168-170, 173-177, 179, 180
Kiime 3 10, 15, 17, 18, 29, 32, 36, 38, 74, 119, 125, 129, 133, 134, 154, 158,

160, 167, 171, 172, 178, 181, 182

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu intronlart kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip intronlar yer almaktadir.

PCoA analizi: NEB geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon cesidi
(missense, sinonim, ¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA analizi
gen icerisinde mutasyon yapisi bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
gorstermektedir. Analiz gen icerisinde temelde dortlii bir gruplanmanin olduguna ve
bu gruplar igerisinde ¢ok sayida alt grubun varligini desteklemektedir (Sekil 4.8).
Genin ¢ogunlukla C-terminal kisminda yer alan ekzonlarin bir arada bulundugu
goziikmektedir ve bu ekzonlardaki mutasyon yiikleri diisiiktiir. Ekzon 30 ve 81
arasindakiler de kendi aralarinda 2 gruba boliinmiistiir ve mutasyon yiikiiniin en fazla

oldugu ekzonlar bu iki grupta yer almaktadir.

NEB Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.8. NEB geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi
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Faktor analizi: NEB geninde 181 ekzon ile gergeklestirilen faktor analizinden

tek bir faktor elde edildigi i¢in grafik olusturulamadi.

4.1.2. TTN Geni

TTN geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 42258 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 33011 tanesi
ekzon, 9247 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bolgelerine ait mutasyonlarda
20877 degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken, bunu 7391 degisim ile
sinonim, 780 indel ile ¢er¢eve kaymasi ve 372 degisim ile stop kodonu mutasyonlari

izledi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. TTN geninde ekzon ve intron bdlgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

MU N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayi1sl sayi1sl
Missense Mutasyon 20877 57,6 18 3118
Sinonim Mutasyon 7391 20,6 1 1112
Cer¢ceve Kaymas1 Mutasyonu 780 3,25 0 126
Nonsense Mutasyon 147 2,5 0 71
Intron Bélgesi Mutasyonlari 9247 25,6 6 48

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagmma diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

TTN geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: TTN geni iizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda ¢cogunlukla
tekil mutasyonlarin oldugu gézlenirken, ayni pozisyonda en fazla 7 mutasyon oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.9). Gen {lizerinde ayni pozisyonda gdzlenen mutasyonlarin
outlier/asirt gozlem olup olmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen analizler
hem intron bdlgesi hem de ekzon bolgelerinde 2 ve listiinde goriilen mutasyonlari
asir1 mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Buna gore ayn1 pozisyonda
2 mutasyonun gozlendigi 326 ekzon, 3 mutasyonun gozlendigi 69 ekzon

gorinmektedir (Sekil 4.9a).
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Sekil 4.9. TTN geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asir1
mutasyonlar ve dagilimlari

Genin 5° baslangic bolgesinden ve 3’ bitis bolgesinde asir1 varyasyonel
pozisyonlarin diger bolgelere gore daha yogun oldugu goriilirken, PEVK ve A
bandinda yer alan Ig-FN3 bolgelerinde asir1 varyasyonel pozisyonlarin daha az
oldugu goriilmektedir. Ayn1 pozisyonda 4 mutasyonun/asir1 varyasyonel bolgenin
gbzlendigi 2 ekzon bolgesi goriinmekte olup, bu ekzonlar proksimal Ig bolgesinde
yer alan ekzon 48 ve distal Ig bolgesinde yer alan ekzon 248’dir. Ekzon 248
kiimeleme analizleri sonucunda mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzonlar arasinda
yer almaktadir. Intron bdlgelerinde bir noktada en fazla 7 mutasyon oldugu gozlendi
(Sekil 4.9b). Intron bélgelerinde aym pozisyonda mutasyon olma olasilif
bakimindan hotspot bolgeler 292 intron bélgesinde goriilmektedir. ki mutasyonun
gozlendigi 326, 3 mutasyonun pozisyonun gozlendigi 42, 4 mutasyonun gozlendigi
6, 5 mutasyonun pozisyonun gozlendigi 6, 6 mutasyonun gozlendigi 3, 7 mutasyonun
gozlendigi 4 intron bolgesi goriilmektedir. Ekzon 62 ve 102 arasinda aymi
pozisyonda varyasyonel pozisyonun bulundugu bolgelere rastlanmadi. Ekzonlarda
oldugu gibi intronlarda da mutasyonlarin genin bas ve son kisminda yogunlastigi
goriilmekte olup, PEVK bolgesinin bir kisminda hi¢ asir1 varyasyonel pozisyon
gozlenmezken, bir kisminda ise en yiiksek seviyede asir1 varyasyonel pozisyonlar
gorildii. Hotspot pozisyon varligi bakimindan intronlarda durumun ekzonlara gore

daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9b).
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4.1.2.1. TTN Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk
Dagilimlan

TTN geni 2. kromozomda yer alir, 364 ekzona sahip ve 304,814 baz
uzunlugundadir. Gen iizerinde yer alan 364 ekzondan ekzon 1 kodlama yapmadigi
icin bu gen bolgesinden veriler analizlerde kullanilmazken, veri tabanlarindan
topladigimiz verilerde ekzon 180 ve 159 bulunamadigi i¢in analizlerde kullanilmadi.
Calisma kapsaminda genin 361 ekzonunda gozlenen missense, nonsense, g¢ergeve
kaymas1 mutasyonlar1 ve tiim intronlarda gézlenen mutasyonlar ele alinarak analizler
gerceklestirildi. Calismada TTN geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda
gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir korelasyon

vermistir (Corpearson: 0.80, n: 361, P: 0.00).

Missense mutasyonlar: 77N geninde 361 ekzonda toplam 20877 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar tizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 58 missense mutasyon gozlenirken en fazla missense
mutasyon 3118 ile ekzon 327’de, en az mutasyon ise 2 ile ekzon 190’da
gorilmektedir (Sekil 4.10). Missense mutasyon sayist bakimindan Z diski icerisinde
yer alan, Z tekrar bolgesinde ortalama 32 (min: 7, maks: 69), Ig bolgesinde ortalama
44 (min: 17, maks: 66) mutasyon oldugu goriilmektedir. I bandi igerisinde yer alan
proksimal Ig bolgesinde ortalama 64 (min: 4, maks: 1267), PEVK domaininde
ortalama 15 (min:2, maks: 61), distal Ig domaininde ise ortalama 36 (min: 15, maks:
59) mutasyon oldugu gozlendi. I bandinda proksimal Ig boliimi icerisinde N2A ve
N2B bolgeleri yer almaktadir ve bunlar sirast ile iskelet ve kalp kaslarinda ifade
edilmektedirler. N2B bdlgesi yalnizca ekzon 49 tarafindan kodlanmakta olup 497
mutasyon goriiliirken, N2A bolgesi 102 ve 111. ekzonlar bu alanm1 kodlamakta olup
bu alanda ortalama 24 (min:6, maks: 55) mutasyon oldugu goézlendi. A bandi
icerisindeki Ig ve FN3 domain boélgesinde ortalama 92 (min:16, maks: 3118)
mutasyon oldugu gozlendi. M bandi igerisinde yer alan TK bolgesi tek bir ekzondan
olugmakta olup 1079 mutasyon goriiliirken, genin son kisminda bulunan Ig domainde

ortalama 52 (min:20, maks: 117) mutasyon goriildi.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagl bir gruplanmanin olup

olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek i¢in 6klid uzaklik
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parametresi kullanilarak kiimeleme analizi gerceklestirilirken ekzon sayisi ¢ok fazla
oldugu i¢in 1s1-haritalar1 gosterilememektedir. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 4
kiimenin varligina isaret etmektedir (Tablo 4.9). Genin Z diski igerisinde yer alan Ig
bolgesinde mutasyon yiikiiniin genelde yiiksek oldugu ekzonlar yer almaktayken, Z
tekrar bolgesinde ortalama mutasyon yiikiine sahip olan ekzonlar yer almaktadir.
Proksimal Ig bolgesinde yer alan ekzonlar genelde kiime 2 igerisinde yer almis olup,
mutasyon yiikleri diistiktiir. I bandi igerisinde kasilma sirasindaki uzama ve
kisalmadan sorumlu PEVK bdlgesinde yer alan ekzonlarin ¢ogu kiime I ve II’den
olugmakta olup, bu bolgede de genelde mutasyon yikii diisiik kiimeler yer
almaktadir. Yine I bandinda yer alan distal Ig bolgesinde diger bolgelere gore daha
fazla mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir. A bandi igerisinde yer alan Ig-
FN3 bolgelerinin ¢ogunu mutasyon ylikiiniin fazla oldugu ekzonlar olusturmaktadir.
M bandr igerisinde yer alan TK domaini olusturan 359. ekzon ortalama mutasyon
yiikiine sahip ekzonlarin bulundugu kiime II igerisinde yer almaktayken, genin C
terminal kisminda bulunan Ig domainde yer alan ekzonlar da kiime II igerisinde yer
almaktadir. Tiim gende bakildiginda genin C- terminal kisminda 6zellikle protein-
protein etkilesiminden sorumlu Ig ve FN3 boélgesinde mutasyon yogunlugunun
oldukca fazla oldugu goriilmektedir. TTN geninde gézlenen missense mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ise ekzon 2, 126, 170, 171, 172, 230, 235, 242, 244,
256, 320, 322, 347, 352, 354 ve 357 ’yi diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel
ekzon olarak tanimlamaktadir. Bu ekzonlarin ¢ogu genin C-terminal kismia yakin

bolgede yer almaktadir.
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Missense Mutasyon Sayisi
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Sekil 4.10. TTN geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi
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Tablo 4.9. TTN geninde missense mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

17, 36, 111, 114, 121, 128, 130, 138, 143, 145, 146, 148, 150, 151,
) 160, 164, 165, 175-177, 179, 180, 182, 183, 185, 187, 188, 190-192,
Kime I 194,196, 213, 215, 216, 218, 220, 224, 227-229, 233, 238, 243, 249,
254, 255, 257, 260, 263, 264, 267, 281, 283, 284, 286, 292, 321, 325,
329, 348, 353, 356, 358
4, 9-13, 20, 23, 26-28, 32, 33, 37, 38, 43-49, 52-55, 58, 59, 61, 63, 64,
66-68, 70-72, 74, 77-83, 85, 89, 90, 94, 95, 96, 98-109, 112, 113, 115-
120, 124, 127, 129, 131, 135-137, 139, 141, 142, 144, 147, 152-155,
Kiime 2 156, 158, 161-163, 166-168, 173, 178, 181, 184, 186, 195, 197, 205,
208, 211, 212, 214, 217, 219, 222, 226, 231, 232, 236, 237, 239, 241,
246, 247, 251, 262, 266, 270-272, 274, 275-280, 285, 288-290, 293,
295, 297, 299, 301, 303-309, 312-315, 317-319, 326, 327, 330, 331,
334-336, 340, 341, 346, 351, 359-364
3, 5-7, 14-16, 18, 19, 22, 24, 25, 29, 30, 31, 34, 35, 39-42, 48, 50, 51,
56, 57, 60, 62, 65, 69, 73, 75, 76, 84, 86-88, 91-93, 97, 110, 122, 123,
Kime 3 125, 132-134, 140, 149, 157, 159, 169, 174, 189, 193, 199, 200, 202,
203, 206, 207, 209, 210, 221, 223, 225, 234, 240, 248, 252, 253, 258,
259, 268, 273, 291, 296, 298, 300, 302, 310, 311, 316, 323, 332, 333,
337, 338, 339, 342-345, 349, 350, 355
) 2, 8, 21, 126, 170-172, 198, 201, 204, 230, 235, 242, 244, 245, 250,
Kime 4 256 261, 265, 269, 282, 287, 294, 320, 322, 324, 326, 347, 352, 354,

357

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diigiik oldugu ekzonlari kapsamaktayken, kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Sinonim mutasyonlar: 77N geninde 361 ekzonda toplam 7391 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 21 sinonim mutasyon gozlenirken, en fazla sinonim mutasyon
1112 ile ekzon 326’da en az mutasyon ise 1 olarak goriilmekte olup yalnizca 1
sinonim mutasyonun goriildiigii ekzon sayist oldukga fazladir (Sekil 4.11). Sinonim
mutasyon sayist bakimindan Z diski igerisinde yer alan Ig domaininde ortalama 22
(min: 6, maks: 39), Z tekrar bolgesinde ortalama 11 (min: 3, maks: 30) mutasyon
oldugu goriilmektedir. I band1 igerisinde yer alan proksimal Ig domainde ortalama 23
(min: 2, maks: 414), PEVK domaininde ortalama 5 (min:0, maks: 32), distal Ig
domaininde ise ortalama 13 (min: 3, maks: 29) mutasyon oldugu gozlendi. I
bandinda proksimal Ig boliimii icerisinde N2A ve N2B bdlgeleri yer almaktadir ve

bunlar siras1 ile iskelet ve kalp kaslarinda ifade edilmektedirler. N2B bolgesi
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yalnizca ekzon 49 tarafindan kodlanmakta olup 189 mutasyon goriiliirken, N2A
bolgesi 102 ve 111. ekzonlar bu alan1 kodlamakta olup bu alanda ortalama 11 (min:0,
maks: 19) mutasyon oldugu gozlendi. A bandi igerisinde Ig ve FN3 domain
bolgesinde ortalama 33 (min:3, maks: 1112) mutasyon oldugu gézlendi. M bandi
icerisinde yer alan TK bolgesi tek bir ekzondan olusmakta olup 399 mutasyon
goriiliirken, genin son kisminda bulunan Ig domainde ortalama 18 (min:6, maks: 40)

mutasyon goriildii.
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Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon ylikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi gerceklestirilirken ekzon sayisi ¢ok fazla
oldugu i¢in 1s1-haritalar1 gosterilememektedir. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 4
kiimenin varligina isaret etmektedir (Tablo 4.10). Genin Z diski icerisinde yer alan Ig
bolgesinde genelde kiime 11 ve III’deki ekzonlar yer almaktayken, Z tekrar bolgesi de
cogunlukla kiime I ve II’den olugsmaktadir. Proksimal Ig bolgesinde yer alan ekzonlar
genelde kiime I igerisinde yer almis olup, mutasyon yiikleri diisiiktiir. I bandi
icerisinde yer alan kasilma sirasindaki uzama ve kisalmadan sorumlu PEVK
bolgesinde yer alan ekzonlarin ¢ogu kiime I ve II’den olugsmakta olup, bu bolgede de

genelde mutasyon yiikii diisiik kiimeler yer almaktadir.

Tablo 4.10. TTN geninde sinonim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ckzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar
10, 15, 17, 19, 26, 27, 29, 33, 35, 42, 47, 59, 64, 70, 75, 86, 105,
108, 110, 113-117, 119, 121, 123, 124, 128, 129-132, 135, 138,
140, 141, 143, 144, 146, 148, 150-153, 155, 156, 158-166, 173,
Kiime 1 175, 177, 179-182, 184, 185, 187, 188, 190-197, 203, 204, 206,
207, 209, 211-213, 215, 216, 218, 219, 221, 224, 227, 228, 233,
234, 237, 238, 241, 243, 246, 247, 249, 252, 254, 257, 258, 260,
264, 267, 278, 279, 281, 283-285, 292, 301, 306, 309, 311, 315,
318, 321, 325, 329, 330, 337, 348, 353, 356, 358, 362, 363
4-6, 8, 9, 11-14, 18, 20-25, 28, 30-32, 34, 36-41, 43-46, 48-58,
60-63, 65-69, 71-74, 76-85, 87-104, 106, 107, 111, 112, 118, 122,
125-127, 133, 134, 136, 137, 139, 142, 145, 147, 149, 154, 157,
167, 168, 172, 174, 176, 178, 183, 186, 189, 198, 199, 205, 208,
Kiime 2 210, 214, 217, 220, 222, 226, 229, 231, 232, 236, 239, 240, 244,
245, 248, 250, 251, 253, 255, 259, 262, 263, 266, 269-277, 280,
282, 288-291, 293, 295-300, 302-305, 307, 308, 310, 312-314,
316, 317, 319, 323, 326, 327, 331-336, 338, 339, 340-346, 349,
350, 351, 354, 355, 359, 360, 361, 364
2,3,7,16,109, 120, 169, 170, 171, 200-202, 223, 225, 230, 235,
242,256, 268, 287, 294, 320, 322, 324, 328, 347, 352, 357

Kiime 4 261, 265, 286

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Kiime 3
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A band1 icerisinde yer alan Ig-FN3 bolgelerinin ¢ogunu mutasyon yiikiiniin fazla
oldugu ekzonlar olugturmaktadir. M bandi igerisinde yer alan TK domaini olusturan
359. ekzon ortalama mutasyon yiikiine sahip ekzonlarin bulundugu kiime II
igerisinde yer almaktayken, genin C-terminal kisminda bulunan Ig domainde yer alan
ekzonlar da kiime I ve II igerisinde yer almaktadir. Genin C-terminal kisminda
ozellikle protein-protein etkilesiminden sorumlu Ig ve FN3 bolgesinde mutasyon
yogunlugunun olduk¢a fazla oldugu goriilmektedir (Tablo 4.10). TTN geninde
gbzlenen sinonim mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise gen iizerinde 29
ekzonu (ekzon 2, 3, 4, 7, 16, 65, 86, 109, 120, 137, 169, 170, 171, 200, 201, 230,
242,261, 265, 268, 286, 287, 294, 307, 320, 322, 328, 347 ve 357) asir1 varyasyonel
ekzonlar olarak tanimladi. Bu ekzonlarin ¢ogunun genin C-terminal kismina yakin

bolgede yer aldig1 goriilmektedir

Cerceve kaymasit mutasyonlari: TTN geninde 361 ekzonda toplamda 780
cergeve kaymast mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyonlarin
ve delesyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarmma bakildiginda ortalama 2.1
nonsinonim mutasyonun gozlendigi en fazla indelin 126 ile ekzon 48’de oldugu
gorilmektedir. Sayica oldukca az ekzonda 1 indel mutasyon goriildii ya da hig
goriilmedi (Sekil 4.12). Indel sayis1 bakimmdan Z diski igerisinde yer alan Ig
domaininde ve Z tekrar bolgesinde ortalama 2 (min: 0, maks: 3), indel mutasyon
saptand1. I band1 igerisinde yer alan proksimal Ig domaininde ortalama 4 (min: 0,
maks: 126), PEVK domaininde ortalama 2 (min:0, maks: 13), distal Ig domaininde
ise ortalama 2 (min:0, maks: 5) mutasyon gozlendi. I bandinda proksimal Ig boliimii
icerisinde N2A ve N2B bdlgeleri yer almaktadir ve bunlar sirasi ile iskelet ve kalp
kaslarinda ifade edilmektedirler. N2B bolgesi yalmizca ekzon 49 tarafindan
kodlanmakta olup 19 mutasyon goriiliirken, N2A bolgesi 102 ve 111. ekzonlar bu
alan1 kodlamakta olup bu alanda ortalama 2 (min:0, maks: 3) mutasyon saptandi. A
band1 igerisinde Ig ve FN3 domain bolgesinde ortalama 3 (min:0, maks: 84)
mutasyon oldugu gozlendi. M band1 igerisinde yer alan TK bolgesi tek bir ekzondan
olugsmakta olup 54 mutasyon gozlenirken, genin son kisminda yer alan Ig domainde

ortalama 4 (min: 1, maks: 8) mutasyon goriildii.
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Ekzonlar arasinda ¢erceve kaymasi mutasyon yiikiine bagl bir gruplanmanin
olup olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarint belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi gerceklestirilirken ekzon sayisi ¢ok fazla
oldugu i¢in 1s1-haritalar1 gosterilmemektedir. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3
kiimenin varligina isaret etmektedir (Tablo 4.11). Genin Z diski icerisinde yer alan Ig
ve Z tekrar bolgesinde kiime II icerisinde yer alan genelde mutasyon yiikiiniin diisiik
oldugu ekzonlar yer almaktadir. Proksimal Ig bolgesinde yer alan ekzonlar genelde
kiime I igerisinde yer almis olup mutasyon yiikleri diisiiktiir. I bandi igerisinde
kasilma sirasindaki uzama ve kisalmadan sorumlu PEVK bolgesinde yer alan
ekzonlarin ¢ogu kiime I ve II’den olugsmaktadir. Fakat mutasyon yiikiiniin en fazla
oldugu ekzonlarin bulundugu kiime III’de bulunan ekzonlarin neredeyse tamami bu
bolge icerisinde yer almaktadir. Yine I bandinda yer alan distal Ig bolgesinde
bulunan mutasyonlarin neredeyse tamami mutasyon yiikii en az olan ekzonlarin
olusturdugu kiime I’den olusmaktadir. A bandi igerisinde yer alan Ig-FN3
bolgelerinin ¢ogunu diisiik ve ortalama mutasyon yiikiine sahip olan kiime I ve II
olusturmaktadir. M bandi igerisinde yer alan TK domaini olusturan 359. ekzon diisiik
mutasyon yiikiine sahip ekzonlarin bulundugu kiime I igerisinde yer almaktayken,
genin C terminal kisminda bulunan Ig domainde yer alan ekzonlar da kiime I ve II
icerisinde yer almaktadir. Tiim gene bakildiginda genin N terminal kisminda
ozellikle proteinin elastikiyetinden sorumlu PEVK bolgesinde mutasyon
yogunlugunun oldukga fazla oldugu ekzonlar yer almaktadir. 77N geninde gézlenen
cerceve kaymasi mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise 37 ekzonu (ekzon
3,22,25,27,46, 48,79, 104, 113, 116, 126, 127, 128, 132, 136, 141, 142, 147, 149,
150, 153, 156, 162, 170, 190, 197, 198, 199, 200, 205, 210, 217, 225, 240, 248, 282
ve 362) asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimladi. Bu ekzonlarin ¢ogu genin PEVK

bolgesinde yer almaktadir.
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Tablo 4.11. TTN geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin 6klid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuclari ile olusan
kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar.

Kiimeler Ekzonlar
2, 4,6, 7, 10, 13-20, 23, 24, 26, 28-36, 38-44, 47, 49-57, 59-78, 80-
100, 102, 103, 106-112, 114, 115, 117, 118, 120-123, 125, 129, 131,
133, 139, 140, 143, 148, 152, 154, 155, 157, 158, 160, 163, 165-172,
Kimel 176-180, 182, 183, 185-188, 192-196, 201, 206-209, 211, 214, 216,
218, 219, 221, 223, 224, 226-239, 241-244, 246, 247, 249-257, 259-
272, 274-281, 283-293, 295, 297, 298-300, 302-327, 329-332, 334,
335-360, 364
3,5,8,9,11, 12,21, 27, 37, 45, 46, 48, 58, 61, 79, 101, 104, 105, 116,
119, 124, 126, 127, 130, 132, 134-138, 141, 144, 145, 146, 150, 151,
Kime 2 153, 156, 159, 161, 162, 164, 169, 171, 173-175, 181, 184, 189-197,
198-200, 202-205, 212, 213, 215, 217, 220, 222, 240, 245, 248, 258,
273, 282, 294, 296, 301, 328, 333, 361-363
Kime 3 22,25,113, 128, 142, 147, 149, 170, 210, 225

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Nonsense mutasyonlar: 77N geninde 361 ekzonda toplamda 147 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar tlizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 3 nonsense mutasyonun oldugu ve en fazla nonsense mutasyonun ise 71 ile
ekzon 48’de oldugu goriilmektedir. Tek ya da hi¢ nonsense mutasyonun olmadigi
cok sayida ekzon bolgesi gen lizerinde yer almaktadir (Sekil 4.13). Stop kodonu
olusturan nonsense mutasyon sayisi bakimindan Z diski igerisinde yer alan, Z tekrar
bolgesinde ortalama 1 (min: 0, maks: 1), Ig domaininde ortalama 1 (min: 0, maks: 2)
mutasyon oldugu goriilmektedir. I bandi igerisinde yer alan proksimal Ig domainde
ortalama 4 (min: 0, maks: 71), PEVK domaininde ortalama 1 (min:0, maks: 3), distal
Ig domaininde ise ortalama 1 (min: 0, maks: 2) mutasyon oldugu goézlendi. I
bandinda proksimal Ig boliimii icerisinde N2A ve N2B bolgeleri yer almaktadir,
bunlar siras1 ile iskelet ve kalp kaslarinda ifade edilmektedirler. N2B bolgesi
yalmzca ekzon 49 tarafindan kodlanmakta olup 6 mutasyon goriiliirken, N2A
bolgesini 102 ve 111. ekzonlar kodlamakta olup bu alanda ortalama 2 (min:0, maks:

4) mutasyon oldugu saptandi. A bandi igerisinde Ig ve FN3 domain bolgesinde
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ortalama 2 (min:0, maks: 39) mutasyon, M band: i¢erisinde yer alan TK bolgesi 22
mutasyon (tek bir ekzondan olugmakta), genin son kisminda bulunan Ig domainde ise
ortalama 3 (min:0, maks: 6) mutasyon goriildii. Ekzonlar arasinda nonsense
mutasyon yiikiine baglh bir gruplanmanin olup olmadigini ve bunlarin birbirlerine
uzakliklarini belirlemek icin 6klid uzaklik parametresi kullanilarak kiimeleme analizi
gerceklestirilirken  ekzon  sayisti  ¢ok  fazla oldugu icin  1si-haritalar
gosterilmemektedir. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret

etmektedir (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. TTN geninde nonsense mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

3, 8-10, 14, 15, 17, 20, 21, 23-26, 28, 31, 33, 38, 39, 41, 44, 47, 49, 50,
52, 54, 57, 58, 60, 62, 63, 65, 66, 68, 71-73, 75-77, 81, 83-88, 91-94,
97, 98, 101, 102, 105, 108-114, 116-124, 127-135, 137-150, 152, 153,
) 155, 157-162, 164, 166, 167, 168, 171-177, 179, 180, 182-193, 195-
Kime I 197,200, 202-210, 212, 214-226, 228, 229, 231-236, 241-245, 247-
249, 251, 254-256, 258, 260, 261, 264, 266, 268, 270, 271, 274, 276,
278, 281, 283-287, 289, 292, 293, 296, 299, 300, 303, 312, 313, 315,
321, 323-325, 327, 329, 330, 333, 335, 336, 338, 340, 341, 343-346,
348, 355, 356, 358, 362
4,6,7,11-13, 16, 18, 27, 29, 30, 32, 34, -37, 40, 42, 43, 51, 53, 55, 56,
59, 61, 64, 67, 69, 70, 78, 79, 80, 89, 90, 95, 96, 99, 103, 104, 106,
Kiime 2 115, 227, 237-239, 246, 250, 252, 253, 257, 259, 262, 263, 267, 272,
273, 275, 271, 280, 288, 290, 291, 294, 297, 298, 301, 302, 304-311,
314, 316-320, 326, 328, 331, 332, 334, 337, 339, 347, 349-354, 357,
359, 360, 361, 363
) 2,5,19, 22,45, 46, 48, 74, 82, 100, 107, 125, 126, 136, 151, 154, 156,
Kime 3 163, 165, 169, 170, 178, 181, 194, 198, 199, 201, 211, 213, 230, 240,
2635, 269, 279, 282, 295, 322, 342, 364

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlari kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Genin Z diski igerisinde yer alan Ig bdlgesinde yer alan ekzonlar kiime II ve
[II’de yer almaktadir. Yine Z disk icerisinde yer alan Z tekrar bolgesinde kiime I
icerisinde yer alan genelde mutasyon ytikiiniin diisiik oldugu ekzonlar yer almaktadir.
Proksimal Ig bdlgesinde yer alan ekzonlar genelde kiime I icerisinde yer almis olup,
mutasyon yikleri diigliktiir. I bandi igerisindeki PEVK bdlgesinde yer alan
ekzonlarin cogu mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu kiime I igerisindeki ekzonlar yer
almaktadir. Yine I bandinda yer alan distal Ig bolgesinde bulunan mutasyonlarin
neredeyse tamami mutasyon ylikii en az olan ekzonlarin olusturdugu kiime I’den
olugmaktadir. A bandi igerisinde yer alan Ig-FN3 bolgelerinin ¢ogunu yliksek ve
ortalama mutasyon yliikiine sahip olan kiime II ve III icerisinde yer almaktadir. M
bandi igerisinde yer alan ve TK domaini olusturan ekzon 359 ortalama mutasyon
yiikiine sahip ekzonlarin bulundugu kiime II icerisinde yer almaktayken, genin C-
terminal kisminda bulunan Ig domainde yer alan ekzonlar da yine kiime II
icerisindedir. Tiim gende bakildiginda genin C-terminal kisminda 6zellikle protein-

protein etkilesiminden sorumlu bélgesinde mutasyon yogunlugunun oldukca fazla
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oldugu ekzonlar yer almaktadir (Tablo 4.12). TTN geninde gozlenen nonsense
mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise 37 ekzonu (ekzon 2, 5, 19, 22, 45,
46, 48, 74, 82, 100, 107, 125, 126, 136, 151, 154, 156, 163, 165, 169, 170, 178, 181,
194, 198, 199, 201, 213, 230, 240, 265, 269, 279, 282, 295, 342 ve 364) asiri
varyasyonel ekzonlar olarak tanimladi. Bu ekzonlarin ¢ogunlugu genin proksimal-

distal Ig ve PEVK bolgesinde yer almaktadir.

Toplam mutasyon sayist: TTN geninde 361 ekzonda missense, sinonim,
cergeve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 33011 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin ekzonlar tizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 81 mutasyon
ekzonlarda gozlendi. En fazla mutasyon sayis1 4353 ile ekzon 326’da gozlenirken, en
az mutasyon 4 ile ekzon 224’de saptandi (Sekil 4.14). Toplam mutasyon sayisi
bakimindan Z diski igerisinde yer alan Z tekrar bolgesinde ortalama 50 (min: 10,
maks: 107), Ig domaininde ortalama 60 (min: 25, maks: 83) mutasyon gozlendi. I
band1 igerisinde yer alan proksimal Ig domainde ortalama 91 (min: 6, maks: 1878),
PEVK domaininde ortalama 21 (min:4, maks: 388), distal Ig domaininde ise
ortalama 51 (min: 30, maks: 105) mutasyon oldugu saptandi. I bandinda proksimal Ig
boliimii icerisinde N2A ve N2B bolgeleri yer almaktadir ve bunlar sirasi ile iskelet ve
kalp kaslarinda ifade edilmektedirler. N2B bolgesi yalnizca ekzon 49 tarafindan
kodlanmakta olup 711 mutasyon goriiliirken, N2A bolgesi 102 ve 111. ekzonlar bu
alan1 kodlamakta olup, bu alanda ortalama 36 (min:6, maks:77) mutasyon vardir. A
band1 igerisinde Ig ve FN3 domain boélgesinde ortalama 2 (min:0, maks: 39)
mutasyon, M bandi igerisinde yer alan TK bolgesinde 1554 mutasyon (tek bir
ekzondan olusmakta), genin son kisminda Ig domainde ortalama 76 (min:29, maks:

171) mutasyon goriildii.
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Tablo 4.13. TTN geninde goriilen tim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine
gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglari ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

17, 114, 115, 117, 121, 124, 128-130, 138, 143, 146, 148, 150, 151,
) 155, 160, 164, 165, 175-177, 179, 180, 182-185, 187, 188, 190-192,
Kime 1 194,196, 197, 213, 215, 216, 218, 219, 224, 227, -229, 233, 238, 243,
249, 254, 255, 257, 260, 264, 267, 281, 283, 284, 285, 292, 321, 325,
329, 348, 353, 356, 358,
9-13, 15, 20, 23, 26-28, 32, 33, 35-38, 42-45, 47, 49, 52-55, 58, 59, 61,
64, 66-68, 70-72, 74-83, 85, 86, 88, 89, 90-, 96, 98, 99, 101-108, 110-
113, 116, 118, 119, 127, 131, 135, 140, 141, 144, 145, 152-154, 156,
Kiime 2 138, 161-163, 166, 167, 173, 178, 181, 186, 195, 206-208, 211, 212,
214, 217, 220, 222, 226, 231, 232, 234, 236, 237, 239, 241, 246, 247,
251-253, 258, 262, 263, 266, 270-, 272, 274-280, 289, 290, 293, 295,
297, 299, 301, 303, 305-309, 312, 313, 315, 318, 319, 326, 327, 330,
331, 334, 335, 336, 337, 340-342, 346, 350, 351, 360-364
3-8, 14, 16, 18, 19, 21, 22, 24, 25, 29-31, 34, 39, 40, 41, 46, 48, 50, 51,
56, 57, 60, 62, 63, 65, 69, 73, 84, 87, 91, 92, 97, 100, 109, 120, 122,
123, 125, 132-134, 136, 137, 139, 142, 147, 149, 157, 159, 168, 174,
189, 193, 199, 200, 202-205, 209, 210, 221, 223, 248, 259, 268, 273,
288, 291, 296, 298, 300, 302, 304, 310, 311, 314, 316, 317, 323, 332,
333, 338, 339, 343-345, 349, 355, 359
Kiime 4 2. 126, 169, 171, 172, 198, 201, 230, 240, 242, 244, 245, 250, 269,
282,294, 320, 322, 324, 352, 354, 357

Kime 5 170, 225, 256, 261, 265, 286, 287, 328, 347

Kiime I mutasyon yiikiinliin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime V’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Kiime 3
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Sekil 4.14. TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi

Ekzonlar arasinda toplam mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigmi ve bunlarin birbirlerine uzakliklarim1 belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi gerceklestirilirken ekzon sayis1 ¢ok fazla
oldugu icin 1s1-haritalar1 gosterilmemektedir. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 5
kiimenin varligina isaret etmektedir (Tablo 4.13). Genin Z diski icerisinde yer alan Ig
bolgesinde yer alan ekzonlar kiime I1I’de, Z disk igerisinde ve Z tekrar bolgesinde
yer alan ekzonlar kiime II ve III arasinda yer almaktadir. Proksimal Ig bolgesinde yer
alan ekzonlar genelde kiime II ve III icerisinde yer almakta ve yine yiikksek mutasyon

yiikiine sahip ekzonlar bu bolgededir.
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I band1 igerisindeki PEVK bolgesinde yer alan ekzonlarin ¢ogu kiime I, 1T ve
II" den olugmaktadir. Yine I bandinda yer alan distal Ig bolgesinde bulunan
mutasyonlarin neredeyse tamami mutasyon yiikii aza yakin olan ekzonlarin
olusturdugu kiime II’de yer alir. A bandi igerisinde yer alan Ig-FN3 bolgeleri
icerisinde diisiik mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer alsa da mutasyon yiikii en fazla
olan ekzonlarin bulundugu kiime V’deki ekzonlarin neredeyse tamami bu bdlgenin
igerisindedir. M bandi igerisinde yer alan TK domaini olusturan 359. ekzon kiime III
igerisinde, genin C-terminal kisminda bulunan Ig domainde yer alan ekzonlar da
kiime II igerisinde yer alir. Genin C-terminal kismina yakin bulunan Ig ve FN3
bolgesinde mutasyon yogunlugunun oldukga fazla oldugu ekzonlar yer almaktadir.
TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise gen
tizerindeki 128 ekzonu diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak
tanimlamaktadir. Bu ekzonlarin ¢ogunlugu genin distal Ig, PEVK ve C-terminal
kismina yakin bulunan Ig-FN3 bdlgelerinde yer almaktadir.

TTN geninde intron mutasyonlari: 77N geninde bulunan 360 introndan
toplamda 9247 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 26 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
48 ile intron-169’da, en az mutasyonun ise 6 ile intron 176 ve 191°de oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.15). Toplam mutasyon sayis1 bakimindan Z diski icerisinde
yer alan, Z tekrar bolgesinde ortalama 30 (min: 21, maks: 43), Ig domaininde
ortalama 32 (min: 21, maks: 39) mutasyon oldugu goriilmektedir. I bandi igerisinde
yer alan proksimal Ig domainde ortalama 27 (min: 10, maks: 47), PEVK domaininde
ortalama 24 (min:6, maks:48), distal Ig domaininde ise ortalama 26 (min:17,
maks:35) mutasyon oldugu gozlendi. I bandinda proksimal Ig boliimii igerisinde
N2A ve N2B bolgeleri yer almaktadir ve bunlar sirasi ile iskelet ve kalp kaslarinda
ifade edilmektedirler. N2B boélgesi yalnizca intron 49 tarafindan kodlanmakta olup
49 mutasyon goriiliirken, N2A bolgesi 102 ve 111. intronlar bu alan1 kodlamakta
olup bu alanda ortalama 30 (min:20, maks:34) mutasyon oldugu goézlendi. A bandi
icerisinde Ig ve FN3 domain bdlgesinde ortalama 25 (min:16, maks:36) mutasyon
oldugu gozlendi. Genin son kisminda bulunan Ig domainde ortalama 28 (min:22,

maks:33) mutasyon saptandi.
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Intronlar arasinda mutasyon yiikiine bagl bir gruplanmanm olup olmadigin
ve bunlarin birbirlerine uzakliklarimi belirlemek i¢in ©6klid uzaklik parametresi
kullanilarak kiimeleme analizi gergeklestirilirken intron sayisi ¢ok fazla oldugu icin
1s1-haritalar1 gosterilememektedir. Kiimeleme analizi intron arasinda 3 kiimenin
varligia isaret etmektedir (Tablo 4.14). Genin Z diski igerisinde yer alan Ig
bolgesinde ve Z tekrar bolgesinde yer alan intronlar kiime II ve III’de yer almaktadir
ve bu kiimeler mutasyon yiikiiniin fazla oldugu kiimelerdir. Proksimal Ig
bolgesindeki intronlar yliksek mutasyon ylikiine sahip kiime II ve III igerisinde yer
almaktadir. I band icerisindeki PEVK bdlgesinde yer alan intronlarin ¢ogu kiime II
ve III’ den olusmakta olup, mutasyon yiikleri olduk¢a fazladir. Yine I bandinda yer
alan distal Ig bolgesinde bulunan mutasyonlarin neredeyse tamami kiime 2 igerisinde

yer almaktadir.
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Sekil 4.15. TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde dagilim

A bandi igerisinde yer alan Ig-FN3 bolgelerinin c¢ogu kiime 2’den
olusmaktadir. Genin Ig domainde yer alan intronlar kiime 3 igerisinde yer almaktadir.
Tim gene bakildiginda genin C-terminal kismina yakin bulunan Ig ve FN3
bolgesinde mutasyon yogunlugu fazla intronlarin yer aldigi goriilmektedir. 77N
geninde go6zlenen tiim mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise gen

tizerindeki 128 intronu asir1 varyasyonel intron olarak tanimlamaktadir. Bu
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intronlarin  biiyilk kismi genin C-terminal kismina yakin protein-protein

etkilesiminden sorumlu olan Ig-FN3 bolgelerinde yer almaktadir.

Tablo 4.14. TTN geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde dagilimi.
Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi kiimeleme analizi sonuglar ile
olusan kiimeler ve bulunduklari intronlar

Kiimeler Intronlar

) 25, 48, 56, 71, 113, 114, 128, 136, 151, 158, 164, 176, 177, 178,

Kime I 180-182, 184, 185, 187-192, 194-196, 225, 236, 240, 248, 253, 260,
274, 281, 283, 286, 298, 305, 312, 324, 358, 359
2,5,7,9-14, 17-24, 26-32, 35, 36, 38, 39, 41, 42, 44, 45, 49-55, 57-
60, 62-66, 68-70, 72-76, 78-87, 91, 92, 94-102, 104, 105, 109-111,
115, 117-125, 129, 130-135, 137-139, 141, 143-150, 152, 153, 155-

Kiime 2 157,159, 160-163, 165-167, 173-175, 179, 183, 186, 197, 202, 207-
215, 217-224, 226-232, 235, 237, 238, 241-247, 249, 251, 252, 254,
256, 257, 259, 261-273, 275-280, 282, 284, 285, 287, 289-294, 296,
297, 299-304, 306-311, 313, 314, 316, 317, 320-323, 325-331, 333-
347, 349, 350, 352-355, 357, 360, 361, 363
3,4, 6,8, 15, 16, 33, 34, 37, 40, 43, 46, 47, 61, 67, 77, 88-90, 93,

Kime 3 103, 106-108, 112, 116, 126, 127, 140, 142, 154, 168-172, 193, 198-
201, 203-206, 216, 233, 234, 239, 250, 255, 258, 288, 295, 315, 318,
319, 332, 348, 351, 356, 362

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisik oldugu intronlari kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip intronlar yer almaktadir.

PCoA analizi: TTN geni ekzon sayisinin fazla olmasindan kaynakli olarak

PCoA analizi gergeklestirilemedi.

Faktor (PCA) analizi: TTN geni iizerinde ekzonlar lizerinde gdzlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafiginde gen tiizerinde belirgin bir grup
bulunmamaktadir. Fakat diger analizlerde de desteklendigi gibi genin C-terminal
kismina yakin yerde bulunan PEVK, distal Ig ve Ig-FN3 boélgelerini kapsayan
bolgede mutasyon yiikiinlin belirgin sekilde yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil
4.16).
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Sekil 4.16. TTN geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen

Faktor (PCA) analizi

4.2. Fonksiyonel Mekanizmalardan Sorumlu Proteinlerin Sentezlendikleri

Genler

Faktoér Skor 2 (%20)

4.2.1 Enzimatik Aktivite Mekanizmasi

4.2.1.1. MTM1 Geni

MTMI geni X kromozomda yer alir, 15 ekzona sahip ve 104,546 baz
uzunlugundadir. MTM1 geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan
ve literatiirden toplamda 590 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 323 tanesi
ekzon, 267 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bdolgelerine ait mutasyonlarda
187 degisim ile en c¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 72 degisim ile

sinonim, 38 indel ile ¢erceve kaymasi ve 26 degisim ile stop kodonu mutasyonlari

izledi (Tablo 4.15).
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Tablo 4.15. MTM1 geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayicr istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
say1s1 say1s1
Missense Mutasyon 187 13,36 4 27
Sinonim Mutasyon 72 5,14 1 10
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 38 2,71 0 6
Nonsense Mutasyon 26 1,85 0 3
Intron Bélgesi Mutasyonlari 267 20,54 14 28

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ckzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

MTM]I geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: MTMI1 geni ilizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 2
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17). Hem ekzonlar hem de intronlarda
ikinin iizerinde herhangi bir mutasyon sayisina higbir pozisyonda rastlanmadi. Gen
lizerinde ayni pozisyonda gozlenen mutasyonlarin outlier/asirt gbézlem olup
olmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen analizler hem intron bdlgesi hem de
ekzon bolgesi i¢in asir1 mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Analizler
ayni pozisyonda gbzlenen 2 ve iistli mutasyonlarin asir1 varyasyonel olduguna isaret
etmektedir. Analizlere gére ayni pozisyonda tekil mutasyon gosteren 7 ekzon (ekzon
2, 3,4, 8 9, 11 ve 13) bolgesi varken, ayni pozisyonda 2 mutasyonun/asiri
varyasyonel bolgenin goézlendigi 8 ekzon (ekzon 5, 6, 7, 9, 10, 12, 14 ve 15)
bulunmaktadir (4.17a). Bu ekzonlar mutasyon gerceklesme olasiligi bakimindan
hotspot pozisyonlar iceren ekzonlardir. Genin baslangi¢ bolgesinden 5. ekzona kadar
olan bolgede aym baz pozisyonda tekil mutasyonlarin dominant oldugu
goriilmektedir. Ekzonlarda asir1 varyasyonel pozisyonlarin genin PTP domaininde
fazla oldugu goriilmektedir. intron bolgelerinde aym pozisyonda mutasyon olma
olasilig1 bakimindan hotspot bolgelerin 9 intronda (intron 3, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 13 ve
14) yogunlastigi goriilmektedir (4.17b). Ayn1 pozisyonda yalmzca tekil
mutasyonlarin gozlendigi 5 intron bolgesi bulunmaktadir (intron 2, 5, 7, 9 ve 11).

Hotspot pozisyon varlig1 bakimindan intronlarda durumun ekzonlara goére daha fazla
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oldugu ve gen boyunca da daha homojen bir dagilim gosterdikleri goriilmektedir

(Sekil 4.17b).
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Sekil 4.17. MTM1 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.1.1.1. MTM1 Geni Ekzon ve intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk
Dagilimlan

MTM]1 geni X kromozomda yer alir, 15 ekzona sahip ve 104,546 baz
uzunlugundadir. Gen iizerinde yer alan 15 ekzondan ekzon 1 kodlama yapmadig1 i¢in
bu gen bolgesindeki veriler analizlerde kullanilmadi. Calisma kapsaminda genin 14
ekzonunda gozlenen missense, sinonim, nonsense, ¢er¢eve kaymasi: mutasyonlar: ve
tim intronlarda go6zlenen mutasyonlar ele alinarak analizler gergeklestirildi.
Calismada MTM1 geninde ekzon wuzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda
gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir korelasyon

vermistir (Corpearson: 0.83, n: 14, P: 0.00).

Missense mutasyonlar: MTM1 geninde 15 ekzonda toplam 187 missense
mutasyon saptandi. Mutasyonlarin ekzonlar lizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 13 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense mutasyon 27 ile
ekzon 15°de en az mutasyon ise 4 ile ekzon 2’de goriilmektedir (Sekil 4.18a).

Missense mutasyon sayist bakimindan PH-GRAM domaininde ortalama 6 (min: 4,
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maks: 8), RID domainde ortalama 16 (min: 7, maks: 24), PTP domaininde ortalama
14 (min: 8, maks: 20), SID + CC domaininde ise ortalama 21 (min: 16, maks: 27)

mutasyon oldugu gozlendi.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarint belirlemek i¢in oklid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.18b). L. kiime mutasyon ylikiiniin az oldugu 7 ekzondan (ekzon 2-7, 12) olusurken,
II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 7 ekzondan (ekzon 8-11, 13-15)
olusmaktadir. 1. kiimede agirlikli olarak substrata baglanmadan sorumlu olan PH-
GRAM ekzonlar1 yer alirken, II. kiimede katalik kisim olan PTP ve protein-protein
etkilesiminden sorumlu allosterik kontrol bolgeleri olan SID ve CC domainlerinde
yer alan ekzonlar bulunmaktadir. Isi-harita analizi ekzonlar arasinda uzaklik
bakimindan birinci grupta yer alan 2. ve 3. ekzonlar ile ikinci grupta yer alan 9., 11.,
14. ve 15. ekzonlarin 6n plana ¢iktigin1 gostermektedir. Missense mutasyon yiikii

bakimindan en sicak ekzonlarin ekzon 9 ve C-terminal uca yakin yer alan ekzon 15

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.18. MTM1 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.
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Missense mutasyon yiikk dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik
olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.18a). Kiimeleme analizi genin C-terminal
kismina yakin yer alan 8.-15. ekzonlarin (12. ekzon harig) hotspot bolgeler olduguna
isaret etmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bolgeler gozlenmezken, en
diisiik mutasyon yogunlugunun ekzon 2 ve 3’te oldugu goriilmektedir. Mutasyon
yogunlugunun en fazla oldugu kisim genin de biiyiik bir boliimiinii olusturan PTP
domainiyken, PH-GRAM domainde PTP domaine nazaran daha az mutasyon oldugu
gorilmektedir. PTP igerisinde yer alan ve katalitik aktiviteden sorumlu ekzon 11°de
20 missense mutasyon ve bu ekzonun etrafinda yer alan ekzon 9, 10, 13 ve 14’de
mutasyon sayisinin 20’nin iizerinde oldugu goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda
mutasyon yogunlugunun genin C-terminal uca dogru yogunlastigi ekzon 15°de ise en
yiiksek seviyeye ulastigi goriilmektedir. Bu bolgeler enzimin caligsma kinetiginden
sorumlu protein-protein etkilesimlerinin gergeklestigi allosterik kontrol bdlgelerini
icermektedir. MTM1I geninde gozlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen
outlier analizi sadece ekzon 15’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon

olarak tanimlamaktadir.

Sinonim mutasyonlar: MTM1 geninde 15 ekzonda toplamda 72 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 5 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken, en fazla sinonim
mutasyon 10 ile ekzon 10 ve 11°de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 2’de
goriilmektedir (Sekil 4.19a). Sinonim mutasyon sayisi bakimindan PH-GRAM
domaininde ortalama 4 (min: 1, maks: 7), RID domainde ortalama 4 (min: 2, maks:
7), PTP domaininde ortalama 7 (min: 2, maks: 10), SID + CC domaininde ise
ortalama 6 (min: 4, maks: 8) mutasyon oldugu gdzlendi. Oklid uzaklik parametresine
gore gerceklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret
etmektedir (Sekil 4.19). 1. kiimeyi mutasyon yiikiiniin az oldugu 7 ekzon (ekzon 2-4,
7,9, 12 ve 13), II. kiimeyi 5 ekzon (ekzon 5, 6, 8, 14 ve 15) ve en yiiksek mutasyon
yiikiine sahip olan ekzonlarin yer aldig: III. kiimeyi ekzon 10 ve 11 olusturmaktadir.
Bu kiimelerin gen iizerindeki domainlerde dagilimina bakildiginda birinci kiimede
agirlikli olarak substrata baglanmadan sorumlu olan PH-GRAM domaininde bulunan

ekzonlarin yer aldig1 goriilmektedir (Sekil 4.19b). I1. kiimede PTP ve protein-protein
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etkilesiminden sorumlu allosterik kontrol bolgeleri olan SID ve CC domainlerinde
yer alan ekzonlar yer almaktadir. III. kiime PTP domaini igerisinde fostafaz
aktiviteden sorumu olan ekzon 11’1 ve onun hemen bitisiginde bulunan ekzon 10’u
icermektedir. Is1 haritasina bakildiginda I. kiimede en farkli ekzonun ekzon 2 oldugu,
II. kiimede ekzon 15’in, ii¢lincii kiimede yer alan ekzon 10 ve 11’in ise belirgin

sekilde gendeki en farkli ekzonlar oldugu goriilmekte (Sekil 4.19b).

Kiimeleme analizi gen {lizerinde mutasyon yogunluguna bagli ii¢ ekzon tipinin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.19b). Sinonim mutasyonlar bakimindan
kiimeleme analizi ekzon 10 ve 11’1 I. derece hotspot bolge, ekzon 5-8 (7 haric),
ekzon 14-15 arasini ise II. derece hotspot bdlge olarak saptadi. Analizin onerdigi I.
derece hotspot bolgeler enzimin PTP boélgesinde yer alan ve fosfataz aktivitesinden
sorumlu ekzon 11 ve yakinindaki ekzon 10’dur. Bu degeri sirasiyla 8 mutasyon ile
ekzon 15, 7 mutasyon ile ekzon 6, 8, ve 14 takip etmektedir. Genel olarak sinonim
mutasyon Yyiikiinin PTP domainde yogunlagtigi goriilmektedir. Gergeklestirilen
outlier/asirt gézlem analizi ise gen iizerinde mutasyon yogunlugu bakimindan diger

ekzonlardan belirgin fark gosteren bir ekzonun varliina isaret etmemektedir.
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Sekil 4.19. MTM1 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.
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Cerceve kaymast mutasyonlart: MTM1 geninde 15 ekzonda toplamda 38
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Cergeve kaymasindan sorumlu insersiyonlarin
ve delesyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 3
nonsinonim mutasyonun ekzonlarda gozlendigi en fazla indelin 6 ile ekzon 8’de en
az indelin ise 1 ile ekzon 7 ve 15°de oldugu ekzon 2 ve 3’te ise hi¢ indelin olmadig:
goriilmektedir (Sekil 4.20a). Indel sayisi bakimindan PH-GRAM domaininde
ortalama 2 (min: 0, maks: 3), RID domainde ortalama 4 (min: 1, maks: 6) PTP
domaininde ortalama 4 (min: 3, maks: 4), SID + CC domaininde ise ortalama 2 (min:
7, maks: 8) indelin oldugu goézlendi. Ekzonlar arasinda ¢erceve kaymasi mutasyon
yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.20b). 1. kiime tiimii PTP bolgesinde ekzon 11 etrafinda bulunan 8.,9., 11. ve
12. ekzonlardan olusurken, geri kalan 10 ekzon ise II. ekzon kiimesini
olusturmaktadir. Ekzonlar arasi indel yiikiine bagli uzaklig1r gdsteren 1si-haritasi I.
grupta 8. ve 9. ekzonlari, II. grupta ise 7. ve 15. ekzonlarin birbirlerine en uzak

ekzonlar oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.20. MTM1 geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
iizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gdre ekzonlar aras1 kiimeleme
analizi ve 1s1-haritas1 (b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Kiimeleme analizi ¢er¢eve kaymasi mutasyonlari bakimindan gen iizerinde

ekzon 8-12 (ekzon 10 harig) olusan bir hotspot bdlgenin varligina isaret etmektedir

108



(Sekil 4.20b). Gen iizerinde en ¢ok indel 6 ile ekzon 8’de goriiliirken bunu 5 indelle
ekzon 9 takip etmektedir. Genin PTP bdlgesinde bas ve orta kisimlarda yogunlastigi
goriilen indellerin N-terminal uca yakin gozlenmedigi, C-terminal kisma dogru ise
azaldig goriilmektedir. Cergeve kaymasi mutasyonlar1 bakimindan PTP domaindeki
mutasyon yogunlugunun PH-GRAM domaine gore fazla oldugu ve PTP domainin
baslamasiyla indellerin aniden pik yaptigi goriilmektedir. indellerin PTP domain
igerisinde Ozellikle katalitik kismi igeren ekzon 11 ve onun yakininda yer alan ekzon
8, 9 ve 12’de yogunlastifi, C-terminal uca dogru kademeli olarak azaldigi
goriilmektedir. Cergeve kaymasindan sorumlu indeller ile gergeklestirilen
outlier/agirt gézlem analizi gen iizerinde sadece ekzon 8’1 hotspot bdlge olarak

tanimlamaktadir.

Nonsense mutasyonlar: MTM1 geninde 15 ekzonda toplamda 26 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 2 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun 3 ile ekzon 3, 9, 12, 13°de, en az nonsense mutasyonun 1 ile ekzon 5, 7,
10 ve 15°de oldugu ekzon 6’da ise hi¢ nonsense mutasyonun olmadigi goriilmektedir
(Sekil 4.21). Stop kodonu olusturan nonsense mutasyon sayisi bakimindan PH-
GRAM domaininde ortalama 2 (min: 0, maks: 3), RID domainde ortalama 2 (min: 1,
maks: 3) PTP domaininde ortalama 2 (min: 1, maks: 3), SID + CC domaininde ise
ortalama 2 (min: 1, maks: 3) nonsense mutasyonun oldugu goézlendi. En yiiksek stop
kodon mutasyonunun goriildiigii ekzonlar 3 mutasyon ile 3, 9, 12 ve 13. ekzonlardur.
Bunlar sirasiyla 2 mutasyon ile 2, 4, 8, 11 ve 14. ekzonlar takip etmektedir. PTP
domainde PH-GRAM domaine gore nonsense mutasyon yogunlugunun fazla oldugu
goriilmektedir. Ekzonlar arasinda nonsense mutasyon yiikiine bagli belirgin bir
gruplanmanin ve hotspot olarak Onerilebilecek bir bolgenin olup olmadigim
belirlemek amaciyla kiimeleme analizi gergeklestirildi. Kiimeleme analizi gen
tizerinde ekzonlar arasi bir gruplanmaya ve bir hotspot bolge varligina isaret
etmemektedir (Sekil 4.21). Ancak nonsense mutasyonlarda genin bas bdlgelerinde
goriilecek stop kodonu olusumlarinin  yikiciligmin  daha fazla olacagi

diisiiniildiiglinde olas1 hotspot ekzonlarin en fazla mutasyonun goriildiigii ekzon 3 ve
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9 olma olasilig1 yiiksektir. Nonsense mutasyonlarla gerceklestirilen outlier analizi

gen bolgesi icin herhangi bir hotspot ekzon varligina isaret etmemektedir
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Sekil 4.21. MTM 1 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilim1

Toplam mutasyon sayisi: MTMI geninde 15 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 323 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 23
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 37 ile ekzon 15°de,
en az mutasyonun ise 7 ile ekzon 2°de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.22a). Toplam
mutasyon sayist bakimindan PH-GRAM domaininde ortalama 14 (min: 7, maks: 18),
RID domainde ortalama 26 (min: 11, maks: 35), PTP domaininde ortalama 27 (min:
17, maks: 36) SID + CC domaininde ortalama 31 (min: 26, maks: 37) mutasyonun
oldugu gozlendi. Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak
bir gruplanmanin olup olmadigim belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.22b). 1. kiime
ekzon 2-7 ve 12’yi kapsamakta ve PH-GRAM bdlgesinin tiimiinii ve PTP’nin bastan
iki ve 12. ekzonunu igermektedir. II. kiime tiimii PTP-SID+CC bolgelerini icerecek

sekilde ekzon 8-11, 13-15’1 kapsamaktadir. Ekzonlar aras1 mutasyon yiikiine bagli
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uzaklig1 gosteren 1si1-haritasi I. grupta 2., 3. ve 7. ekzonlarin, II. grupta ise 9., 11. ve

15. ekzonlarin birbirlerine en uzak ekzonlar oldugunu gostermektedir (Sekil 4.22b)

Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzon 8-15°1 (12 harig) kapsayan bir hotspot
bolgenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.22b). Bu bolge igerisinde en yiiksek
mutasyon sayist 37 ile ekzon 15°de goriiliirken, bunu 36 mutasyon ile ekzon 11 ve 35
mutasyon ile ekzon 9 takip etmektedir. Toplamda elde edilen 323 mutasyonun 94’
SID+CC domainde, 82’si PTP domainde, 79’u RID domainde ve 68’1 de PH-GRAM
domainde yer almaktadir. Genin PH-GRAM kisminda mutasyon yiikii ekzon 2’den
baslayarak ekzon 5’¢ kadar yiikselme egilimi gosterirken, PTP bdlgesinin de
baslangici olan ekzon 6’da ve 7’de azalma ve ekzon 8’den itibaren ani bir mutasyon
yiik artis1 goriilmektedir. SID + CC bdlgelerini iceren C-terminal kisma dogru ise
mutasyon yiikiiniin hizli bir artis gdsterdigi goriilmektedir (Sekil 4.22a). Toplam
mutasyon sayisi ile gerceklestirilen outlier/asir1 gézlem analizi gen tizerinde sadece

ekzon 15’1 hotspot bolge olarak tanimladi.
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Sekil 4.22. MTM1 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gdre ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

MTM]1 geninde intron mutasyonlari: MTM1 geninde bulunan 14 introndan
toplamda 267 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina

bakildiginda ortalama 20 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
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28 ile intron 3, 6, 14’de, en az mutasyonun ise 14 ile intron 5 ve 11’de oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.23a). Mutasyon sayisi bakimindan PH-GRAM domaininde
ortalama 22 (min: 14, maks: 28), RID domainde ortalama 19 (min: 15 maks: 25),
PTP domaininde ortalama 18 (min: 14, maks: 26), SID + CC domaininde ise

ortalama 22 (min: 16, maks: 28) mutasyonun oldugu gozlendi.
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Sekil 4.23. MTM1 geninde gdzlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gdre intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar: isaret etmektedir.

Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.23b). 1. kiime, ekzon 1-7 ve 12’yi kapsamakta ve
PH-GRAM bélgesinin tiimiinii ve PTP’nin bagtan iki ve 12. ekzonunu i¢ermektedir.
II. kiime tiimii PTP-SID+CC bodlgelerini igerecek sekilde ekzon 8-11, 13-15°1
kapsamaktadir. Intronlar arasinda mutasyon yiikiine bagl uzakligi gdsteren 1si-
haritas1 I. grupta 3., 6. ve 14. intronlar ile II. grupta 5., 7., 10. ve 11. intronlarin
birbirlerine en uzak intronlar oldugunu gostermektedir (Sekil 4.23b). Kiimeleme
analizi gen lizerinde PH-GRAM ve PTP-SID + CC bolgelerine yayilmis bir hotspot
bolge varligina isaret etmektedir (Sekil 4.23b). Bu bolge igerisinde intron 4 ve 5 ile
intron 9 ve 11 arasinda mutasyon yogunlugunun diger bolgelere gore oldukga diisiik

oldugu goriilmektedir. Toplam mutasyon sayist ile gerceklestirilen outlier/asir
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gozlem analizi gen iizerinde intronlar bazinda bir hotspot intron bdlgesi

Onermemektedir.

PCoA analizi: MTM1 geninden tim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon
cesidi (missense, sinonim, c¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA
analizi gen icerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
goriilmektedir. Analiz gen igerisinde bes grubun olduguna isaret etmektedir (Sekil
4.24). Analiz 12. ve 13. ekzonlar ayr1 ayr1 bir grup olarak ele alirken, ekzon 2-7’yi
bir grup, ekzon 8-10-11 ve 9, 14, 15’1 ayr1 bir grup olarak ele almaktadir. Ekzon 2-7
grubu en az mutasyon ylikiine sahip ekzonlar olup PH-GRAM ve PTP domainin bas
kismint olusturmaktadirlar. Ekzon 12 ve 13 ile 14 ve 15 ise protein-protein
etkilesimlerinden ve allosterik kontrolden sorumludur. PTP bdélgesinde yer alan
ekzon 11 ve etrafindakilerin ise proteinin katalitik bolgesini olusturup enzimin

fosfataz aktivitesinden sorumludurlar.

MTM1 Principial Coordinates (PCo0A)
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Sekil 4.24. MTM geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile gerceklestirilen
PCoA analizi.

Faktor (PCA) analizi: MTM1 geni lizerinde ekzonlar lizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif

olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
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ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen lizerinde 4 adet grup
bulunmaktadir. Ekzon 15 tek basina diger iki gruptan uzakta yerleserek farkli bir
grup olustururken; ekzon 9, 13 ve 14. ikinci grubu; ekzon 2, 3, 4 ve 12 {igiincii grubu;
diger kalan tiim ekzonlar da ayr1 bir grup olusturmaktadir (Sekil 4.25). Faktor (PCA)
analizi PH-GRAM ve PTP bolgeleri arasinda belirgin bir farklilik gozlenmezken,
SID + CC bolgesini kapsayan C-terminal uca yakin bolge mutasyon yiikii
bakimindan digerlerinden farkli bir grup olusturmaktadir. Faktor (PC) analizine gore
gen lizerinde baz degisim egilimi bakimindan I. derece hotspot bolge ekzon 15 iken

II. derece hotspot bolge ise ekzon 9, 13 ve 14’diir.
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Sekil 4.25. MTM1 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PC) analizi.

4.2.1.2. DNM?2 Geni

DNM?2 geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 1380 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 660 tanesi
ekzon, 720 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bélgelerine ait mutasyonlarda
355 degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken, bunu 293 degisim ile
sinonim, 10 indel ile gerceve kaymasi ve 2 stop kodonu mutasyonu izledi (Tablo

4.16).
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Tablo 4.16. DNM?2 geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayicr istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayist sayist
Missense Mutasyon 355 16,13 1 50
Sinonim Mutasyon 293 13,31 1 31
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 10 0,4 0 2
Nonsense Mutasyon 2 0,09 0 2
Intron Bélgesi Mutasyonlari 720 33,4 11 64

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagina diigen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

DNM?2 geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: DNM?2 geni ilizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 5
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.26). Gen {izerinde ayni pozisyonda
gbzlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gézlem olup olmadigint belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bolgesi igin asiri
varyasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Anaizler ayni pozisyonda
gozlenen 2 ve iistii mutasyonlarin asirt mutasyonel olduguna isaret etmektedir. Buna
gore ayni pozisyonda 2 mutasyonun gozlendigi 15 ekzon bulunurken, aym
pozisyonda 3 mutasyonun goézlendigi 3 ekzon (ekzon 7, 11, ve 21) bulunmaktadir
(Sekil 4.26a). Gen lizerinde ayn1 pozisyonda 2 mutasyonun gozlendigi ekzonlar gen
tizerinde homojene yakin bir dagilim gostermektedir. Bu ekzonlar mutasyon
gerceklesme olasiligr bakimindan hotspot ekzonlardir. Ekzonlarda asir1 varyasyonel
pozisyonlarin genin orta ve GED domaininde fazla oldugu goriilmektedir. Intron
bolgelerinde ayni pozisyonda mutasyon olma olasiligi bakimindan hotspot bdlgeler
gen lizerinde homojen bir dagilim gdstermektedir. Ayni pozisyonda 2 mutasyonun
gozlendigi ekzonlar gen {lizerinde homojen bir sekilde dagilim gosterirken, 3
mutasyonun gozlendigi 5 intron (intron 1, 13, 15, 17 ve 18), 5 mutasyonun gorildiigii
1 intron bolgesi (intron 5) saptandi. Aymi pozisyondaki tekil mutasyonlar tim
intronlar iizerinde goriilmektedir (Sekil 4.26b). Intronlarda asir1 varyasyonel

pozisyonlarin GTPaz, PH ve PRD domaininlerde fazla oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.26. DNM?2 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.1.2.1. DNM2 Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

DNM?2 geni 19. kromozomda yer alir, 22 ekzona sahip ve 113,825 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 22 ekzonunda gozlenen missense,
sinonim, nonsense, cerceve kaymasi mutasyonlari ve tim intronlarda goézlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi. Calismada DNM?2 geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gergeklestirilen korelasyon analizi bu iki

degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermistir (Corpearson: 0.78, n: 22, P: 0.00).

Missense mutasyonlar: DNM2 geninde 22 ekzonda toplam 355 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 16 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 50 ile ekzon 21°de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 9 ve 15°de
goriilmektedir (Sekil 4.27a). Missense mutasyon sayist bakimindan GTPaz
domaininde ortalama 12 (min: 9, maks: 20), orta domainde ortalama 13 (min: 1,
maks: 21), PH domaininde ortalama 10 (min: 5, maks: 17), GED domaininde
ortalama 29 (min: 16, maks: 20), PRD domainde ise ortalama 33 (min: 16, maks:

50) mutasyon oldugu gozlendi.
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Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin oklid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varhiina isaret etmektedir (Sekil
4.27b). 1. kiime mutasyon yiikiiniin az oldugu 19 ekzondan olusurken, II. kiime
mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 3 ekzondan (ekzon 7, 20 ve 21) olusmaktadir. 1.
kiimede genin biitlin bdlgelerinde yer alan ekzonlar yer alirken, II. kiimede yer alan
ekzonlar ise genin regiilasyonundan sorumlu olan orta domain, GED domain ve
protein-protein etkilesiminin yaninda allosterik kontrolden de sorumlu olan, genin C-

terminal kisminda bulunan PRD domainde goriilmektedir.
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Sekil 4.27. DNM?2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Missense mutasyon yiikk dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik
gostermemektedir. Kiimeleme analizi genin N-terminal bolgesine yakin olan ekzon 7
ve C-terminal bolgesine yakin olan 20 ve 21. ekzonlari hotspot bolgeler olarak
hesaplamigtir (Sekil 4.27b). Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bolgelere
rastlanmazken, ekzon 9 ve 15’in en diisiik mutasyon yogunluguna sahip ekzonlar
oldugu goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin C-
terminal uca dogru yogunlastig1 ekzon 20 ve 21°de ise en yiiksek seviyeye ulastig
gorilmektedir. Bu bolgeler de protein-protein etkilesiminden sorumlu olan ekzonlari

icermektedir. DNM?2 geninde gozlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen
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outlier analizi ise ekzon 20 ve 21’1 diger ekzonlardan farkli asir1 varyasyonel ekzon

olarak tanimlamaktadir.

Sinonim mutasyonlar: DNM2 geninde 22 ekzonda toplamda 293 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 13 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken, en fazla
sinonim mutasyon 31 ile ekzon 21’de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 15’de oldugu
gorilmektedir (Sekil 4.28a). Sinonim mutasyon sayist bakimindan GTPaz
domaininde ortalama 14 (min: 6, maks: 27), orta domainde ortalama 11 (min: 1,
maks: 21), PH domaininde ortalama 10 (min: 9, maks: 13), GED domaininde ise
ortalama 18 (min: 16, maks: 20), PRD domainde ortalama 20 (min: 10, maks: 31)

sinonim mutasyon oldugu gézlendi.
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Sekil 4.28. DNM?2 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Oklid uzaklik parametresine gore gergeklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar
arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.28b). I. kiime mutasyon
yiikiiniin az oldugu 14 ekzondan olusurken, II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu
8 ekzon bolgesi olugsmaktadir. Bu kiimelerin gen lizerindeki domainlerde dagilimina

bakildiginda I. kiimede yer alan ekzonlarin hemen hemen tliimiiniin domainlere
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dagilmis sekilde oldugu goriiliirken, II. kiimede PH domain haricinde biitiin
bolgelerde mutasyon goriilmektedir. Isi-haritasina bakildiginda ekzon 21’in
digerlerinden farkli oldugu gorilmektedir (Sekil 4.28b). Ekzonlarda sinonim
mutasyon sayist 31 ile gen iizerindeki en yiliksek degerdir. Genel olarak sinonim
mutasyon yiikiinin PRD domainde yogunlastigi, PH domaininde mutasyon
yogunlugu fazla olmasina ragmen hotspot bolge saptanmamistir. Sinonim
mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier/asiri gozlem analizi ise gen iizerinde
mutasyon yogunlugu bakimindan ekzon 21’in diger ekzonlardan belirgin olarak

farkli olduguna isaret etmektedir.

Cerceve kaymasit mutasyonlari: DNM2 geninde 22 ekzonda toplamda 10
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. En fazla indelin 2 ile ekzon 17 ve 22’de
oldugu goriiliirken, gen iizerinde ¢ogunlukla indel gozlenmemistir (Sekil 4.29a). En
cok indel PH ve GED domainde goriilmektedir. Ekzonlar arasinda ¢ergeve kaymasi
mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin olup olmadigini belirlemek igin
gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.29). 1. kiime tiimii GTPaz ve orta domainin bir kismini igceren bolgeyi

igerisine almaktadir ve bu bolgede hi¢ mutasyon goriillmemektedir.
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Sekil 4.29. DNM2 geninde cer¢ceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi. Kirmizi boyali noktalarla hotspot ekzonlar1 gosterilmistir (a).
Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.
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Kiimeleme analizi ¢er¢eve kaymasi mutasyonlari bakimindan gen iizerinde
11.-22. (ekzon 13, 15, 19, 20 hari¢) ekzonlardan olusan bir hotspot bdlgenin varligina
isaret etmektedir (Sekil 4.29b) Gen iizerinde en ¢ok indel 2 ile ekzon 17 ve 22°de
gortliirken bunu 1 indelle ekzon 11-12-14-16-18 ve 21 takip etmektedir. Genin orta,
PH, GED ve PRD bolgesinde mutasyonlarin yogunlastigi ve N-terminal uca yakin
bolgelerde hi¢ indele rastlanmadi. Indellerin fosfoinisotolleri taniylp baglanan PH
domainin igerisindeki 16, 17 ve 18. ekzonlarda ve GED-PRD domain igerisinde
ozellikle allosterik kontrolden sorumlu kismi igeren ekzon 21 ve 22’de yogunlastigi
goriilmektedir. Cerceve kaymasi mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier/asirt gézlem
analizi ise gen ilizerinde mutasyon yogunlugu bakimindan diger ekzonlardan belirgin

fark gosteren bir ekzonun varligina isaret etmemektedir.

Nonsense mutasyonlar: DNM2 geninde 22 ekzonda toplamda 2 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi ve bu mutasyonlar da yalnizca
PH domain igerisinde yer alan ekzon 16’da yer aldigi goriildii. Ekzonlar arasinda
nonsense mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin ve hotspot olarak
onerilebilecek bir bolgenin olup olmadigini belirlemek amaciyla kiimeleme analizi
gerceklestirildi. Kiimeleme analizi gen lizerinde ekzonlar aras1 bir gruplanmaya ve
bir hotspot bolge varligina isaret etmemektedir. Ancak en fazla mutasyonun
gorildiigli ekzon 16’nin olma olasiligi yiiksektir. Nonsense mutasyonlarla
gerceklestirilen outlier analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir hotspot ekzon varligina

isaret etmemektedir.

Toplam mutasyon sayisi: DNM?2 geninde 22 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 660 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 30
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 82 ile ekzon 21°de,
en az mutasyonun ise 2 ile ekzon 15’de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.30a). Toplam
mutasyon sayist bakimindan GTPaz domaininde ortalama 27 (min: 16, maks: 41),
orta domainde ortalama 25 (min: 6, maks: 46), PH domaininde ortalama 23 (min: 17,
maks: 31) GED domaininde ortalama 47 (min: 36, maks: 58), PRD domaininde
ortalama 55 (min: 28, maks: 82) mutasyonun oldugu goézlendi. Ekzonlar arasinda

gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir gruplanmanin olup olmadigini
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belirlemek amaciyla gergeklestirilen kiimeleme analizi gen iizerinde 2 kiimenin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.30b). 1. kiime ekzon 1, 2, 5, 8, 9 12-17den
olusmakta ve GTPaz domainin 1., 2., ve 5. ekzonunu, orta domainin ise 8., 9., ve 12-
15. ekzonlarin1 kapsamaktadir. I. kiimede mutasyon yiikiiniin az oldugu ekzonlar yer

almaktayken, II. kiimede mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzonlar yer almaktadir.

Ekzonlar aras1 mutasyon yiikiine bagli uzaklig1 gosteren 1si-haritas1 1. grupta
1., 9., 14 ve 15. ekzonlarin, II. grupta ise 18 ve 22. ekzonlarin birbirlerine
digerlerinden en uzak ekzonlar oldugunu gostermektedir (Sekil 4.30b). Kiimeleme
analizi gen lizerinde ekzon 21’1 I. derece hotspot bolge olarak isaret etmektedir (Sekil
4.30b). Toplamda elde edilen 660 mutasyonun yaklasik 250’si orta domainde yer
alirken, 136°s1 GTPaz domainde, 110’u PRD domainde yer almaktadir. Genin GTPaz
kisminda mutasyon yiikii ekzon 1’den baslayarak ekzon 5’e kadar yilikselme egilimi
gosterirken, ekzon 5’de diisme gozlenmektedir. Orta bolgesinin baglangici olan
ekzon 6’da ve 7°de mutasyon yiikiinde artma gozlenirken, 8. ekzonda azalma
gozlendigi ve ekzon 9’da ani sekilde diistiigli gozlenmektedir. PH ve GED domainin
igcerisinde yer alan ekzon 16 ve 20 arasinda yine artis gozlenmekte ve ekzon 21°de
mutasyonun pik yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4.30a). Outlier/asir1 gézlem analizi gen

tizerinde sadece ekzon 21°1 hotspot bolge olarak tanimladi.
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Sekil 4.30. DNM?2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.
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DNM?2 geninde intron mutasyonlart: DNM2 geninde bulunan 21 introndan
toplamda 702 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 33 mutasyonun intronlarda gézlendigi, en fazla mutasyonun
64 ile intron 15°de, en az mutasyonun ise 11 ile intron 21°de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.31a). Mutasyon sayist bakimindan GTPaz domaininde ortalama 32 (min: 21,
maks: 40), orta domainde ortalama 39 (min: 27 maks: 64), PH domainde ortalama 30
(min: 27, maks: 33), GED domaininde ise ortalama 28 (min: 23, maks: 33)
mutasyonun oldugu gozlendi. Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir
gruplanmanin olup olmadigini belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen lizerinde 2 kiimenin varlifina isaret etmektedir (Sekil 4.31b). 1. kiime
intron 13 ve 15 disindakileri kapsamaktadir. 1. kiime mutasyon yiikiiniin az oldugu
ekzonlardan olugmaktayken, II. kiimede mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzonlar
yer almaktadir. Intronlar arasinda mutasyon yiikiine bagh uzakhigi gosteren 1si-
haritas1 1. grupta 4., 20., 21. intronlar digerlerine en uzak intronlar oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.31). Kiimeleme analizi gen lizerinde orta ve PRD domainler
icerisinde yer alan bir hotspot bdlge varligina isaret etmektedir (Sekil 4.31b). Intron
4 ve 21°’de mutasyon yogunlugunun diger bolgelere gore oldukga diisiik oldugu
gorilmektedir. Toplam mutasyon sayis1 ile gerceklestirilen outlier/asirt gozlem

analizi gen {lizerindeki intron 15°1 hotspot bolge olarak 6nermektedir.
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Sekil 4.31. DNM?2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.
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PCoA analizi: DNM2 geninden tiim ekzonlarda gdzlenen dort mutasyon
¢esidi (missense, sinonim, cerceve kaymasi, nonsense) ile gergeklestirilen PCoA
analizi gen igerisinde mutasyon yapisi bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
gorilmektedir. Analiz gen igerisinde 3 grubun olduguna isaret etmektedir (Sekil
4.32). Ekzon 21, 20 bir grup olustururken, ekzon 7 tek basina bir grup ve diger kalan
ekzonlarda kendi aralarinda grup olusturmaktadir. Ekzon 9-15 (ekzonlar 10-11 ve 12
hari¢) grubu ise en az mutasyonun gorildiigii ekzonlardir. Mutasyon sayisinin en
fazla goriildigii ekzonlar genin regiilasyonundan sorumlu olan orta domain ve

allosterik kontrolden soumlu olan GED ve PRD boélgelerinde yer almaktadir.

DNM2Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.32. DNM?2 geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi.

Faktor (PCA) analizi: DNM?2 geni lizerinde ekzonlar iizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gére gen iizerinde dort adet grup
bulunmaktadir. Ekzon 20 ve 21 ayr ayr tek basina diger iki gruptan uzakta
yerleserek farkli bir grup olustururken, ekzon 3-10 (ekzonlar 5,8 ve 9 harig) arasi

ticiincli grubu, geri kalan ekzonlarda dordiincii grubu olusturmaktadir (Sekil 4.33).
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Faktor (PCA) analizi, GTPaz ve orta domainin bir kismini1 kapsayan N-terminal uca
yakin bolge mutasyon yiikii bakimindan digerlerinden farkli bir grup
olusturmaktayken, C-terminal uca yakin olan bolgeyi de ayri1 bir grup olarak
vermektedir. Faktor (PC) analizine gore gen {lizerinde baz degisim egilimi
bakimindan I. derece hotspot bolge ekzon 21 iken, II. derece hotspot bdlge ise ekzon

20 ve III. derece hotspot bolge ise 3-10 (ekzon 5,8 ve 9 haric) ekzonlarin yer aldigi

bolgelerdir.
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Sekil 4.33. DNM?2 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gerceklestirilen
Faktor (PCA) analizi

4.2.1.3. CFL2 Geni

CFL2 geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 144 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 84 tanesi ekzon,
60 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bdlgelerine ait mutasyonlarda 47
degisim ile en ¢cok missense mutasyona rastlanirken bunu 24 degisim ile sinonim, 10
indel ile ¢ergeve kaymasi ve 3 degisim ile stop kodonu mutasyonlari izledi (Tablo

4.17).
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Tablo 4.17. CFL2 geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri.

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayist say1s1
Missense Mutasyon 47 16 2 36
Sinonim Mutasyon 24 8 1 15
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 10 3 0 9
Nonsense Mutasyon 3 3 0 2
Intron Bolgesi Mutasyonlari 60 30 29 31

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagina diigen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

CFL2 geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon yogunlugu:
CFL2 geni lzerindeki ekzonlar ve intronlarda aymi pozisyonda ¢ogunlukla tekil
mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 3 mutasyon oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.34). Hem ekzonlar hem de intronlar iizerinde 3’{in iizerinde
herhangi bir mutasyon sayisina higbir pozisyonda rastlanmadi. Gen iizerinde ayni
pozisyonda gézlenen mutasyonlarin outlier/asirt gézlem olup olmadigini belirlemek
amactyla gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bdlgesi igin asiri
mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Analiz sonuclarina gore aymi
pozisyonda gbzlenen 2 ve Ustii agirt mutasyonlardir. Ayni pozisyonda 2 mutasyonun
gozlendigi 2 ekzon (2 ve 4), 3 mutasyonun gozlendigi tek ekzon (ekzon 4)
bulunmaktadir (Sekil 4.34a). Bu bolge icerisinde yer alan ekzon 2 mutasyon
gerceklesme olasilign bakimindan hotspot pozisyonlar igeren ekzondur. Intron
bolgelerinde ayni pozisyonda mutasyon olma olasiligi bakimindan hotspot bolge
olma potansiyeli tagiyan 2 intron bolgesi (2 ve 3) vardir (Sekil 4.34b). Hotspot
pozisyon varliglt bakimindan intronlarda durumun ekzonlara gore daha fazla oldugu

goriildil.
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Sekil 4.34. CFL2 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisint bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gozlemleri ifade etmektedir.) AB aktin baglanma bolgesini
temsil ederken, NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

4.2.1.3.1. CFL2 Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

CFL2 geni 14. kromozomda yer alir, 4 ekzona sahip ve 5711 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 4 ekzonunda gozlenen missense,
sinonim, nonsense, ¢erceve kaymasi mutasyonlari ve tiim intronlarda goézlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gergeklestirildi. Calismada CFL2 geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki

degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermistir (Corpearson: 1, n: 3, P: <0.05).

Missense mutasyonlar: CFL2 geninde 4 ekzonda toplam 47 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 16 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 36 ile ekzon 2’de en az mutasyon ise 2 ile ekzon 3’de goriilmektedir (Sekil
4.35a). Oklid uzaklik parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1s1-harita
analizleri gergeklestirildi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina
isaret etmektedir (Sekil 4.35b). 1. kiime 3 ekzondan (1, 3 ve 4) olusurken, II. kiime
mutasyon ylkiiniin fazla oldugu ekzon 2’den olusmaktadir ve ekzon 2 igerisinde

kofilin-aktin aras1 baglanti kurulmasint ve hiicre igerisinde sinyalden
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sorumlu olan boélgeler bulunmaktadir. Kiimeleme analizi genin N-terminal kismina
yakin yer alan ekzon 2’nin hotspot bolge olduguna isaret etmektedir. Gen {izerinde 2.
ve 3. derece hotspot bolgeler gézlenmezken, en diisiik mutasyon yogunlugunun
ekzon 3 ve 4’te oldugu goriilmektedir. CFL2 geninde gézlenen missense mutasyonlar
ile gergeklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 2’yi diger ekzonlardan farkli ve

asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.35. CFL2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi. (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritas.
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar1 isaret etmektedir (b). AB aktin baglanma bdlgesini temsil ederken,
NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: CFL2 geninde 4 ekzonda toplamda 24 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 8 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken, en fazla sinonim
mutasyon 15 ile ekzon 2’de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 3’de oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.36a). Oklid uzaklik parametresine gore gerceklestirilen
kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.36b). 1. kiimeyi mutasyon yiikiiniin az oldugu 2 ekzon bolgesi (1 ve 3)
olustururken, II. kiimeyi mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 2 ekzon bdlgesi (2 ve 4)
olugmaktadir. Sinonim mutasyonlar bakimindan kiimeleme analizi ekzon 2’yi

hotspot bolge olarak saptadi. Sinonim mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier/asiri
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gozlem analizi ise gen {lizerinde mutasyon yogunlugu bakimindan ekzon 2’yi diger

ekzonlardan belirgin fark gdsteren bir ekzon varligina isaret etmektedir.
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Sekil 4.36. CFL2 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi.
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlart igaret etmektedir (b). AB aktin baglanma bolgesini temsil ederken,
NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

Cer¢ceve kaymasi mutasyonlart: CFL2 geninde 4 ekzonda toplamda 10
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyon ve
delesyonlarin ekzonlar lizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 3 nonsinonim
mutasyonun ekzonlarda gézlendigi en fazla indelin 9 ile ekzon 2’de, en az indelin ise
1 ile ekzon 3’de oldugu goriiliitken ekzon 4’de ise hi¢ indelin olmadigi
gorilmektedir (Sekil 4.37a ). Ekzonlar arasinda cer¢eve kaymasi mutasyon yiikiine
bagli belirgin bir gruplanmanin olup olmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.37b).
I. kiimede hi¢ mutasyon goriilmeyen ekzon 4 ve tek mutasyonun goriildiigii ekzon 3
yer alirken, II. kiimeyi mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzon 2 olusturmaktadir.
Cer¢eve kaymasindan sorumlu indeller ile gerceklestirilen outlier/agirt gozlem

analizi gen lizerinde sadece ekzon 2’yi hotspot bolge olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.37. CFL2 geninde ¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar {izerinde
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve
181- haritas1. Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler
ise birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir (b). AB aktin baglanma bdlgesini
temsil ederken, NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

Nonsense mutasyonlar: CFL2 geninde 4 ekzonda toplamda 3 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 1 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun 2 ile ekzon 4’de, en az nonsense mutasyonun 1 ile ekzon 2’de oldugu

ekzon 3’de ise hi¢ nonsense mutasyonunu olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.38a).

Ekzonlar arasinda nonsense mutasyon yiikiine bagli belirgin bir
gruplanmanin ve hotspot olarak Onerilebilecek bir bolgenin olup olmadigim
belirlemek amaciyla kiimeleme analizi gergeklestirildi. Kiimeleme analizleri 2
kiimenin varligina isaret etmektedir. I. kiimeyi hi¢ mutasyonun goriilmedigi ekzon 1,
3 ile 1 mutasyonun goriildiigii ekzon 2 olustururken, II. kiimeyi 2 mutasyonun
gortldiigli ekzon 4 olusturmaktadir (Sekil 4.38b). Stop kodon olusumundan sorumlu
nonsense mutasyon ile gerceklestirilen outlier/agir1 gozlem analizi gen iizerinde

sadece ekzon 4’1 hotspot bolge olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.38. CFL2 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi.
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir (b). AB aktin baglanma bolgesini temsil ederken,
NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

Toplam mutasyon sayisi: CFL2 geninde 4 ekzonda missense, sinonim,
cergeve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 84 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 28
mutasyonun oldugu, en fazla mutasyon sayisimin 61 ile ekzon 2’de, en az
mutasyonun ise 4 ile ekzon 3’de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.39a). Ekzonlar
arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir gruplanmanin olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme analizi gen iizerinde 2
kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.39b). 1. kiime ekzon 1, 3 ve 4’i
kapsamaktayken, II. kiime ekzon 2’yi kapsamaktadir. Genin korunumlu
bolgelerinden birisi olan ve 30 ve 35. aminoasitler arasinda yer alan niikleer
lokalizasyon sinyalinden sorumlu bdlgede 5 missense, 1 cergeve kaymasi olmak
lizere 6 mutasyon goézlendi. Genin korunumlu bdlgesini olusturan ve aktine
baglanmadan sorumlu 50. ve 60. aminoasitler arasindaki bolgede 8 missense, 2
sinonim, 1 nonsense olmak iizere toplamda 11 mutasyon gézlendi. Baslatma kodunu
olusumundan sorumlu metiyonini kodlayan ekzon 1’de bu aminoasidin kaybi ile
sonuglanan 2 mutasyon gozlenirken, ekzon 4’de sonlanma kodunun kaybi ile
sonuclanan 2 mutasyon gozlendi. Gergeklestirilen outlier/asir1 gézlem analizi gen

tizerinde sadece ekzon 2’yi1 hotspot bolge olarak tanimladi.
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Sekil 4.39. CFL2 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilim
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-
haritasi. Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir (b). AB aktin baglanma bdlgesini temsil
ederken, NLS ise niikleer lokalizasyon sinyalini temsil etmektedir.

CFL2 geninde intron mutasyonlarti: CFL2 geninde bulunan 2 introndan
toplamda 60 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlaria
bakildiginda ortalama 30 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
31 ile intron 3’de, en az mutasyonun ise 29 ile intron 2’de oldugu goriilmektedir.
Intronlar arasinda mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin ve hotspot
olarak Onerilebilecek bir bolgenin olup olmadiginmi belirlemek amaciyla kiimeleme
analizi gerceklestirildi. Fakat kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir

gruplanmaya ve hotspot bolge varligina isaret etmemektedir.

PCoA ve faktor analizi: CFL2 geni ekzon sayisi az oldugu i¢in faktor ve
PCoA analizleri gergeklestirilmedi.

4.2.1.4. BIN1 Geni

BINI geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 1205 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 462 tanesi
ekzon, 743 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bdolgelerine ait mutasyonlarda

275 degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 169 degisim ile
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sinonim, 13 indel ile ¢ergeve kaymasi ve 5 degisim ile stop kodonu mutasyonlari

izledi (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. BINI geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayi1sl sayi1sl
Missense Mutasyon 275 14 2 23
Sinonim Mutasyon 169 8 2 20
Cer¢ceve Kaymas1 Mutasyonu 13 0,6 0 2
Nonsense Mutasyon 5 0,25 0 1
Intron Bélgesi Mutasyonlari 743 39 21 52

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayisi: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayist ekzon ve
intronlarda gériilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

BINI geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: BINI geni lzerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 3
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.40). Gen {izerinde ayni pozisyonda
gozlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gozlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bdlgesi i¢in asiri
mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Analiz sonuclarina gore ayni
pozisyonda goriilen 2 ve iistii asirt mutasyonlardir. Ekzon 1, 2, 8 ve 15 haricinde tiim
ekzonlarda ayni pozisyonda 2 mutasyon bulunmaktadir. Ayni pozisyonda 3
mutasyonun bulundugu tek ekzon ise ekzon 3’ dir (Sekil 4.40a). Bu ekzonlar
mutasyon gerceklesme olasiligi bakimindan hotspot pozisyonlar iceren ekzonlardir.
Intron bolgelerinde aym pozisyonda mutasyon olma olasiligi bakimindan hotspot
bolgeler intron 2 ve 9 hari¢ gen boyunca tim gen bolgesine dagildigr goriilmektedir
(Sekil 4.40b). Ayn1 pozisyonda 3 mutasyonun bulundugu 3 intron (intron 11, 15 ve
17) bolgesi bulunmaktadir. Genin C-terminal bolgesine yakin intronlarin hotspot
bolge olma potansiyeli daha yiiksekken ekzonlar igin belirgin bir durum

goriilmemektedir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. BINI geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.1.4.1. BINI Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

BINI geni 1. kromozomda yer alir, 20 ekzona sahip ve 59,132 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 20 ekzonunda gozlenen missense,
sinonim, nonsense, cerceve kaymasi mutasyonlart ve tiim intronlarda goézlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi. Calismada BINI geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gergeklestirilen korelasyon analizi bu iki

degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermistir (Corpearson: 0.66, n: 20, p: 0.00).

Missense mutasyonlar: BINI geninde 20 ekzonda toplam 275 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 14 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 23 ile ekzon 12°de en az mutasyon ise 2 ile ekzon 15’de goriilmektedir
(Sekil 4.41a). Missense mutasyon sayist bakimindan N-BAR domaininde ortalama
11 (min: 4, maks: 20), PI domainde (yalnizca ekzon 11’1 igermektedir) 16 mutasyon,
PS domaininde 23 mutasyon (yalnizca ekzon 12’yi igermektedir.), CLAP domainde
ortalama 13 (min: 2, maks: 21), MBD domaininde ise ortalama 20 (min: 17, maks:

22), SH3 domainde ortalama 16 mutasyon oldugu gézlendi.
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Sekil 4.41. BINI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1si-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.41b). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 7 ekzondan (ekzon 1-3, 7, 8, 10 ve
15) olusurken, II. kiime mutasyon yiikii fazla olan 13 ekzon olusturmaktadir (Sekil
4.41). Missense mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzonun PS domain igerisinde
yer alan ekzon 12 ve MBD domain igerisinde yer alan ekzon 17 oldugu
goriilmektedir. Bu ekzonlarin yer aldigi domainler tiim izoformlarda yer almaktadir.
Gen lizerinde 2. ve 3. derece hotspot bolgeler gozlenmezken, en diisiik mutasyon
yogunlugunun ekzon 3 ve 15°de oldugu goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda
mutasyon yogunlugunun genin C-terminal uca dogru yogunlastigi PS, CLAP ve
MBD domainlerde mutasyon yogunlugunun olduk¢a fazla oldugu goriilmektedir.
BINI geninde gbzlenen missense mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise
sadece ekzon 7 ve 12’yi diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak

tanimlamaktadir.

Sinonim mutasyonlar: BINI geninde 20 ekzonda toplam 169 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda, en fazla sinonim mutasyon 20 ile ekzon 12°de en az mutasyon ise 2 ile
ekzon 15°de goriilmektedir (Sekil 4.42a). Sinonim mutasyon sayis1t bakimindan N-

BAR domaininde ortalama 7 (min: 3, maks: 13), PI domainde (yalnizca ekzon 11’1
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icermektedir) 3 mutasyon, PS domaininde 20 mutasyon (yalnizca ekzon 12’yi
icermektedir.), CLAP domainde ortalama 9 (min: 2, maks: 14), MBD domaininde
ise ortalama 11 (min: 8, maks: 13), SH3 domainde ortalama 10 (min: 9, maks: 10)
mutasyon go6zlendi. Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon yiikiine bagl bir
gruplanmanin olup olmadigini ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin

oklid uzaklik parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri

gergeklestirildi.
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Sekil 4.42. BINI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.42b). 1. kiime mutasyon yiikiiniin az oldugu 12 ekzondan olusurken, II. kiime
mutasyon ylikiiniin fazla oldugu 8 ekzondan olusmaktadir. II. kiimede yer alan
ekzonlarin gen boyunca dagilim gosterip PI bolgesi hari¢ tiim bolgelerden ekzonlar
icerdigi goriilmektedir. Sinonim mutasyon yiikii bakimmdan en sicak ekzonun PS
domain igerisinde yer alan ekzon 12 ve CLAP domain igerisinde yer alan ekzon 16
oldugu goriilmektedir. Bu ekzonlarin yer aldigi boélgeler tiim izoformlarda yer
almaktadir. Sinonim mutasyon ylik dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir
kesiklik olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.42a). Gen iizerinde 2. ve 3. derece
hotspot bolgeler gozlenmezken, en diisiik mutasyon yogunlugunun ekzon 1, 2, 3 ve

15°de oldugu goriilmektedir. Tiim gende mutasyon yogunlugunun genin C-terminal
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ucuna dogru yogunlastigi PS, CLAP ve MBD domainlerde mutasyon yogunlugunun
oldukca fazla oldugu goriilmektedir. BINI geninde gozlenen sinonim mutasyonlar ile
gergeklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 12 ve 16’y1 diger ekzonlardan farkli

ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.

Cerceve kaymasi mutasyonlari: BIN/ geninde 20 ekzonda toplam 13 cerceve
kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyon ve
delesyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda en fazla indelin 2 ile
ekzon 1 ve 12’de, en az indelin ise 1 ile ekzon 3, 5-6, 9-11, 14, 17-18’de oldugu
kalan ekzonlarda ise hi¢ indelin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.43). indel sayisi
bakimindan N-BAR domaininde ortalama 0.7 (min: 0, maks: 2), PI domainde (ekzon
11) 1 mutasyon, PS domaininde 2 mutasyon (ekzon 12) CLAP, MBD ve SH3
domainlerde yalnizca 1 mutasyon oldugu gozlendi. Mutasyon yiikiine bagli olarak
kiimeleme analizi gergeklestirildi. Fakat analiz gen iizerinde ekzonlar arasi bir
gruplanmaya isaret etmemektedir. Ancak genin bas bolgelerinde goriilecek indellerin
yikiciliginin daha fazla olacag: disiiniildiigiinde olast hotspot ekzonlarin en fazla
mutasyonun goriildiigii ekzon 1 olma olasilig1 yiiksektir. Outlier analizi sadece ekzon

1 ve 12’yi hotspot bolge olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.43. BINI geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar iizerinde
dagilimi
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Nonsense mutasyonlar: BINI geninde 20 ekzonda toplam 5 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Nonsense mutasyonlarin
ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 0,5 nonsense mutasyon
gozlendi. Ekzonlarin genele dagilimina bakildiginda yalnizea ekzon 5, 7, 8, 9 ve
20’de 1 nonsense mutasyon gdzlenirken, diger ekzonlarda hi¢ mutasyon gézlenmedi.
(Sekil 4.44). Goriilen mutasyonlarin 4 tanesi N-BAR domainde goriiliirken, 1

tanesinin de SH3 domainde oldugu goriildii.

Ekzonlar arasinda indel mutasyon ytikiine bagl belirgin bir gruplanmanin ve
hotspot olarak oOnerilebilecek bir bdlgenin olup olmadigini belirlemek amaciyla
kiimeleme analizi gergeklestirildi. Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir
gruplanmaya ve bir hotspot bolge varligina isaret etmemektedir (Sekil 4.44). Ancak
genin bas bolgelerinde goriilecek nonsense mutasyonlarin yikiciliginin daha fazla
olacag: disiliniildiigiinde olas1 hotspot ekzonlarin en fazla mutasyonun goriildigi N-
BAR domainde yer alan ekzon 5-9 olma olasilig1 yiiksektir. Nonsense mutasyonlarla
gerceklestirilen outlier analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir hotspot ekzon varligina

isaret etmemektedir.
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Sekil 4.44. BINI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
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Toplam mutasyon sayisi: BINI geninde 20 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 462 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 23
mutasyonun ekzonlarda gézlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 45 ile ekzon 12°de,
en az mutasyonun ise 4 ile ekzon 15°de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.45a). Toplam
mutasyon sayist bakimimndan N-BAR domaininde ortalama 19 (min: 8, maks: 20), PI
domainde 20 mutasyon (yalnizca ekzon 11°1 i¢ermektedir), PS domaininde 45
mutasyon (yalnizca ekzon 12’yi igermektedir.), CLAP domainde ortalama 23 (min:
4, maks: 35), MBD domaininde ise ortalama 31 (min: 30, maks: 31), SH3 domainde
ortalama 27 (min:26, maks: 27) mutasyon oldugu gozlendi.

Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir
gruplanmanin olup olmadigini belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen lizerinde 2 kiimenin varlifina isaret etmektedir (Sekil 4.45b). 1. kiime
mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 8 ekzondan (ekzon 1, 2, 3, 7, 8, 10, 11 ve 15)
olusurken, II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 12 ekzondan (ekzon 4, 5, 6, 9,
12, 13, 14, 16, 17, 18, 19 ve 20) olusmaktadir. II. kiimede yer alan ekzonlarin gen
boyunca dagilim gosterip tiim bolgelerden ekzonlar igerdigi goriilmektedir.
Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzon 12-20’yi (15 hari¢) kapsayan bir hotspot
bolgenin varligina isaret etmektedir. Toplam mutasyon yiikii bakimindan en sicak
ekzonun PS domain igerisinde yer alan ekzon 12 ve CLAP domain igerisinde yer
alan ekzon 16 oldugu goriilmektedir. Bu ekzonlarm yer aldigi domainler tiim
izoformlarda yer almaktadir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bdlgeler
gozlenmezken, en diisik mutasyon yogunlugunun ekzon 3 ve 15°de oldugu
goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin C-terminal
uca dogru yogunlastigt PS, CLAP, MBD ve SH3 domainlerde mutasyon
yogunlugunun arttig1 goriilmektedir. BINI geninde gozlenen tiim mutasyonlar ile
gergeklestirilen outlier analizi sadece ekzon 12 ve 16’y1 diger ekzonlardan farkli ve

asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.45. BINI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar isaret etmektedir.

BINI geninde intron mutasyonlari: BINI geninde bulunan 19 introndan
toplamda 743 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 39 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
52 ile intron 7°de, en az mutasyonun ise 21 ile intron 5’de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.46a). Toplam mutasyon sayisi bakimindan N-BAR domaininde ortalama 38
(min: 21, maks: 50), PI domainde 49 mutasyon (yalnizca intron 11’1 igermektedir),
PS domaininde 41 mutasyon (yalnizca intron 12’yi i¢cermektedir.), CLAP domainde
ortalama 37 (min: 31, maks: 44), MBD domaininde ise ortalama 42 (min: 38, maks:
46), SH3 domainde 42 mutasyon oldugu gozlendi. intronlar arasinda mutasyonlar
bakimindan bir gruplanmanin olup olmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen
kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.46b).
Gen tlizerinde herhangi bir bdlgede yogunlasmis bir sekilde hotspot ihtimali tagiyan
intronlar bulunmamaktadir. Toplam mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/asir
gbzlem analizi gen lizerinde intron 1 ve 7’yi bir hotspot intron bolgesi olarak

onermektedir.
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Sekil 4.46. BINI geninde gdzlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilima.
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar: isaret etmektedir.

PCoA analizi: BINI geninden tiim ekzonlarda gbzlenen dort mutasyon cesidi
(missense, sinonim, c¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA analizi
gen icerisinde mutasyon yapisi bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
gorilmektedir. Analiz gen igerisinde {i¢lii bir gruplanmanin olduguna isaret
etmektedir (Sekil 4.47). Ekzon 1, 2, 3, 8 ve 15. ekzonlar1 bir grup, ekzon 12’yi1 bir
grup ve diger kalan ekzonlar1 da ayr1 bir grup olarak ele almaktadir. Ekzon 1 ve 2’nin
bulundugu grup en az mutasyon yikiine sahip ekzonlar olup zardaki sekil
degisikliklerinden sorumlu olan N-BAR domainde yer almaktadir. Ekzon 12’nin
kendi basina bir grup olusturdugu goriiliirken, yiiksek mutasyon yiikiine sahip bir
ekzondur ve yine bu ekzona yakin konumlanmis olan ekzon 16, 17 ve 18 mutasyon

yiikiiniin fazla oldugu ekzonlardir.
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Sekil 4.47. BINI geninde ekzonlarda gbzlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi

Faktor (PCA) analizi: BINI geni iizerinde ekzonlar iizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen iizerinde iki adet grup
bulunmaktadir. Ik grup ekzon 5, 7, 8, 9 ve 20’den olusurken, diger kalan tiim
ekzonlar ayr1 bir grup olusturmaktadir. ikinci grupta yer alan ekzon 12 en ¢ok
mutasyonun gozlendigi ekzon olup; digerlerinden uzaga yerlesti ve yine mutasyon
yiikiiniin yiiksek oldugu ekzon 16, 17 ve 18 ise ona yakin olarak konumlandi. (Sekil
4.48). 1k grupta yer alan ekzon 5, 9 ve 20’de mutasyon yiikii fazla olan ekzonlar
arasinda yer almaktadir. Faktor (PCA) analizi PS, CLAP ve MBD bdlgelerini
kapsayan C-terminal uca yakin bdlge mutasyon yiikii bakimindan digerlerinden farkl

bir grup olusturmaktadir.
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Sekil 4.48. BINI geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PC) analizi

4.2.2. Kalsiyum Homeostazi

4.2.2.1. RYRI1 Geni

RYRI geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 8687 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 4648 tanesi
ekzon, 4039 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bolgelerine ait mutasyonlarda
2943 degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 1508 degisim ile
sinonim, 142 indel ile ¢ergeve kaymasi ve 55 degisim ile stop kodonu mutasyonlari

izledi (Tablo 4.19).

Tablo 4.19. RYRI geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayi1sl sayi1sl
Missense Mutasyon 2943 28 3 136
Sinonim Mutasyon 1508 14 0 96
Cerceve Kaymasi1 Mutasyonu 142 1.3 0 30
Nonsense Mutasyon 55 0.5 0 5
Intron Bélgesi Mutasyonlar1 4039 38 18 255

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorilen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.
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RYRI geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: RYRI geni lzerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil ve ikili mutasyonlarin oldugu goézlenirken, ayn1 pozisyonda en fazla
6 mutasyon oldugu gorilmektedir (Sekil 4.49). Gen lizerinde ayni pozisyonda
gozlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gbzlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron hem de ekzon bdlgeleri igin asir1 mutasyonel
bolgelerin olduguna isaret etmektedir. Analizler tiim ekzonlarda hotspot bolgelerin
varhigina isaret ederken, bir pozisyonda goriilen 2 ve {lstii mutasyonlar1 asiri
mutasyonel oldugunu gostermektedir. Ayn1 pozisyonda 3 mutasyonun gozlendigi 19
ekzon bolgesi, ayn1 pozisyonda 4 mutasyonun gozlendigi 3 ekzon (ekzon 34, 91 ve
92) bolgesi bulunmaktadir (Sekil 4.49a). Asir1 varyasyonel pozisyonlarin bulundugu
ekzon 10, 34, 39, 48, 49, 66, 71 ve 92, 1. derece hotspot bdlge igerisinde yer
almaktayken, ekzon 50, 54, 57, 63, 67, 89 ve 90 II. derece hotspot bolge igerisinde

yer almaktadir.
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Sekil 4.49. RYRI geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisint bu ¢izginin
tizerinde kalanlarda asir1 gbzlemleri ifade etmektedir.)

Ekzonlarda asir1 varyasyonel pozisyonlarin genin de biitlin kismini olusturan
sitoplazmik domaininde olduk¢a yogun oldugu goriilmektedir(Sekil 4.49a). intron
bolgelerinde de ekzonlarda oldugu gibi ayn1 pozisyonda ¢ogunlukla tekil ve ikili
mutasyonlarin oldugu goériilmektedir. Ayn1 pozisyonda 3 mutasyonun goriildiigii 31,

4 mutasyonun goriildiigii 4 (intron 48, 86, 89, 96), 5 mutasyonun gozlendigi bir
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(intron 48) ve 6 mutasyonun goriildiigli 3 intron (48, 49, 89) gorildii (Sekil 4.49b).
Asirt varyasyonel mutasyonlarin bulundugu intronlar ¢ogunlukla genin C-terminal
bolgesinde yogunlasmistir. Hotspot pozisyon varligi bakimindan intronlarda
durumun ekzonlara gore daha fazla oldugu ve gen boyunca da daha homojen bir

dagilim gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.49).

4.2.2.1.1. RYRI Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlar

RYRI geni 19. kromozom iizerinde yer alir, 106 ekzona sahip ve 161,583 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda gen lizerinde yer alan 106 ekzonda gozlenen
missense, sinonim, nonsense, ¢er¢eve kaymasi mutasyonlart ve tiim intronlarda
gbzlenen mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi. Calismada RYRI
geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gerceklestirilen korelasyon
analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermistir (Corpearson: 0.86, n:

106, p: 0.00).

Missense mutasyonlar: RYRI/ geninde 106 ekzonda toplam 2943 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 28 missense mutasyon gozlenirken; en fazla missense
mutasyon 136 ile ekzon 34’de, en az mutasyon ise 3 ile ekzon 103’de goriilmektedir
(Sekil 4.50). Missense mutasyon sayisi bakimindan shell domaininde ortalama 31
(min: 5, maks: 136) mutasyon goriilmekte ve bu bolge icerisinde yer alan alt
gruplardan SPRY1, SPRY3, Jsol domainlerde mutasyon yogunlugunun oldukca
yiiksek oldugu goriilmektedir. Core (csol) domainde ortalama 23 (min: 7, maks:

115), pore domaininde ortalama 18 (min: 3, maks: 46) mutasyon oldugu gézlendi.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarin1 belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Fakat gendeki ekzon sayisi ¢cok fazla oldugu icin 1s1 haritas1 gosterilememektedir.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 4 kiimenin varliina isaret etmektedir (Tablo

4.20). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 36 ekzondan olusurken, II. kiime 38
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ekzondan, mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu III. ve IV. kiimeler sirasiyla 27 ve 5
ekzondan olusmaktadir. Kiimelerde yer alan ekzonlarin herhangi bir bdlgede
yogunlasmadigr goriilmektedir. Fakat en yiiksek mutasyon yiikiine sahip olan
ekzonlarin RYRI ile diger proteinler arasinda etkilesimde gorev alan bsol ve pore
bolgelerinde oldugu goriilmektedir. Mutasyon yogunlugunun en fazla oldugu kisim
genin de biiylik bir boliimiinii olusturan bsol domainiyken, pore domainde daha az

mutasyon oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.50. RYR1 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi

Aktivasyondan sorumlu olan core domainde ise ortalama bir mutasyon yiikii
goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin N-terminal
ucta yogun oldugu ve C-terminal bolgeye dogru az da olsa azaldig1 goriilmektedir
(Sekil 4.50). RYRI geninde gozlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen
outlier analizi ise ekzon 2, 20, 21, 48, 49, 66, 70, 71, 75, 83 ve 92’yi diger

ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Tablo 4.20. RYRI geninde missense mutasyonlarin oklid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kiime 1 1, 3,5, 6, 16, 32, 36, 37, 43, 47, 52, 56-60, 62, 74, 77-80, 82, 84-88,
91, 94, 100- 103, 105, 106

Kime2 4,11, 13,15,17-19, 23, 26, 27, 30, 31, 33, 35, 40, 41, 45, 46, 50, 51,
55, 63, 64, 67-69, 73, 76, 81, 89, 90, 93, 95-99, 104

Kime 3 2, 7-10, 12, 14, 20-22, 24, 25, 28, 29, 34, 38, 39, 42, 44, 53, 54, 61,
65, 66, 71,72,75

Kime 4 48,49, 70, 83, 92

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diigiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Sinonim mutasyonlar: RYRI geninde 106 ekzonda toplam 1508 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 14 sinonim mutasyon gozlenirken, en fazla sinonim mutasyon
96 ile ekzon 34’de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 81 ve 83°de goriilmektedir. Ekzon
61 ve 70°de de hi¢ sinonim mutasyon gozlenmedi (Sekil 4.51). Sinonim mutasyon
sayist bakimimdan Shell domaininde ortalama 15 (min: 0, maks: 96) mutasyon
gorilmekte ve bu bolge igerisinde yer alan alt gruplardan SPRY1 ve Jsol
domainlerde mutasyon yogunlugunun olduk¢a yiiksek oldugu goériilmektedir. core
(csol) domainde ortalama 13 (min: 1, maks: 64), pore domaininde ortalama 10 (min:

3, maks: 20) mutasyon oldugu gozlendi (Sekil 4.51).

Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigimi ve bunlarin birbirlerine uzakliklarim1 belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gergeklestirildi.
Fakat gendeki ekzon sayis1 ¢ok fazla oldugu icin 1s1 haritas1 gosterilememektedir.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 4 kiimenin varhiina isaret etmektedir (Tablo
4.21). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 12 ekzondan olusurken, II. kiime 42
ekzondan ve mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu III. kiime 45 ekzondan, IV. kiime 7
ekzondan olugmaktadir. Yiiksek mutasyon yiikiine sahip olan ekzonlarin RYRI ile
diger proteinler arasinda etkilesimde gorev alan csol ve pore bdlgelerinde
yogunlastig1 goriilmektedir. Mutasyon yogunlugunun en fazla oldugu kisim genin de

biiyiik bir boliimiinii olusturan shell domainiyken, pore domainde daha az mutasyon
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oldugu goriilmektedir. Aktivasyondan sorumlu olan core domainde ise ortalama bir
sinonim mutasyon yiikii goriilmektedir. Tim gene bakildiginda mutasyon
yogunlugunun genin N-terminal ugta yogun oldugu ve C-terminal bolgeye dogru az
da olsa azaldigi goriilmektedir. RYRI geninde goézlenen sinonim mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ise ekzon 4, 21, 27, 31, 34, 35, 40, 44, 48, 49, 57, 62,
82, 83 ve 94’ diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak

tanimlamaktadir.
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Tablo 4.21. RYRI geninde sinonim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore
olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar
Kime 1l 1,9,27,31, 56,61, 70,74, 80, 81, 88, 103
Kime 2 5-8, 11, 15, 16, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 30, 33, 35-37, 43, 45, 52, 54,
58-60, 68, 69, 72, 73,75, 79, 83, 84, 86, 87, 91, 95, 97, 98, 100, 105,
106
Kime 3 2,3, 10, 12, 13, 14, 17, 18, 21, 24, 28, 29, 32, 38, 39, 41, 42, 44, 46,
47,50, 51, 53, 55, 62-67, 71, 76-78, 82, 85, 89, 90, 92, 93, 96, 99, 101,
102, 104
Kime 4 4, 34,40, 48,49, 57,94
Kiime I mutasyon yiikiinin en diisiikk oldugu ekzonlari kapsamaktayken, kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Cerceve kaymasi mutasyonlart: RYR/ geninde 106 ekzonda toplamda 142
cergeve kaymast mutasyonu saptandi. Cergceve kaymasindan sorumlu insersiyon ve
delesyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 1.3
nonsinonim mutasyonun ekzonlarda gbzlendigi en fazla indelin 30 ile ekzon 91°de,
en az indelin ise 1 ile ekzon 31’de bulundugu ve 50 ekzonda ise hi¢ indelin olmadig:
goriilmektedir (Sekil 4.52). Indel sayis1 bakimindan shell domaininde ortalama 1
(min: 0, maks: 4) mutasyon goriilmekte ve bu bolge igerisinde yer alan alt gruplardan
SPRY3 ve Jsol domainlerde mutasyon yogunlugunun olduk¢a yiiksek oldugu
goriilmektedir. Core (csol) domainde ortalama 3 (min: 0, maks: 30), pore domaininde

ise ortalama 1.2 (min: 0, maks: 7) ¢er¢eve kaymasi mutasyonu oldugu gozlendi.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Tablo 4.22). I. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 93 ekzondan olusurken, II. kiime 13
ekzondan olugsmaktadir. Yiiksek indel mutasyon yiikiine sahip olan ekzonlarin RYR/
ile diger proteinler arasinda etkilesimde gorev alan csol ve pore bdlgelerinde
yogunlastig1 goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin
diger proteinler ile etkilesime gectigi C-terminal ucta yogun oldugu goriilmektedir.
RYRI geninde gozlenen cerceve kaymasi mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier
analizi ise ekzon 1, 22, 35, 45, 48, 58, 76, 77, 80, 91, 92 ve 104’1 diger ekzonlardan

farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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dagilimi
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Tablo 4.22. RYRI geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin 6klid uzaklik
parametresine gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuclari ile olusan
kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kiime 1 2-10, 12-21, 23-34, 36-44, 46, 47, 49-57, 59-75, 78, 79, 81-90, 93-
103, 105, 106

Kiime 2 1, 11, 22, 35, 45, 48, 58, 76, 77, 80, 91, 92, 104

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime II’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Nonsense mutasyonlar: RYRI geninde 106 ekzonda toplamda 55 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 0.5 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun 5 ile ekzon 24°de ve 3 ile ekzon 18’de oldugu gozlendi. Gen iizerinde 10

ekzonda 2 mutasyon, 27 ekzonda bir mutasyon, 67 ekzonda ise hi¢ mutasyon
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olmadig1 gozlendi (Sekil 4.53). Stop kodonu olusturan nonsense mutasyon sayisi
bakimindan shell domaininde ortalama 0.5 (min: 0, maks: 3) mutasyon goriilmekte
ve bu bolge icerisinde yer alan alt gruplardan SPRY3, Jsol ve RYR1&2 domainlerde
mutasyon yogunlugunun diger bolgelere nazaran daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Core (csol) domainde ortalama 0.5 (min: 0, maks: 2), pore domaininde ortalama 0.2

(min: 0, maks: 1) mutasyon oldugu gézlendi.
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Sekil 4.53. RYR1 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi

N-term

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Tablo 4.23). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 85 ekzondan olusurken, II. kiime 21
ekzondan olugmaktadir. Kiimelerde yer alan ekzonlarin herhangi bir bdlgede
yogunlasmadigr goriilmektedir. Fakat en yiiksek mutasyon yiikiine sahip olan
ekzonlarin RYRI ile diger proteinler arasinda etkilesimde gorev alan csol ve pore
bolgelerinde yogunlastigt goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon
yogunlugunun genin N-terminal ucunda daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu
bolgeler proteinin aktivasyonundan sorumludur. RYRI geninde gdzlenen nonsense

mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise ekzon 3, 12, 24, 41, 49, 55, 59, 61,
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83 ve 103’t diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak

tanimlamaktadir.

Tablo 4.23. RYRI geninde stop kodon olusumundan sorumlu nonsense
mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine gore olusturulan ekzonlar aras1 kiimeleme
analizi sonuglart ile olusan kiimeler ve bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kime1 L. 2,4-11,13-17,21-23, 25, 26, 28-36, 38-40, 42-48, 50-52, 54, 56-58,
60, 62, 63, 65-75, 77-82, 86-102, 104, 105

Kiime 2 3,12, 18-20, 24, 27, 37, 41, 49, 53, 55, 59, 61, 64, 76, 83-85, 103, 106

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken, kiime 1I’de
en yiiksek mutasyon ylikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

Toplam mutasyon sayisi: RYRI geninde 106 ekzonda missense, sinonim,
cergeve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 4648 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 44
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 240 ile ekzon 34°de,
en az mutasyonun ise 6 ile ekzon 70°de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.54). Toplam
mutasyon sayist bakimindan shell domaininde ortalama 48 (min: 6, maks: 240)
mutasyon saptandi. Bu bolge igerisinde yer alan alt gruplardan SPRY1, SPRY3, Jsol
domainlerde mutasyon yogunlugunun diger bolgelere nazaran daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Core (csol) domainde ortalama 39 (min: 8, maks: 113), pore

domaininde ortalama 30 (min: 10, maks: 66) mutasyon oldugu gézlendi.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 4 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Tablo 4.24). 1. kiime mutasyon ylkiiniin oldukc¢a diisiik oldugu 9 ekzondan
olusurken, II. kiime 35 ekzondan olusmaktadir ve mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu
kiime III ve IV sirasi ile 41 ve 21 ekzondan olusmaktadir. Yiiksek mutasyon yiikiine
sahip olan ekzonlarin terminal bolgeye yakin yer alan RYRI ile diger proteinler
arasinda etkilesimde gorev alan csol ve pore bolgelerinde yogunlastig
goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin N-terminal ve
C-terminal uglarda arttig1 bu bolgelere nazaran orta kisimda yogunlugun daha az
oldugu goriilmektedir. RYRI geninde gozlenen tiim mutasyonlar ile gerceklestirilen
outlier analizi ise ekzon 2, 20, 21, 48, 49, 53, 66, 70, 71, 83, 92 ve 104’1 diger

ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.54. RYR! geninde ekzonlarda gdzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde
dagilimi

N-term

Tablo 4.24. RYRI geninde goriilen tiim mutasyonlarin 6klid uzaklik parametresine
gore olusturulan ekzonlar arasi kiimeleme analizi sonuglar1 ile olusan kiimeler ve
bulunduklar1 ekzonlar

Kiimeler Ekzonlar

Kiime 1 1,43, 56, 74, 80, 81, 88, 103, 106

Kiime 2 3,5,6,9, 16, 27, 30-32, 36, 37, 45, 47, 52, 58-62, 69, 78, 79, 84-87,
91, 94-97, 100-102, 105

Kiime 3 4,7, 8, 11, 13-15, 17-19, 22, 23, 25, 26, 29, 33, 35, 38, 40, 41, 46,
50, 51, 54, 55, 57, 63, 64, 67, 68, 72, 73,76, 77, 82, 89, 90, 93, 98,
99, 104

Kiime 4 2,10, 12, 20, 21, 24, 28, 34, 39, 42, 44, 48, 49, 53, 65, 66, 70, 71,
75, 83,92

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu ekzonlar1 kapsamaktayken kiime IV’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip ekzonlar yer almaktadir.

RYRI geninde intron mutasyonlari: RYR/ geninde bulunan 105 introndan
toplamda 4039 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina

bakildiginda ortalama 38 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
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255 ile intron 49°da, en az mutasyonun ise 18 ile intron 80°de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.55). Mutasyon sayis1 bakimindan shell domainindeki intronlarda ortalama 39
(min: 22, maks: 255), core domainde ortalama 36 (min: 18 maks: 53), pore

domaininde ortalama 36 (min: 31, maks: 48) mutasyonun oldugu goézlendi.

255 O

Mutasyonlar

20

107

6 1Y0 2'0 3'0 4r0 Sb 6'0 Tb SID 9‘0 160 1i0

intronlar

N-term C-term

Sitoplazmik Bolge -Cm-

Sekil 4.55. RYR! geninde intronlarda gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde
dagilimi

Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 3 kiimenin
varligina isaret etmektedir (Tablo 4.25). I. kiime diisiik mutasyon yiikiine sahip 64
introndan olusurken, II. kiime 40 introndan olugmakta ve yiiksek mutasyon ylikiine
sahip intronlarin yer aldigir kiime III, yalnizca intron 49’dan olusmaktadir. Gen
tizerinde belirli bir bélgede mutasyonun yogunlastigi goériilmemekle birlikte yalnizca
intron 49°da digerlerinden oldukga farkli sekilde mutasyon yogunlugunun pik yaptigi
goriilmektedir. Intron mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/agirt gézlem analizi
gen lizerinde sadece intron 49’u diger intronlardan farkli ve asir1 varyasyonel intron

olarak tanimlamaktadir.
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Tablo 4.25. RYRI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilimi.
Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi kiimeleme analizi sonuglari ile
olusan kiimeler ve bulunduklari intronlar

Kimeler Intronlar

Kimel 4,8-12, 14-19, 23-29, 31-38, 40, 42-46, 48, 50-53, 59, 61, 62, 64-66,
71,73, 78-82, 84, 85, 87, 88, 91, 93, 94, 97, 98, 100, 103-105

Kiime 2 1-3, 5-7, 13, 20-22, 30, 39, 41, 47, 54-58, 60, 63, 67-70, 72, 74-77,
83, 86, 89, 90, 92, 95, 96, 99, 101, 102

Kiime 3 49

Kiime I mutasyon yiikiiniin en diisiik oldugu intronlar1 kapsamaktayken, kiime III’de en yiiksek
mutasyon yiikiine sahip intronlar yer almaktadir.

PCoA analizi: RYRI geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon cesidi
(missense, sinonim, c¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA analizi
gen icerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimm oldugu
goriilmektedir. Analiz gen igerisinde temelde dortlii bir gruplanmanin olduguna ve

bu gruplar igerisinde ¢ok sayida alt grup olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.56).

RYR1Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.56. RYRI geninde ekzonlarda gbzlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi
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Faktor (PCA) analizi: Yapilan faktor analizinde degerlere yonelik tek bir

faktor elde edildigi igin faktor analiz grafigi olusturulamadi.

4.2.2.2. SEPN1 Geni

SEPNI geninden ekzon ve intron boélgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 967 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 528 tanesi ekzon,
439 tanesi ise intron bdolgelerine aittir. Ekzon bdolgelerine ait mutasyonlarda 317
degisim ile en ¢cok missense mutasyona rastlanirken, bunu 160 degisim ile sinonim,
39 indel ile ¢erceve kaymast mutasyonlar:t ve 12 degisim ile stop kodonu ve izledi

(Tablo 4.26).

Tablo 4.26. SEPNI geninde ekzon ve intron bdlgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayi1sl sayi1sl
Missense Mutasyon 317 24 4 46
Sinonim Mutasyon 160 12 3 25
Cergeve Kaymas1 Mutasyonu 39 3 12 3
Nonsense Mutasyon 12 1 0 2
Intron Bélgesi Mutasyonlari 439 37 22 65

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagina diigen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda goérillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

SEPNI geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: SEPNI geni {izerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 7
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.57). Gen {izerinde ayni pozisyonda
gozlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gbzlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bdlgesi igin asiri
mutasyonel pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Analiz sonuclarina gore ayni

pozisyonda tiim ekzonlarda tekil mutasyonlar gozlenirken, ayni pozisyonda 2
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mutasyonun gorildiigli bolgeler ekzon 3 haric tim gen {lizerinde dagilim
gostermektedir (Sekil 4.57a). Ayni pozisyonda 3 mutasyonun bulundugu 3 ekzon
(ekzon 9, 11, 13) bulunmaktadir. Bu ekzonlardan ekzon 9 ve 13 mutasyon
gergeklesme olasiligt  bakimindan hotspot pozisyonlar igeren ekzonlardir.
Transmembran ve kalsiyum regiilasyonundan sorumlu EF-hand bdlgesinde
cogunlukla ayni pozisyonda 2 mutasyonun oldugu goézlendi. Selenosistein (Sec)
aminoasidinin yer aldig1 ekzon 10’da bir pozisyonda maksimum 2 mutasyonun
oldugu gozlenirken, bu bolgenin yakininda yer alan ve genin korunumlu oldugu
diisiiniilen ekzon 9 ve 11°de ayn1 noktada 3 mutasyon oldugu gozlendi (Sekil 4.57a).
Mutasyon ger¢eklesme olasiligi bakimindan genin C-terminal kisminin daha yiiksek
olasiliga sahip oldugu goriildii. Intronlar {izerinde bir noktada asir1 varyasyonel
pozisyonlar gen boyunca dagilim gdstermekte oldugu gériildii. Intron bélgelerinde
ayn1 pozisyonda mutasyon olma olasiligr bakimidan hotspot bolgeler transmembran
bolgede yer alan intron 1 hari¢ diger tiim intronlarda yogunlastigi goriilmektedir
(Sekil 4.57b). Kalsiyum regiilasyonunda sorumlu olan EF-hand bdlgesinde yer alan
intron 2’de bir noktada 7 mutasyonun ile asir1 vasyasyonel pozisyonun oldugu
saptandi. Ayni noktada 3 mutasyon ile asir1 vasyasyonel pozisyonun gozlendigi 4
intron (3, 4, 8, ve 12) bolgesi gozlendi. Intron bdlgelerinde ekzonlara gore daha fazla

varyasyonel pozisyonun oldugu goriilmektedir (Sekil 4.57b).
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Sekil 4.57. SEPNI geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)
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4.2.2.2.1. SEPNI Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

SEPNI geni 1. kromozomda yer alir, 13 ekzona sahip ve 18,029 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 13 ekzonunda go6zlenen missense,
sinonim, nonsense, c¢erceve kaymasi mutasyonlart ve tiim intronlarda gozlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gergeklestirildi. Calismada SEPNI geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki

degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermistir (Corpearson: 0.82, n: 13, p: 0.09).

Missense mutasyonlar: SEPNI geninde 13 ekzonda toplam 317 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 24 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 46 ile ekzon 5’de en az mutasyon ise 4 ile ekzon 3’de goriilmektedir (Sekil
4.58a). Transmembran bdlgenin de icerisinde yer aldigi ekzon 1’de 17 missense
mutasyon goriiliirken, kalsiyum regiilasyonundan sorumlu EF-hand domainin de
icerisinde yer aldigi ekzon 2’de 21 missense mutasyon gozlenirken, Sec
aminoasidinin bulundugu ve proteinin katalitik bolgesini olusturan ekzon 10°da 24
missense mutasyon goriildii. Ekzon 10 g¢evresindeki korunumlu oldugu diisiiniilen

ekzon 9°da 35, ekzon 11°de ise 21 missense mutasyon goriildii.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.58b). 1. kiime mutasyon ylkiiniin diisiik oldugu 8 ekzondan olusurken, II.
kiimede mutasyon yiikiiniin yiiksek oldugu 5 ekzon (ekzon 5, 6, 7, 9 ve 13)
bulunmaktadir. Birinci kiimede genin transmembran ve EF-hand domain ve Trx
domainin yer aldig1 ekzonlar olusturmaktadir. Glikolizasyon bolgeleri olarak gorev
alan ¢.1450G>A, c.1517C>T pozisyonlarinda 1 tane sinonim mutasyon goriildii.
Proteinin katalitik bolgesini olusturan ekzon 10 hotspot bdlge olma ihtimali iceren
ekzonlar arasinda yer almamaktadir. Kiimeleme analizi ekzon 5, 6, 7, 9 ve 13’iin
hotspot bolgeler olduguna isaret etmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot
bolgeler gozlenmezken, en diisiik mutasyon yogunlugunun ekzon 3 ve 8’de oldugu
goriilmektedir. Mutasyon yogunlugu genel olarak homojen sekilde dagilim

gostermekte olsa da ekzon 3’de aniden diisiis gozlenmekte, ekzon 5°de ise pik yaptig
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goriilmektedir. Gen iizerinde gozlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen
outlier analizi ise sadece ekzon 5’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel

ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.58. SEPNI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: SEPNI geninde 13 ekzonda toplam 160 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 12 sinonim mutasyon gozlenirken, en fazla sinonim mutasyon
25 ile ekzon 5°de en az mutasyon ise 5 ile ekzon 1°de goriilmektedir (Sekil 4.59a).
Transmembran bolgenin de igerisinde yer aldigi ekzon 1°de 5 sinonim mutasyon
goriiliirken, kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand bélgenin igerisinde yer
aldig1 ekzon 2’de ise 11 sinonim mutasyon ve Sec aminoasidinin bulundugu ve
proteinin katalitik bolgesini olusturan ekzon 10°da 9 sinonim mutasyon goriildii.
Ekzon 10 ve ¢evresindeki korunumlu oldugu diisiiniilen ekzon 9°da 16, ekzon 11°de
ise 7 sinonim mutasyon goriildii. Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon yiikiine bagh
bir gruplanmanin olup olmadigini ve bunlarin birbirlerine uzakliklarin1 belirlemek
icin Oklid uzaklik parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri
gerceklestirildi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligia isaret

etmektedir (Sekil 4.59b). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 12 ekzondan olusurken,
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II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 4 ekzondan (ekzon 5, 7, 9 ve 13)
olugmaktadir. I. kiimede genin transmembran ve EF-hand domain ve Trx domainin
yer aldig1 ekzonlar olusturmaktadir. Ayrica postranslasyonel modifikasyonda
glikolizasyon bdlgeleri olan ¢.1449C>T, ¢.1455C>T, c¢.1518G>A, c.1521C>G,
c.1596C>T, ¢.1599C>T pozisyonlarinda 1 tane sinonim mutasyon goriildii. Proteinin
katalitik bolgesini olusturan ekzon 10 hotspot bdlge olma ihtimali iceren ekzonlar
arasinda yer almamaktadir. Sinonim mutasyon yiik dagiliminin ekzonlar arasinda
belirgin bir kesiklik olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.59a). Kiimeleme analizi 5, 7,
9 ve 13. ekzonlarin hotspot bolgeler olduguna isaret etmektedir. Gen tizerinde 2. ve
3. derece hotspot bolgeler gdzlenmezken, en diisiikk mutasyon yogunlugunun ekzon 1
ve 3’de oldugu goriilmektedir. Mutasyon yogunlugu genel olarak homojen sekilde
dagilim gostermekte olsa da ekzon 3°de aniden diisiis gézlenirken, ekzon 5°de ise pik
yaptigr gorilmektedir. Gen {lizerinde gozlenen sinonim mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 5 ve 13’1 diger ekzonlardan farkli ve

asir1 varyasyonel ekzonlar olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.59. SEPNI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Cerceve kaymasi mutasyonlari: SEPNI geninde 13 ekzonda toplamda 39
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyon ve

delesyonlarin ekzonlar lizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 3 nonsinonim
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mutasyonun ekzonlarda gozlendigi en fazla indelin 12 ile ekzon 1’de en az indelin
ise 1 ile ekzon 10 ve 12’de oldugu ekzon 3, 8 ve 11°de ise hi¢ indelin olmadigi
gorilmektedir. Transmembran bodlgede yer alan ekzon 1’de 12 indel goriiliirken,
kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand domainde yer alan ekzon 2’de ise
3 indelin ve Sec aminoasidinin bulundugu ve proteinin katalitik bdlgesini olusturan
ekzon 10°da 1 indel goriildi. Ekzon 10 ve gevresinindeki ekzonlarin korunumlu
oldugu distniiliirken cevresindeki ekzon 9’da 7, ekzon 11°’de ise hi¢c mutasyon
gorilmedi. Ayrica glikolizasyon bolgelerinde yer alan pozisyonlarinda da hig¢ indel
mutasyon gozlenmedi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina
isaret etmektedir (Sekil 4.60b). 1. kiimede mutasyon yiikiiniin disiik oldugu 12
ekzondan olusurken, II. kiime ise en ¢ok mutasyonuna sahip olan tek ekzondan

(ekzon 1) olugmaktadir (Sekil 4.60b).
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Sekil 4.60. SEPNI geninde cer¢eve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
lizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme
analizi ve 1s1-haritas1 (b). Kirmizi yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Nonsense mutasyonlar: SEPNI geninde 14 ekzonda toplamda 12 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 1 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun ekzon 4, 5, 9, 10 ve 11°de, en az nonsense mutasyonun 1 ile ekzon 6 ve

13’de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.61a). Transmembran bolge ve kalsiyum
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regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand domainin de igerisinde yer aldig1 ekzon 1 ve
2’de hi¢ nonsense mutasyon goézlenmedi. Sec aminoasidinin bulundugu ve proteinin
katalitik bolgesini olusturan ekzon 10°da 2 nonsense mutasyon goriildii. Ekzon 10 ve
cevresindeki ekzonlarim korunumlu oldugu diisiiniiliirken ¢evresindeki ekzon 9 ve

11°de 2 mutasyon gorildii.
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Sekil 4.61. SEPNI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Ekzonlar arasinda nonsense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigimmi ve bunlarin birbirlerine uzakliklarin1 belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.61b). 1. kiime hi¢ mutasyon goriilmeyen 6 ekzondan olusurken, II. kiime mutasyon
yiikiiniin daha yiiksek oldugu 7 ekzondan olugsmaktadir. Kiimeleme analizi 4, 5, 6, 9,
10, 11 ve 13. ekzonlarin hotspot olabilecegine isaret etmektedir. Mutasyon
yogunlugu genel olarak 1 ile 2 arasinda degismekte olup ekzon 4, 5, 9, 10 ve 11°de
en ¢ok mutasyonun oldugu goriilmektedir (Sekil 4.61b). Gen iizerinde gozlenen
nonsense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi diger ekzonlardan farkli ve

asir1 varyasyonel ekzon tanimlamadi.
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Toplam mutasyon sayisi: SEPNI geninde 13 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 528 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 41
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 77 ile ekzon 5°de, en
az mutasyonun ise 7 ile ekzon 7’de oldugu gorilmektedir (Sekil 4.62a).
Transmembran bolge ve kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand domainde
yer alan ekzon 1’de 34 mutasyon, ekzon 2’de 35 mutasyon, Sec aminoasidinin
bulundugu ve proteinin katalitik bolgesini olusturan ekzon 10’da 36 mutasyon
saptandi. Ekzon 10 ve ¢evresinindeki ekzonlarin korunumlu oldugu diisiiniiliirken,
cevresindeki ekzon 9’da 60 ekzon 11°de ise 30 mutasyon goriildii. Gen iizerinde yer

alan 4 glikolizasyon bolgelerinde toplamda 10 mutasyon gozlendi.

Ekzonlar arasinda toplam mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.62b). I. kiime en az mutasyonun goriildiigii ekzon 3’den olusurken, II. kiime 8
ekzondan (ekzon 1, 2, 4, 6, 8, 10-12), III. kiimenin ise mutasyon yiikiiniin yiiksek
oldugu 4 ekzondan (ekzon 5, 7, 9 ve 13) olustugu goriildii. Kiimeleme analizi 5, 7, 9
ve 13. ekzonlarin hotspot olabilecegine isaret etmektedir. Mutasyon yogunlugu
ekzonlarda genel olarak 20 ile 60 arasinda degismektedir (Sekil 4.62a). Toplam
mutasyon sayist ile gerceklestirilen outlier/asir1 gézlem analizi gen lizerinde sadece

ekzon 5 ve 13’1 hotspot bolge olarak tanimladi.
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Sekil 4.62. SEPNI geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

SEPNI geninde intron mutasyonlari: SEPNI geninde bulunan 12 introndan
toplamda 439 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 37 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
65 ile intron 10°da, en az mutasyonun ise 22 ile intron 2’de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.63a). Transmembran bolgenin icerisinde yer aldigi intron 1°de 23 mutasyon
gozlenirken, kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand bolgenin icerisinde

yer aldig1 intron 2’de 22 mutasyon gozlendi.

Intronlar arasinda toplam mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigmmi ve bunlarin birbirlerine uzakliklarin1 belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi intronlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.63b). 1. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 7 introndan (intron 1-3, 6, 7, 9 ve
11) olusurken, II. kiime ise mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 5 introndan (intron 4, 5,
8, 10 ve 12) olugmaktadir (Sekil 4.63b). Mutasyon yogunlugu genel olarak 20 ile 50
arasinda degismekte olup; intron 4, 5, 8, 10 ve 12. intronlarda en ¢ok mutasyonun
oldugu goriilmektedir. Gen {lizerinde gozlenen intron bdlgesi mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi intron 10’u diger intronlardan farkli ve asir

varyasyonel intron tanimladi.
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Sekil 4.63. SEPNI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde dagilima.
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.

PCoA analizi: SEPNI geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon
cesidi (missense, sinonim, ¢er¢eve kaymasi, nonsense) ile gergeklestirilen PCoA
analizi gen icerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
gostermektedir. Analiz gen igerisinde mutasyon yogunluga gore temelde dortlii bir
gruplanma ve bu grubun icerisinde ¢ok sayida alt grup olduguna isaret etmektedir
(Sekil 4.64). Ekzon 5 en ¢ok mutasyonun goriildiigii ekzon olup, ona en yakin ekzon
9 ve 13 yerlesim gostermektedir. Diger analizler de dikkate alindiginda bu ekzonlar
hotspot ekzon olma potansiyeli tagimaktadir. Diger kalan ekzonlar ise en az
mutasyonun goriildigi ekzonlardir. En az mutasyonun goriildiigi ekzon 3

digerlerinden oldukca uzakta yer almaktadir.
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Sekil 4.64. SEPNI geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile gerceklestirilen
PCoA analizi

Faktor (PCA) analizi: SEPN1 geni lizerinde ekzonlar {izerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen iizerinde ¢ok sayida grup
bulunmaktadir. Ekzon 1 tek basina diger iki gruptan uzakta yerleserek farkli bir grup
olusturmaktadir (Sekil 4.65). Faktor (PCA) analizine gore gen iizerinde baz degisim
egilimi bakimindan I. derece hotspot bolge ekzon 5 iken, II. derece hotspot bolge ise

ekzon 13°dir.
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Sekil 4.65. SEPNI geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PCA) analizi

4.2.3. Miyofibriler Kuvvet

4.2.3. 1. ACTAI Geni

Gen iizerinde ekzon ve intron bolgeleri dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 378 mutasyon elde edildi. Bunlardan 188’1 ekzon, 190’1 ise
intron bolgelerine aittir. Ekzon bdlgelerindeki mutasyonlarda 108 ile en ¢ok sinonim
mutasyona rastlanirken bunu 62 ile missense, 10 ile indel ve 8 ile nonsense
mutasyonlar izlemektedir (Tablo 4.27). Ekzonlarda gozlenen minimum mutasyon
sayist 13 ile en fazla sinonim mutasyonlardayken en az 0 ile gerceve kaymasi ve
nonsense mutasyonlarda gozlendi. En fazla mutasyon sayisina 25 ile sinonim
mutasyonlarda gozlenirken, bunu 19 ile missense mutasyonlar izlemektedir.
Intronlarda ise en az 5 mutasyon en fazla 30 mutasyon gdzlendi. Gen iizerinde
sinonim mutasyonlarin ve intronlarda goriilen mutasyonlarin dominant oldugu

goriilmektedir.
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Tablo 4.27. ACTAI geninde ekzon ve intron bdlgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayicr istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
say1s1 sayist
Missense Mutasyon 62 10 4 19
Sinonim Mutasyon 108 18 13 25
Cerceve Kaymasi Mutasyonu 10 1,6 0 4
Nonsense Mutasyon 8 1,3 0 3
Intron Bolgesi Mutasyonlari 190 38 5 30

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagina diigen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda goriilen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

ACTAI geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: ACTAI geni lzerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 4
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.66). Gen iizerinde ayni pozisyonda
gbzlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gézlem olup olmadigini belirlemek amaciyla

gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bdlgelerinde asir

mutasyonlarin varligina isaret etmektedir.
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Sekil 4.66. ACTAI geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da agir1 gézlemleri ifade etmektedir.)
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Analiz sonuglarina gdére ayni pozisyonda gorilen 2 ve {stli asiri
mutasyonlardir. Tim ekzonlarda hotspot pozisyonlarin varligina isaret ederken, ayni
pozisyonda 3 mutasyonun/asirt varyasyonel bdlgenin gozlendigi tek ekzon, ekzon
6’dir (Sekil 4.66a). Asir1 gozlem olarak analizde kabul edilen pozisyonalarda
mutasyon gerceklesme olasiligi diger pozisyonlara gore daha yiliksek olasiliga
sahiptir. Mutasyonlarin genel olarak ekzonlar boyunca homojen bir sekilde dagildig:
gozlenmektedir. Protein yapisinda her ne kadar her ekzonda 2 mutasyon pozisyonuna
denk gelen hotspot pozisyonlar olsada 3 ile en yiiksek mutasyonel pozisyon
subdomain 3 bolgesine denk gelmektedir. Intronlarda ise ayni pozisyonda 4
mutasyonun/asiri varyasyonel bolgenin gozlendigi tek bir intron (intron 5) bolgesi
bulunurken 3 mutasyonun gozlendigi 2 (intron 3 ve 4) 2 mutasyonun gozlendigi 4
intron bolgesi (intron 2, 3, 4 ve 6) bulunmaktadir. Hotspot pozisyon varligi
bakimindan intronlarda pozisyonlarin ekzonlara gore daha fazla ve degisim
oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Hem ekzonlarda hem de intronlarda
hotspot pozisyonlar C-terminal bolgeye yakin 6zellikle intronlarda asir1 varyasyonel
pozisyonlarin proteinin orta kisimlarinda yogunlastigi goriilmektedir (Sekil 4.66b).
Ekzon 6’da 2 mutasyon iceren pozisyonlar bulunurken, intron 5’de bir pozisyonda 2
ya da 3 mutasyon gdzlenmezken, 4 mutasyonun gozlenmistir (Sekil 4.66). Ote
yandan intron 3 ve 4 de ayni anda hem 2 hemde 3 mutasyon igeren pozisyonlarin
varlig1 da bu bdlgelerin toplam da igerdikleri varyasyon kapasitesi bakimindan dikkat

cekici bolgeler olduguna isaret etmektedir.

4.2.3.1.1. ACTAI Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

ACTAI geni 1.kromozomda bulunur, 7 ekzona sahip ve 3740 baz
uzunlugundadir. Gen {izerinde yer alan 7 ekzondan ekzon 1 kodlama yapmadig i¢in
bu gen bolgesinden veriler analizlerde kullanilmadi. Caligma kapsaminda genin 6
ekzonunda gdzlenen missense, sinonim, nonsense, ¢cerceve kaymasi mutasyonlart ve
tim intronlarda gbzlenen mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi.
Calisgmada ACTAI geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda
gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir korelasyon

vermemistir (Corpearson: 0.77, n: 6, p: 0.069).
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Missense mutasyonlar: ACTAI geninde 6 ekzonda toplam 62 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar tizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 10 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 19 ile ekzon 3’de en az mutasyon ise 4 ile ekzon 2’de goriilmektedir (Sekil
4.67a). Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigini belirlemek icin 0klid uzaklik parametresi kullanilarak kiimeleme analizi
ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda iki
kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.67b). 1. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik
oldugu ii¢ ekzondan (ekzon 2, 4 ve 6) olusurken, II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla
oldugu ii¢ ekzondan (ekzon 3, 5 ve 7) olusmaktadir. Isi-harita analizide II. kiime
icerisinde yer alan ekzon 3’lin diger ekzonlardan en farkli olani olduguna isaret

etmektedir (Sekil 4.67D).
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Sekil 4.67. ACTAI geninde missense mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve
1s1-haritast (b). Kirmizi yogun renk tonlar1 artan farkliliga beyaz yogun renk tonlar
benzerlige isaret etmektedir.

Missense mutasyon yiik dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik
olusturmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.67a). Kiimeleme analizi genin orta kismina
yakin bulunan ekzon 3 ve C-terminal kismima yakin bulunan ekzon 5 ve 7’nin

icerdikleri mutasyon sayist ile hotspot bdlgeler olduguna isaret etmektedir.
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Genin C-terminal kisminin hotspot bdlge olma potansiyelinin daha fazla oldugu da
goriilmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bolgeler gozlenmedi. ACTAI
geninde gozlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise sadece
ekzon 3’ diger ekzonlardan farkli ve asir1 mutasyonel ekzon olarak
tanimlamaktadir. Bu durum hastalik olusturma potansiyeli bakimindan ekzon 3 i 6n
plana ¢ikarirken C-terminal bdlgede hastaliklarin gdzlenmesinde etkili bir alan

olduguna isaret etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: ACTAI geninde 6 ekzonda toplamda 108 sinonim
mutasyon saptandi. Mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 18 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken, en fazla sinonim mutasyon
25 ile ekzon 3’te ve en az mutasyon 13 ile ekzon 5°te gdzlendi (Sekil 4.68a). Oklid
uzaklik parametresine gore gerceklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar arasinda iki
kiimenin varhiga isaret etmektedir (Sekil 4.68b). I. kiimeyi mutasyon yiikiiniin
diisiik oldugu dort ekzon bolgesi (ekzon 2, 4, 5 ve 6) olustururken, II. kiimeyi
mutasyon yiikiiniin fazla oldugu iki ekzon bolgesi (ekzon 3 ve 7) olusturmaktadir.
ACTAI geninde gozlenen sinonim mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ve
1s1-haritasida sadece ekzon 3’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 mutasyonel ekzon

olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.68. ACTAI geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve
1s1- haritasi (b). Kirmiz1 yogun renk tonlar1 artan farkliliga beyaz yogun renk tonlar
benzerlige isaret etmektedir.
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Cerceve kaymasi mutasyonlari: ACTAI geninde 6 ekzonda toplamda 10
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Cer¢eve kaymasindan sorumlu insersiyonlar
ve delesyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 1.6
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi saptandi. En fazla indelin dort ile ekzon 2 ve
3’de, bir indelin ekzon 4 ve 6’da oldugu gozlendi. Ekzon 5 ve 7°de hi¢ indel
gozlenmedi (Sekil 4.69).
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Sekil 4.69. ACTAI geninde cer¢eve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi

Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir gruplanmaya ve bir hotspot
bolge varligina isaret etmemektedir. Ancak ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarinda genin
bas bolgelerinde goriilecek mutasyonlarin yikiciliinin daha fazla olacag
diisiiniildiiglinde olas1 hotspot ekzonlarin en fazla mutasyonun goriildiigii ekzon 2 ve
3 olma olasilig1 yiiksektir. Cerceve kaymasi mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier
analizi muhtemelen veri azlifindan gen bdlgesi i¢in herhangi bir hotspot ekzon

varli§ina isaret etmemektedir.
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Nonsense mutasyonlar: ACTAI geninde 6 ekzonda toplamda 8 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 1.3 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun 3 ile ekzon 2 ve 3’de, en az nonsense mutasyonun 2 ile ekzon 3’de
oldugu ekzon 4, 6 ve 7’da ise hi¢ nonsense mutasyonun olmadigr goriilmektedir.
Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir gruplanmaya ve bir hotspot bolge
varhigina isaret etmemektedir. Nonsense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier
analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir hotspot ekzon varligina igaret etmemektedir.
Stop kodonu olusumu trunkat proteinlerin olusmasina neden oldugundan &zellikle

ekzon 2 bu bakimdan dikkat ¢eken ekzondur (Sekil 4.70).
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Sekil 4.70. ACTAI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi

Toplam mutasyon sayisi: ACTAI geninde 6 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 188 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar {izerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 31
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 50 ile ekzon 3’de, en
az mutasyonun ise 23 ile ekzon 4 ve 6’da oldugu goriilmektedir (Sekil 4.71a).
Ekzonlar aras1 mutasyon yiikiine bagli uzaklig1 gdsteren 1s1-haritasi I. grupta ekzon 2,

4-7, 1I. grupta ise yalmzca ekzon 3 bulunmaktadir (Sekil 4.71b).
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Tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir

hotspot ekzon varligina isaret etmemektedir.
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Sekil 4.71. ACTAI geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritas
(b). Kirmiz1 yogun renk tonlar1 artan farkliliga beyaz yogun renk tonlar1 bezerlige
isaret etmektedir.

ACTAI geninde intron mutasyonlar:: ACTAI geninde bulunan 5 introndan
toplamda 190 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 20 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
45 ile intron 5°de, en az mutasyonun ise 30 ile intron 4’de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.72a). Yapilan kiimeleme analizleri 2 kiimenin varligina isaret etmektedir.
Mutasyon yiikii az olan intron 4 ve 6 bir grup olustururken, mutasyon yiikiiniin fazla
oldugu 2, 3 ve 5 ayn bir grup olusturmaktadir (Sekil 4.72b). intron bélgelerindeki
toplam mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/asir1 gézlem analizi gen lizerinde

intronlar bazinda bir hotspot intron bolgesi dnermemektedir.

173



40

30 o

20

Mutasyonlar

10

2 3 4 5 6

C-term

Sekil 4.72. ACTAI geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras kiimeleme analizi ve 1s1- haritast
(b). Kirmiz1 yogun renk tonlar1 artan farkliliga beyaz yogun renk tonlar1 benzerlige
isaret etmektedir.

PCoA analizi: ACTAI geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon
cesidi (missense, sinonim, cerceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA
analizi gen igerisinde dortlii bir gruplanmanin olduguna isaret etmektedir (Sekil
4.73). Analiz ekzon 2, 4, ve 6’y1 bir grup olarak alirken; ekzon 3, 5, ve 7’yi ise tek
tek bunlardan ayr1 bir grup olarak ele almistir. Ekzon 2,4 ve 6 mutasyon yiikiiniin en
az oldugu grup iken, diger gruplar ise mutasyon ylikiiniin fazla oldugu gruplardir ve

mutasyonun pik yaptig1 ekzon ise 3. ekzondur.

ACTA1Principal Coordinates (PCoA)

+3

+ 2

+ 4

Coord. 3 (%48)
&

+7

Coord. 1 (%15)

Sekil 4.73. ACTAI geninde ekzonlarda gozlenen tim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi
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Faktor (PCA) analizi: ACTAI geninde ekzonlar iizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen lizerinde dort adet grup
bulunmaktadir. Ekzon 2, 3 ve 7’nin diger ekzonlardan wuzakta yerlestikleri
gorilmektedir. Geriye kalan ekzon 4, 5 ve 6’nin ise kendi aralarinda grup
olusturduklar1 goriilmektedir. Faktor (PCA) analizine gore gen ilizerinde baz degisim
egilimi bakimindan 1. derece hotspot bdlge ekzon 3 iken II. derece hotspot bolge ise

ekzon 7°dir (Sekil 4.74).
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Faktor Skor 2 (%25)

Sekil 4.74. ACTAI geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gerceklestirilen
Faktor (PC) analizi

4.2.3.2. MYH7 Geni

MYH7 geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 2758 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin tanesi 1443
ekzon, 1315 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bolgelerine ait mutasyonlarda
788 degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken, bunu 597 degisim ile
sinonim, 30 indel ile ger¢eve kaymasi ve 27 degisim ile stop kodonu mutasyonlari

izledi (Tablo 4.28).
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Tablo 4.28. MYH7 geninde ekzon ve intron bdlgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayic istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
say1s1 say1s1
Missense Mutasyon 788 21 1 58
Sinonim Mutasyon 597 16 2 37
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 30 2 0 4
Nonsense Mutasyon 27 1.2 0 3
Intron Bolgesi Mutasyonlari 1315 36 19 50

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ckzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda gériilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

MYH7 geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: MYH7 geni iizerindeki ekzonlar ve intronlarda aym1 pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, aynit pozisyonda en fazla 3
mutasyon varligi tespit edildi (Sekil 4.75). Hem ekzonlar hem de intronlar {izerinde
3’lin tizerinde herhangi bir mutasyon sayisina hi¢bir pozisyonda rastlanmadi. Gen
lizerinde ayni pozisyonda gozlenen mutasyonlarin outlier/asirt goézlem olup
olmadigini belirlemek amaciyla gergeklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de
ekzon bolgesi i¢in 2 mutasyon ve iizerinde goriilen mutasyonlarin asir1 mutasyonel
pozisyonlar olduguna isaret etmektedir. Buna gdére ayn1 pozisyonda 2 mutasyon 7
ekzon disindaki tiim ekzonlarda goriilmektedir. Ayni pozisyonda 3 mutasyonun
bulundugu 5 ekzon (ekzon 3, 5, 28, 35 ve 37) bolgesi (Sekil 4.75a). Mutasyonlarin
genin 5’ baglangic ve 3’ bitis noktasinda yogun oldugu goriiliirken, kuyruk kisminda
yer alan mutasyon sayisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. S1 ve LMM
bolgelerinde mutasyonlarin genel olarak daha yaygin oldugu goriilirken S2
bolgesinde 2’nin iizerinde asir1 varyasyonel pozisyona rastlanmadi. Intron
bolgelerinde ayni pozisyonda mutasyon olma olasiligi bakimindan ayni pozisyonda 2
mutasyon 2 ekzon (ekzon 7 ve 40) disindaki tiim ekzonlarda goriilmektedir. Ayni
pozisyonda 3 mutasyonun goriildiigii 4 intron (intron 3, 5, 28 ve 37) bolgesine
rastland1 (Sekil 4.75b). Intronlarda da ekzonlarda oldugu gibi mutasyonlarin S1 ve
LMM bolgesinde var oldugu goriilmektedir. Intronlarda S1 bdlgesinde asir1
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varyasyonel pozisyonun daha fazladir. Hotspot pozisyon varligi bakimidan intron

ve ekzonlarda genelde benzer durumlarin oldugu goriildii (Sekil 4.75).
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Sekil 4.75. MYH7 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.3.2.1. MYH?7 Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

MYH7 geni 14 kromozomda yer alir, 40 ekzona sahip ve 22,921 baz
uzunlugundadir. Gen iizerinde yer alan 40 ekzondan ekzon 1 ve 2 kodlama
yapmadigl icin bu gen bdlgesinden veriler analizlerde kullanilmadi. Calisma
kapsaminda genin 38 ekzonunda gozlenen missense, sinonim, nonsense, ¢ergeve
kaymas1 mutasyonlar1 ve tiim intronlarda gozlenen mutasyonlar ele alinarak analizler
gerceklestirildi. Calismada MYH7 geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii
arasinda gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir

korelasyon vermistir (Corpearson: 0.91, n: 38, p: 0.00).

Missense mutasyonlar: MYH7 geninde 38 ekzonda toplam 788 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 21 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense
mutasyon 71 ile ekzon 27’de, en az mutasyon ise 1 ile ekzon 6 ve 40°da

goriilmektedir (Sekil 4.76a).
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Missense mutasyon sayisi bakimindan miyozin motor domaininde ortalama 11 (min:
1, maks: 31), coiled coil domainde ortalama 28 (min: 8, maks: 58) mutasyon oldugu

gozlendi.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.76b). Birinci kiimede genelde proteinin enzimatik aktivitesinden ve aktin
baglanmasindan sorumlu ve mutasyon yiikii diisiik olan 19 ekzondan olugmaktadir.
II. kiime agirlikli olarak miyozin-miyozin ve diger proteinler ile etkilesimden
sorumlu yliksek mutasyon ylikiine sahip 19 ekzondan olusmaktadir. Kiimeleme
analizi genin C-terminal kismina yakin yer alan ekzon 30-37 (ekzon 32, 34, 36 harig)
hotspot bolgeler olduguna isaret etmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot
bolgeler gézlenmezken, genin biiylik kismini1 olusturan miyozin motor domaininde
mutasyon yogunlugunun daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.76b). Tiim gene
bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin C-terminal uca dogru yogunlastigi
goriilmektedir. Bu bolgeler enzimin ¢aligma kinetiginden sorumlu protein-protein
etkilesimlerinin gergeklestigi allosterik kontrol boélgelerini igermektedir. MYH7
geninde gbzlenen missense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi ise sadece

ekzon 30, 34, 35 ve 37’yi diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak

tanimlamaktadir.
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Sekil 4.76. MYH7 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.
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Sinonim mutasyonlar: MYH7 geninde 38 ekzonda toplam 597 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 16 sinonim mutasyon gozlenirken en fazla sinonim mutasyon
37 ile ekzon 34’de, en az mutasyon ise 2 ile ekzon 6’da goriilmektedir (Sekil 4.77a).
Sinonim mutasyon sayisi bakimindan miyozin motor domaininde ortalama 11 (min:
2, maks: 28), coiled coil domainde ortalama 20 (min: 10, maks: 35) mutasyon oldugu

gozlendi.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.77b). Birinci kiime mutasyon yiikii diisiik 22 ekzondan olusurken, bu
ekzonlarin genin herhangi bir bélgesinde yogunlastigi goriilmemektedir. Ikinci
kiimede mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 16 ekzondan olugmaktadir. Agirlikli olarak
miyozin-miyozin ve diger proteinler ile etkilesimden sorumlu ekzonlar bu kiimede
yer almaktadir. Sinonim mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzonlarin C-terminal
uca yakin yer alan ekzon 21 ve 31’in oldugu goriilmektedir. Kiimeleme analizi genin
C-terminal kismina yakin yer alan ekzonlarin N-terminal kisimda yer alanlara gore
hotspot olma potansiyelinin daha yiiksek olduguna isaret etmektedir. Gen {izerinde 2.
ve 3. derece hotspot bolgeler gozlenmezken, genin biiyiik kismini olusturan miyozin
motor domaininde mutasyon yogunlugunun daha diisiik oldugu goriilmektedir. Tiim
gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin C-terminal uca dogru yogunlastigi
goriilmektedir. Bu boélgeler enzimin calisma kinetiginden sorumlu protein-protein
etkilesimlerinin gergeklestigi allosterik kontrol bdlgelerini igerir. MYH7 geninde
gozlenen sinonim mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier analizi yalmizca ekzon 21,

33 ve 35’1 diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlad.
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Sekil 4.77. MYH7 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Cerceve kaymasi mutasyonlari: MYH7 geninde 38 ekzonda toplamda 30
cergeve kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyonlar
ve delesyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 2
nonsinonim mutasyonun ekzonlarda gozlendigi en fazla indelin 4 ile ekzon 37°de
oldugu gortiliirken 9 ekzonda tek indel, 14 ekzonda ise hi¢ indelin olmadig1 goriildi
(Sekil 4.78a). Indel sayis1 bakimindan miyozin motor domaininde (min: 0, maks: 2)

ve coiled coil domainde (min: 0, maks: 4) ortalama 1 mutasyon oldugu gozlendi.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.78b). Ekzonlarin ¢ogu 1. kiimede yer almakta ve bu kiimeyi mutasyon yiikii
diisiik olan 21 ekzon olusturmaktadir. I. kiimeyi olusturan ekzonlarin genin herhangi
bir bolgesinde yogunlagmadigi goriilmektedir. II. kiimede de birincide oldugu gibi
herhangi bir boliimde yogunlastig1 goriilmemekte olup, mutasyon yiikiiniin ytiksek
oldugu 17 ekzondan olugsmaktadir. Kiimeleme analizi genin C-terminal kismina
yakin yer alan ekzonlarin N-terminal kisimda yer alanlara gore hotspot olma
potansiyelinin daha yiiksek olduguna isaret etmektedir. Gen {izerinde 2. ve 3. derece
hotspot bolgeler gozlenmezken, genin biiyiik kismini olusturan miyozin motor

domaininde = mutasyon  yogunlugunun daha diisik oldugu saptandi.
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Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin 20. ekzonundan itibaren C-
terminal uca dogru yogunlastigi goriilmektedir. Bu bolgeler enzimin g¢aligma
kinetiginden sorumlu protein-protein etkilesimlerinin gergeklestigi allosterik kontrol
bolgelerini igermektedir. MYH7 geninde gozlenen gerceve kaymasi mutasyonlari ile
gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 5, 22, 28 ve 37’yi diger ekzonlardan

farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.78. MYH7 geninde cerceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
lizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme
analizi ve 1s1-haritas1 (b). Kirmizi yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Nonsense mutasyonlar: MYH?7 geninde 38 ekzonda toplamda 27 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar tlizerindeki dagilimlarina bakildiginda
ortalama 1 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
mutasyonun 3 ile ekzon 4’de oldugu goriiliirken, 16 ekzonda 1 mutasyon, 18
ekzonda ise hi¢ mutasyon olmadigi1 saptandi (Sekil 4.79a). Stop kodonu olusturan
nonsense mutasyon sayist bakimindan hem miyozin motor domaininde (min: O,
maks:3) hem de coiled coil domainde (min: 0, maks: 2) ortalama 1 mutasyon

saptandi.
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Sekil 4.79. MYH7 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi. (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina igaret etmektedir
(Sekil 4.79b). Ekzonlarin ¢ogu I. kiimede yer almakta ve bu ekzonlar diisiik
mutasyon ylikiine sahip 30 ekzondan olusmaktadir. Bu kiimedeki ekzonlarin genelde
gen boyunca dagilim gosterdigi ve herhangi bir boliimde yogunlagsmadig
goriilmektedir. II. kiimede de birincide oldugu gibi herhangi bir bolgede yogunlagma
olmayip, mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 8 ekzon yer almaktadir. Stop kodon
mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzonlarin N-terminal kisma yakin bolgede yer
alan ekzon 4 ve C-terminal uca yakin yer alan ekzon 29 oldugu goriilmektedir.
Kiimeleme analizi genin C-terminal kismina yakin yer alan ekzonlarin N-terminal
kisimda yer alanlara gdre hotspot olma potansiyelinin daha yiliksek olduguna isaret
etmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bdlgeler gézlenmezken, genin
biiylik kismin1 olusturan miyozin motor domaininde mutasyon yogunlugunun daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin
25. ekzonundan itibaren C-terminal uca dogru daha yogunlastig1 goriilmektedir. Bu
bolgeler enzimin calisma kinetiginden sorumlu protein-protein etkilesimlerinin
gerceklestigi allosterik kontrol bolgelerini icermektedir. MYH7 geninde gozlenen
nonsense mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 4, 9, 17 ve

29’u diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Toplam mutasyon sayisi: MYH7 geninde 38 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 1443 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 38
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 106 ile ekzon 27°de,
en az mutasyonun ise 2 ile ekzon 40’da oldugu goriilmektedir (Sekil 4.80a). Toplam
mutasyon sayist bakimindan miyozin motor domaininde ortalama 24 (min: 3, maks:

32), coiled coil domainde ortalama 48 (min: 2, maks: 106) mutasyonun oldugu

gozlendi.
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Sekil 4.80. MYH7 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir
gruplanmanin olup olmadiginit belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen iizerinde 2 kiimenin varliina isaret etmektedir (Sekil 4.80b). 1. kiimede
genelde N-terminal bolgeye yakin bulunan ve miyozin motor domaindeki yer alan
diisitk mutasyon yiikiine sahip 20 ekzondan olusurken, II. kiime genelde coiled-coil
domainde yer alan yiiksek mutasyon yiikiine sahip 18 ekzondan olusmaktadir.
Ekzonlar arast mutasyon yiikiine bagli uzakligi gosteren isi-haritasi ekzon 35 ve
37°y1 diger ekzonlar farkli oldugunu ve hotspot bolge olma potansiyeli tasidigini
gostermektedir (Sekil 4.80b). Kiimeleme analizi gen {izerinde ekzon 25-39 (29 ve 38
hari¢) kapsayan bir hotspot bolgenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.80b).
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Bu bolge icerisinde en yiliksek mutasyon sayist 106 ile ekzon 27°de goriiliirken, bunu
100 mutasyon ile ekzon 34 ve 94 mutasyon ile ekzon 37 takip etmektedir. Toplamda
elde edilen 1443 mutasyonun yaklasik 354°li miyozin motor domainde yer alirken,
10151 coiled coil domainde yer almaktadir. Genin S1 bdlgesinde itibaren mutasyon
yiikiinde belirgin sekilde artis oldugu ve LMM bolgesi igerisinde pik yaptigi
goriilmektedir (Sekil 4.80a). Toplam mutasyon sayisi ile gerceklestirilen outlier/asirt
gozlem analizi gen lizerinde ekzon 30, 34, 35 ve 37’yi hotspot bolge olarak

tanimladi.

MYH7 geninde intron mutasyonlari: MYH7 geninde bulunan 37 introndan
toplamda 777 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 21 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
52 ile intron 37’de, en az mutasyonun ise 19 ile intron 7°de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.81a). Mutasyon sayisi bakimindan miyozin motor domaininde ortalama 33
(min: 19, maks: 49), coiled coil domainde ortalama 37 (min: 29, maks: 52)

mutasyonun oldugu gozlendi.

Intronlar arasinda mutasyonlar bakimimdan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.81b). 1. kiime genellikle mutasyon yiikiiniin az
oldugu 28 ekzondan olusurken, II. kiime mutasyon yiikiiniin yliksek oldugu kiimeleri
gostermektedir (Sekil 4.81b). Gen iizerinde ¢ogunluk mutasyon yiikiiniin az oldugu
intronlardan olusmaktadir. Toplam mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/asir
gbzlem analizi gen iizerinde intronlar bazinda bir hotspot intron bdlgesi

onermemektedir.
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Sekil 4.81. MYH7 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar {izerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.

PCoA analizi: MYH7 geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon
cesidi (missense, sinonim, cerceve kaymasi, nonsense) ile gergeklestirilen PCoA
analizi gen igerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
goriilmektedir. Analiz gen igerisinde dortlii bir gruplanmanin olduguna isaret
etmektedir (Sekil 4.82). Analiz genin coiled-coil kismin1 olusturan ekzonlari
cogunlukla ayn1 gruba yerlestirirken buradaki ekzonlarin mutasyon yiikiiniin fazla
oldugu goriilmektedir. Fakat bu bolgede yer alan ve mutasyon yiiklerinin diisiik
oldugu ekzon 26, 29, 38 ve 40’1 ayr1 bir sekilde gruplandirdigr goriilmektedir. Ekzon
27, 34, 35 ve 37 grubu mutasyon ylkiiniin fazla oldugu gruptur, ekzon 30’da bunlara
yakin bir pozisyona yerlesmis olup onun da mutasyon yiikii olduk¢a yiiksektir. Bu
kiimede yer alan ekzonlarin miyozin ve titin etkilesiminden sorumlu olabilme
thtimali ytliksektir. Geride kalan ekzonlar genin motor domain kisminda yer alan

ekzonlarin ¢cogu ayr1 bir grup olarak yerlesmis olup mutasyon yiikleri diistiktiir.
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Sekil 4.82. MYH7 geninde ekzonlarda gdzlenen tiim mutasyon ile gerceklestirilen
PCoA analizi

Faktor (PCA) analizi: MYH7 geni lizerinde ekzonlar iizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore genel olarak bakildiginda dortli
bir grup var olabilecegi diisliniilmektedir (Sekil 4.83). Diger analizlerde de oldugu
gibi faktdr (PCA) analizi genin miyozin-miyozin ve diger proteinler ile etkilesim
igcerisinde olan LMM boélgesinde yer alan ekzonlar1 digerlerinden ayr1 bir grup olarak
vermigstir. Faktor (PC) analizine gore gen lizerinde baz degisim egilimi bakimindan
belirgin bir ayrim yoktur fakat mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzon 28, 31, 35 ve

37 digerlerinden daha perifere yerlesmistir.
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Sekil 4.83. MYH7 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gerceklestirilen
Faktor (PCA) analizi

4.2.3. 3. TPM2 Geni

TPM2 geninden ekzon ve intron bdlgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 578 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 199 tanesi ekzon,
379 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bdlgelerine ait mutasyonlarda 103
degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 82 degisim ile sinonim, 8
indel ile ¢erceve kaymasi ve 6 degisim ile stop kodonu mutasyonlar1 izledi (Tablo

4.29).

Tablo 4.29. TPM2 geninde ekzon ve intron bolgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
say1s1 sayisl
Missense Mutasyon 103 9 1 13
Sinonim Mutasyon 82 7 4 14
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 8 0.7 0 2
Nonsense Mutasyon 6 0.5 0 2
Intron Bolgesi Mutasyonlari 379 38 29 67

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron bagina diigen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda goriilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.
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TPM2 geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: TPM?2 geni iizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 6
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.84). Gen iizerinde ayni pozisyonda
gozlenen mutasyonlarin outlier/asir1 gozlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler tiim intron ve ekzonlarda hotspot bolgelerin varliina isaret
etmektedir. Buna gore 2 mutasyonun gézlendigi 6 ekzon (3, 4, 6, 8, 9 ve 10) bolgesi
varken, ayni pozisyonda 3 mutasyon gozlendigi yalnizca tek bolgede (ekzon 3)

gozlendi (Sekil 4.84a).
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o c
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Sekil 4.84. TPM?2 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlar1 (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisint bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

Ekzon 5 hari¢ olmak iizere bu ekzonlar mutasyon gergeklesme olasiligi bakimindan
hotspot pozisyonlar i¢ceren ekzonlardir. Genin 5’ baglangi¢ bolgesinde yer alan ekzon
1 ve 2’de asir1 varyasyonel pozisyonlara rastlanmamustir. Bu bolgelerin hotspot bolge
icerme potansiyeli diisiiktiir. Intron bolgelerinde ayn1 pozisyonda mutasyon olma
olasiligi bakimindan hotspot bodlgeler 10 intron bdlgesinde yogunlastig
goriilmektedir. Intron bdlgelerinde ayni pozisyonda en fazla 6 mutasyon ile intron
6°da gozlendi (Sekil 4.84b). intronlarda da ekzonlarda olduguna benzer sekilde ilk 3
intron bolgesinde varyasyon goriilme olasiliginin daha diisiik oldugu gézlendi ve 3.

intronda asir1 varyasyonel pozisyonlara rastlanmadi. Genel olarak genin 3’
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bolgesinde varyasyonel pozisyonlara rastlanma olasiliginin daha yiiksek oldugu

gozlenmektedir (Sekil 4.84).

4.2.3.3.1. TPM2 Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

TPM2 geni 9 kromozomda yer alir, 11 ekzona sahip ve 8064 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 11 ekzonunda gdzlenen missense,
sinonim, nonsense, ¢erceve kaymasi mutasyonlari ve tlim intronlarda goézlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi. Calismada TPM2 geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gergeklestirilen korelasyon analizi bu iki
degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermemistir (Corpeyson: 0.50, n: 11, p:

0.11).

Missense mutasyonlar: TPM2 geninde 11 ekzonda toplam 103 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar tizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 9 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense mutasyon
13 ile ekzon 6, 9 ve 11°de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 10°da goriilmektedir (Sekil
4.85a). Mutasyonlarin genin baslangi¢ kisminda oldukga yiiksek oldugu ve 5. ekzona
kadar azaldig1 ve sonrasinda 13 mutasyon ile pik yapip daha sonra dalgalanmalar

oldugu gozlendi.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigin1 ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek icin ©klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gergeklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varlifina isaret etmektedir (Sekil
4.85b). I. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 2 ekzondan (5, 10) olusurken, II. kiimeyi
mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 9 ekzon olusturmaktadir. Isi-harita analizi ekzonlar
arasinda uzaklik bakimindan ikinci grupta yer alan 1., 6., 9. ve 11. ekzonlarin 6n
plana ¢iktigin1 gostermektedir. Missense mutasyon yiikii bakimindan en sicak
ekzonlarin ekzon 6 ve C-terminal uca yakin yer alan ekzon 9 ve 11 oldugu
goriilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon yogunlugunun genin C-terminal ve

N-terminal kisimlarinda yogunlastigi goriilmekte ve tropomiyozinler iizerinde yer
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alan troponin baglanma bdolgelerinin yer alma olasiliginin yiiksek oldugu ekzon 7°de
hotspot mutasyonlar arasinda yer almaktadir. Missense mutasyonlar ile
gergeklestirilen outlier/asirt gozlem analizi ise gen {izerinde mutasyon yogunlugu
bakimindan diger ekzonlardan belirgin fark gosteren bir ekzonun varligina isaret

etmektedir.
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Sekil 4.85. TPM2 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: TPM2 geninde 11 ekzonda toplamda 82 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 7 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken en fazla sinonim
mutasyon 14 ile ekzon 3 ’de en az mutasyon ise 5 ile ekzon 8 ve 10°da oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.86a). Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon yiikiine bagl
belirgin bir gruplanmanin olup olmadigini ve bunlarin birbirlerine olan uzakliklarini
belirlemek amaciyla kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.86b). 1. kiimeyi mutasyon yiikii az olan 8 ekzon bdlgesi olustururken, II. kiimeyi
mutasyon yiikii fazla olan 3 ekzon bolgesi (1, 2 ve 3) olusturmaktadir. TPM2 geninde
gbzlenen sinonim mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 3’1

diger ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.86. TPM2 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi
dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve
1s1-haritast (b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari igaret etmektedir.

Cerceve kaymast mutasyonlart: TPM2 geninde 11 ekzonda toplamda 8
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Gen iizerinde en fazla indelin 2 ile ekzon 1’de
en az indelin ise 1 ile 6 ekzonda (ekzon 2, 3, 6, 8, 9 ve 11) oldugu goriilmekte olup,
gen lizerindeki ekzonlardan ¢ogunda indele rastlanmadi (Sekil 4.87). Kiimeleme
analizi gen lizerinde ekzonlar arasi bir gruplanmaya ve bir hotspot bolge varligina
isaret etmemektedir fakat genin baslangic bolgesindeki mutasyon yiikiinlin diger
bolgelere gore gore daha siddetli fenotipler ortaya koyma ihtimali olacagi icin bu
bolgelerin hotspot bolge olma olasiligi yiiksek olabilir. Cerceve kaymasi mutasyonlar
ile gerceklestirilen outlier/asir1 gézlem analizi ise gen ilizerinde mutasyon yogunlugu
bakimindan diger ekzonlardan belirgin fark gosteren bir ekzonun varlifina isaret

etmemektedir.
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Sekil 4.87. TPM2 geninde ¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi

Nonsense mutasyonlar: 7PM2 geninde 11 ekzonda toplamda 6 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu en fazla nonsense mutasyonun 3 ile ekzon 1 ve 2’de, en az nonsense
mutasyonun 1 ile ekzon 5 ve 6’da oldugu ekzon 3-4 ve 7-11 arasinda ise hig

nonsense mutasyonun olmadigi gortilmektedir (Sekil 4.88).

Ekzonlar arasinda nonsense mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin
ve hotspot olarak onerilebilecek bir bolgenin olup olmadigint belirlemek amaciyla
kiimeleme analizi ger¢eklestirildi. Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir
gruplanmaya ve bir hotspot bolge varligina isaret etmemektedir (Sekil 4.87) Ancak
nonsense mutasyonlarda genin bas bolgelerinde goriilecek stop kodonu
olusumlarinin yikicihginin daha fazla olacagi diisiintildiiglinde olast hotspot
ekzonlarin en fazla mutasyonun goriildiigii 1 ve 2 olma olasilig1 yiiksektir. Nonsense
mutasyonlarla gergeklestirilen outlier analizi gen bdolgesi i¢in herhangi bir hotspot

ekzon varligina isaret etmemektedir.
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Sekil 4.88. TPM?2 geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi

Toplam mutasyon sayisi: TPM2 geninde 11 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 199 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 18
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 26 ile ekzon 1°de, en

az mutasyonun ise 6 ile ekzon 10’da oldugu goriilmektedir (Sekil 4.89a).

Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir
gruplanmanin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.89b). 1. kiime
ekzon 4, 5, 8, 10’u IL. kiime ise 1-3, 6, 7, 9 ve 11’1 kapsamaktadir. Gen {izerinde 4. ve
5. ekzonlarmin bulundugu bolge hari¢ diger tiim bdlgelerin hotspot bolge olma
potansiyeli goriilmektedir. Toplam mutasyon sayisi ile gerceklestirilen outlier/asir
gozlem analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir hotspot ekzon varligina isaret

etmemektedir.
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Sekil 4.89. TPM?2 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
gosterilmistir (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi
ve 1s1-haritas1 (b). Kirmizi yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlar igaret etmektedir.

TPM?2 geninde intron mutasyonlari: 7PM2 geninde bulunan 10 introndan
toplamda 379 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 37 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
67 ile intron 6 da, en az mutasyonun ise 29 ile intron 4 ve 8’de oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.90).
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Sekil 4.90. TPM?2 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde dagilimi
(a).Oklid uzaklik parametresine gore intronlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritast
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.
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Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gergeklestirilen kiimeleme analizi gen iizerinde 2 kiimenin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.90b). I. kiime yalnizca 67 mutasyon ile intron 6’y1
icermektedir ve gen Tlizerinde mutasyon yiikiiniin 29-39 arasinda dalgalandig:
gozlenmektedir. Toplam mutasyon sayisi ile gerceklestirilen outlier/asirt gozlem

analizi gen lizerinde intron 6’y1 hotspot intron bolgesi dnermektedir.

PCoA analizi: TPM?2 geninden tiim ekzonlarda gézlenen dort mutasyon ¢esidi
(missense, sinonim, c¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA analizi
gen icerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimm oldugu
goriilmektedir. Analiz gen igerisinde TUg¢li bir gruplanmanin olduguna isaret
etmektedir (Sekil 4.91). Analiz 1, 2 ve 3. ekzonlar1 ayr1 bir grup olarak ele alirken,
ekzon 7-8-9 ve 11’1 bir grup, ekzon 5 ve 10’u ayr1 bir grup olarak ele almaktadir.
Ekzon 5-10 grubu en az mutasyon yiikiine sahip ekzonlardir. Mutasyon yiikiiniin en
fazla oldugu kisim genin N-terminal kisminda yer alan 1, 2 ve 3. ekzonlardir ve bu

bolgenin hotpot bdlge olma potansiyeli yiiksektir.

TPM 2Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 2 (% 29)

Coord. 1 (%37)

Sekil 4.91. TPM?2 geninde ekzonlarda gbézlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi

Faktor (PCA) analizi: TPM2 geni iizerinde ekzonlar lizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gerceklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif

olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
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ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen iizerinde bes adet grup
bulunmaktadir. Ekzon 1 tek basina diger gruplardan uzakta yerleserek farkli bir grup
olustururken genel olarak gruplarin 2’ser ekzondan olustugu goriilmektedir (Sekil
4.92). Faktor (PC) analizine gore gen lizerinde baz degisim egilimi bakimindan I.
derece hotspot bolge ekzon 1 iken, II. derece hotspot bolge ise ekzon 2, 3, 6, 9 ve
11°dir.
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Sekil 4.92. TPM?2 geninde ekzonlarda gozlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PC) analizi

4.2.3.4. TPM3 Geni

TPM3 geninden ekzon ve intron bdlgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 565 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 217 tanesi ekzon,
348 tanesi ise intron bolgelerine aittir. Ekzon bdlgelerine ait mutasyonlarda 123
degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 82 degisim ile sinonim, 7
indel ile ¢erceve kaymasi ve 5 degisim ile stop kodonu mutasyonlari izledi (Tablo

4.30).
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Tablo 4.30. TPM3 geninde ekzon ve intron bélgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayicr istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
say1s1 say1s1
Missense Mutasyon 123 9 1 23
Sinonim Mutasyon 82 6 0 11
Cerceve Kaymas1 Mutasyonu 7 0.5 0 3
Nonsense Mutasyon 5 0.3 0 1
Intron Bélgesi Mutasyonlari 348 28 7 38

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ckzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ekzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisi, mak. mut. sayisi: ekzon ve
intronlarda gériilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

TPM3 geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: TPM3 geni lizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu gozlenirken, ayni pozisyonda en fazla 4
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.93). Gen iizerinde ayni pozisyonda
gbzlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gézlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bolgesi icin asiri
mutasyonlarin varligina isaret etmektedir. Analizlere gore ayni pozisyonda goriilen 2
ve ustli asirt mutasyonlardir. Buna gore 3 mutasyonun/asirt varyasyonel bdlgenin
gozlendigi 1 ekzon bolgesi varken, 2 mutasyonun/asir1 varyasyonel bolgenin
gozlendigi 8 ekzon gozlendi (Sekil 4.93a). Ekzon 2 mutasyon gerceklesme olasilig
bakimindan hotspot pozisyonlar iceren bir bolgedir. Genin 5° baslangi¢ bdlgesinde
yer alan ekzon 1’in yani sira 7., 9., 10., 12 ve 14. ekzonlarda da asir1 varyasyonel
pozisyonlara rastlanmamaistir. Ekzon 7°de hig¢ varyasyonel pozisyona rastlanmamakla
birlikte hotspot bdlge olma potansiyeli yiiksek olan bolgelerden biridir. Intron
bolgelerinde ayni pozisyonda mutasyon olma olasiligi bakimindan intron 13 harig¢
tiim bolgelerde ayni1 pozisyonda mutasyon olma olasilig1 bakimindan hotspot bolge
olma potansiyeline sahiptir (Sekil 4.93b). Ayn1 pozisyonda en fazla 4 mutasyon
intron 1’de ve 3 mutasyon intron 5’de goriilmektedir. Genel olarak genin 5’
baslangi¢c bolgesinde varyasyonel pozisyonlara rastlanma olasilifinin daha yiiksek

oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.93).
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Sekil 4.93. TPM3 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki asiri
mutasyonlar ve dagilimlart (Kirmizi ¢izgi ortalama mutasyon sayisint bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.3.4.1. TPM3 Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

TPM3 geni 1. kromozomda yer alir, 14 ekzona sahip ve 36,793 baz
uzunlugundadir. Calisma kapsaminda genin 14 ekzonunda gozlenen missense,
sinonim, nonsense, c¢erceve kaymasi mutasyonlari ve tlim intronlarda gozlenen
mutasyonlar ele alinarak analizler gerceklestirildi. Calismada TPM3 geninde ekzon
uzunlugu ile mutasyon yiikii arasinda gergeklestirilen korelasyon analizi bu iki
degisken arasinda anlamli bir korelasyon vermemistir (Corpeason:  0.66, n: 14, p:

0.09).

Missense mutasyonlar: 7PM3 geninde 14 ekzonda toplam 123 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 9 missense mutasyon gozlenirken, en fazla missense mutasyon
23 ile ekzon 3’de en az mutasyon ise 1 ile ekzon 12°de goriilmektedir (Sekil 4.94a).
Mutasyonlarin yiikii genel olarak 4 ile 14 ile degismektedir. Genin baglangic

kismindaki mutasyon yogunlugunun son kismindakine daha diisiik oldugu goriildii.
Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup

olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin 6klid uzaklik

parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gergeklestirildi.
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Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 3 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.94b). 1. kime mutasyon yiikii diisiik olan 10 ekzondan olusurken, II. kiime
mutasyon yiikii fazla olan 3 ekzon (ekzon 7, 11, 13) ve IIl. kiime ise yalnizca tek
ekzon (3) bolgesini kapsamaktadir. Isi-harita analizi ekzonlar arasinda uzaklik
bakimindan ikinci grupta yer alan 9. ve 12. ekzonlarin 6n plana ¢iktigin
gostermektedir. Missense mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzon N-terminal
bolgede yer alan ekzon 3 oldugu gorilmektedir. Tiim gene bakildiginda mutasyon
yogunlugunun genin N-terminal kisimlarinda yogunlastigi goriilmekte ve
tropomiyozinler tiizerinde yer alan troponin baglanma bdlgelerinin yer alma
olasiligmin yiiksek oldugu ekzon 7°de II. derece hotspot bolge iceren mutasyonlar
arasinda yer almaktadir. Missense mutasyonlar ile gergeklestirilen outlier/agir1
gbzlem analizi ise gen lizerinde mutasyon yogunlugu bakimindan digerlerinden

belirgin fark gosteren ekzonlarin 3 ve 11 olacagina isaret etmektedir.
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Sekil 4.94. TPM3 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: TPM3 geninde 14 ekzonda toplamda 82 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 6 sinonim mutasyon ekzonlarda gozlenirken en fazla sinonim
mutasyon 11 ile ekzon 4 ’de, en az mutasyon ise 2 ile ekzon 7 ve 9’da oldugu

goriilmekteyken, ekzon 12°de hi¢ mutasyon gozlenmedi (Sekil 4.95a). Genin 5’
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baslangi¢ kisminda mutasyon yogunlugunun olduke¢a yiiksek oldugu ekzon 5 ve 10

arasinda diistik seyir izledigi sonrasinda tekrar arttigi gozlendi.

Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin
olup olmadigimi ve bunlarin birbirlerine olan uzakliklarini belirlemek amaciyla
kiimeleme analizi ve 1s1-harita analizleri gergeklestirildi. Oklid uzaklik parametresine
gore gerceklestirilen kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret
etmektedir (Sekil 4.95b). 1. kiime mutasyon yiikii diisiik olan 9 ekzon bdlgesinden
olustururken, II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 5 ekzon bolgesinden (2, 3, 4,
6 ve 13) olusmaktadir. 7PM3 geninde gozlenen sinonim mutasyonlar ile
gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzon 4’1 diger ekzonlardan farkli ve asirt

varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.95. TPM3 geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerinde dagilimi
dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve
1s1-haritast (b). Kirmizi yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk
bolgeler ise birbirine yakin ekzonlar igaret etmektedir.

Cergceve kaymasi mutasyonlari: TPM3 geninde 14 ekzonda toplamda 7
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Gen tizerinde en fazla indelin 3 ile ekzon 2’de,
bunu izleyen 1., ve 4. ekzonlarda ise 2 indel goriilmektedir (Sekil 4.96a). Ekzon 1-2
ve 4 disinda diger ekzonlarda hi¢ indel goriilmedi. Ekzonlar arasinda insersiyon-
delesyon mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin olup olmadigini ve
bunlarin birbirlerine olan uzakliklarini belirlemek amaciyla kiimeleme analizi ve 1s1-
harita analizleri gergeklestirildi. Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin

varhigina isaret etmektedir (Sekil 4.96b). 1. kiimede hi¢ mutasyonun goriilmedigi
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ekzonlar yer alirken, II. kiimede mutasyon yiikii 2 ve 3 arasinda degisen 3 ekzon
goriilmektedir. Genin 5’ baslangic bolgesindeki mutasyon yiikiiniin daha fazla
oldugu goriildii ve bu bolgelerdeki mutasyonlarin diger bolgelere gére gore daha
siddetli fenotipler ortaya koyma ihtimali olacagi i¢in olduk¢a Snemlidir. Cergeve
kaymas1 mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier/asir1 gozlem analizi ise gen lizerinde

mutasyon yogunlugu bakimindan ekzon 2’nin digerlerinden farkli oldugu goriildii.
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Sekil 4.96. TPM3 geninde c¢erceve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
tizerinde dagilimi. (a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme
analizi ve 1s1-haritas1 (b). Kirmizi yogun bdlgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Nonsense mutasyonlar: 7PM3 geninde 14 ekzonda toplamda 5 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlar 1 ile ekzon 4-6-7-12 ve 13’de goriiliirken, diger
ekzonlarda hi¢ mutasyon goriilmedi (Sekil 4.97). Ekzonlar arasinda nonsense
mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin ve hotspot olarak onerilebilecek
bir bdlgenin olup olmadiginmi belirlemek amaciyla kiimeleme analizi gergeklestirildi.
Kiimeleme analizi gen lizerinde ekzonlar aras1 bir gruplanmaya ve bir hotspot bolge
varligina isaret etmemektedir (Sekil 4.97). Ancak nonsense mutasyonlarda genin bas
bolgelerinde goriilecek stop kodonu olusumlarinin yikiciliginin daha fazla olacag
diistintildiigiinde ekzon 4, 6 ve 7’nin hotspot olma potansiyeli goriilmektedir.
Nonsense mutasyonlarla gergeklestirilen outlier analizi gen bolgesi i¢in herhangi bir

hotspot ekzon varligina isaret etmemektedir.

201



§ 1 (o) 0O O 0o O
>
(]
(7))
c
o
P
(7))
[}
]
3
=
[4}]
)
c
(<))
7]
c
(o]
=
U T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ekzonlar
N-term C-term

Sekil 4.97. TPM3 geninde nonsense mutasyonlarinin ekzonlar {izerinde dagilimi
dagilimi

Toplam mutasyon sayisi: TPM3 geninde 14 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 217 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar tizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 16
mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 33 ile ekzon 3’de, en
az mutasyonun ise 2 ile 12°de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.98a). Ekzon 12’deki
mutasyon sayisinin az olmasi bu ekzonun uzunlugunun da az olmasindan kaynakh

olabilir.

Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir
gruplanmanin olup olmadigint belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen tlizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.98b). Isi-harita
analizi ekzonlar arasinda uzaklik bakimindan ikinci grupta yer alan 12’nin diger
ekzonlardan daha farkli oldugu goriildii. I. kiime mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 9
ekzonu kapsamaktayken, II. kiimede ise mutasyon yiikiiniin fazla oldugu ekzon 2, 3,
4, 11 ve 13’1 kapsamaktadir. Toplam mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/asir1
gbzlem analizi ise gen lzerinde mutasyon yogunlugu bakimindan ekzon 3’iin

digerlerinden farkli oldugu gosterdi.
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Sekil 4.98. TPM3 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

TPM3 geninde intron mutasyonlari: 7PM3 geninde bulunan 13 introndan
toplamda 348 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 26 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
38 ile intron 4’ de, en az mutasyonun ise 7 ile intron 13°de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.99a). Intronlar arasinda mutasyonlar bakimindan bir gruplanmanim olup
olmadigmi belirlemek amaciyla gergeklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2
kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.99b). 1. kiime mutasyon ylikiiniin az
oldugu ile intron 2, 12 ve 13’ii icermektedir. Intron bdlgelerinde goriilen tiim
mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier/agir1 gozlem analizi ise gen {iizerinde
mutasyon yogunlugu bakimindan diger ekzonlardan belirgin fark gosteren bir

ekzonun varligina isaret etmemektedir.
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Sekil 4.99. TPM3 geninde gbzlenen tiim mutasyonlarin intronlar tizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.

PCoA analizi: TPM3 geninden tiim ekzonlarda gézlenen dort mutasyon cesidi
(missense, sinonim, c¢erceve kaymasi, nonsense) ile gerceklestirilen PCoA analizi
gen icerisinde mutasyon yapisi bakimindan heterojen bir dagilimin oldugu
goriilmektedir. Analiz gen igerisinde 3’den fazla gruplanmanin olduguna isaret
etmektedir (Sekil 4.100). Analiz 11 ve 13. ekzonlar1 bir grup olarak ele alirken 3, 7
ve 14. ekzonlan tekil olarak ayri1 gruplandirdi. Ekzon 5-10 grubu en az mutasyon
yiikiine sahip ekzonlardir. Tiim mutasyon tiplerinde hotspot bolge olarak belirlenen
ve en ¢ok mutasyonun gorildiigli N-terminal kisimda yer alan ekzon 3’ii PCoA

analizi de hotspot olarak belirledi.

TPM3 Principal Coordinates (PCoA)
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Sekil 4.100. TPM3 geninde ekzonlarda gozlenen tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen
PCoA analizi
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Faktor (PCA) analizi: TPM3 geni iizerinde ekzonlar lizerinde gozlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine gore gen iizerinde dort adet grup
bulunmaktadir. Ekzon 1 ve 3 tek basina diger gruplardan uzakta yerleserek farkli bir
grup olustururken diger gruplardan birinin 2. ve 4. ekzonlardan olusmakta ve hotspot
olma potansiyelleri yiiksektir (Sekil 4.101). Faktor (PC) analizine gore gen iizerinde
baz degisim egilimi bakimindan I. derece hotspot bdlge ekzon 3 iken, II. derece
hotspot bolge ise ekzon 2 ve 4’diir. Dordilincli grupta yer alan ekzonlarin ise

mutasyon yiikiinlin 2 ile 23 arasinda degistigi goriilmektedir ve en az mutasyona

sahip olan ekzonlar bu grupta yer almaktadir.
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Sekil 4.101. TPM3 geninde ekzonlarda gbézlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PC) analizi

4.2.3.5. TNNT1 Geni

TNNTI geninden ekzon ve intron bolgeler dahil veri tabanlarindan ve
literatiirden toplamda 784 mutasyon elde edildi. Bu mutasyonlarin 242 tanesi ekzon,
542 tanesi ise intron bdlgelerine aittir. Ekzon bdlgelerine ait mutasyonlarda 153

degisim ile en ¢ok missense mutasyona rastlanirken bunu 69 degisim ile sinonim, 12
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degisim ile stop kodonu ve 8 indel ile ¢er¢ceve kaymasi mutasyonlari izledi (Tablo

4.31).

Tablo 4.31. TNNTI geninde ekzon ve intron bdlgelerine ait literatiirden ve veri
tabanlarindan derlenen mutasyon sayilarinin tanimlayici istatistik degerleri

Mutasyonlar N Ort. Min. mut. Mak. mut.
sayisl say1s1
Missense Mutasyon 153 12 4 28
Sinonim Mutasyon 69 6 0 14
Cer¢eve Kaymas1 Mutasyonu 8 0,6 0 3
Nonsense Mutasyon 12 1 0 3
Intron Bélgesi Mutasyonlari 542 45 28 86

n: mutasyon sayisi, ort: ortalama deger ekzon ve intron basina diisen mutasyon sayisi, min. mut.
sayist: ckzon ve intronlarda gorillen minumum mutasyon sayisy, mak. mut. sayist: ekzon ve
intronlarda gériilen maksimum mutasyon sayisini ifade etmektedir.

TNNTI geninde ekzon ve intronlarda tek pozisyonda goriilen mutasyon
yogunlugu: TNNTI geni ilizerindeki ekzonlar ve intronlarda ayni pozisyonda
cogunlukla tekil mutasyonlarin oldugu goézlenirken, ayni pozisyonda en fazla 5
mutasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.102). Gen iizerinde ayni pozisyonda
gbzlenen mutasyonlarin outlier/agir1 gézlem olup olmadigini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen analizler hem intron bolgesi hem de ekzon bdlgesi i¢in asiri
varyasyonel pozisyonlarin olduguna isaret etmektedir. Analizler ayni pozisyonda
goriilen 2 ve st mutasyonlar1 asir1 varyasyonel olarak saptadi. Buna gore ayn
pozisyonda tiim ekzonlarda tekli mutasyon gozlenirken, ayni pozisyonda 2
mutasyonun goézlendigi 8 ekzon (2, 4, 8, 9, 10, 12, 13, 14) bulunmaktadir (Sekil
4.102a). Bu ekzonlar mutasyon gerceklesme olasilifi bakimidan hotspot
pozisyonlar i¢eren ekzonlardir. Tropomiyozin baglanma bolgesi 1’in yer aldig1 ekzon
8 ve 9’da bir noktada asir1 varyasyonel pozisyonlar oldugu goriilmektedir. Genin
korunumlu boélgesinde yer alan (ekzon 7-14 arasi) ve tropomiyozin baglanma bolgesi
2’nin yer aldig1 ekzon 11°de asir1 varyasyonel pozisyona rastlanmazken, troponin C
ve troponin I baglanma bolgesi olan ekzon 12 ve 13’de asir1 varyasyonel
pozisyonlara rastlanmistir. Ekzonlarda asir1 varyasyonel pozisyonlarin genin
korunumlu bolgesi olan 7 ve 14. ekzonlar arasinda oldugu goriilmekte. Intron

bolgelerinde ayni pozisyonda mutasyon olma olasilig
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bakimindan hotspot bdlgeler intron 3 hari¢ diger tiim intronlarda yogunlastigi
goriilmektedir (Sekil 4.102b). intron 8’de bir noktada 5 mutasyon gozlenmesi ile en
fazla mutasyonun goriildiigii pozisyon oldugu go6zlenirken, genin C-terminal
kisminda yer alan 10, 11 ve 12. Intronlarda bir noktada goriilen asir1 varyasyonel
pozisyonlarin yogunlastig1 goriildii. Intron bolgelerinde ekzonlara gore daha fazla

varyasyonel pozisyonun gozlendigi goriilmektedir (Sekil 4.102b).
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Sekil 4.102. TNNT1 geninde ekzon (a) ve intronlarda (b) tek bir pozisyondaki agir1
mutasyonlar ve dagilimlart (Kirmiz1 ¢izgi ortalama mutasyon sayisini bu ¢izginin
tizerinde kalanlar da asir1 gézlemleri ifade etmektedir.)

4.2.3.5.1. TNNTI Geni Ekzon ve Intronlarindaki Mutasyon Tipleri ve Yogunluk

Dagilimlan

TNNTI geni 19. kromozomda yer alir, 14 ekzona sahip ve 16,509 baz
uzunlugundadir. Ekzon 1 kodlama yapmadigi i¢in bu gen bdlgesinden veriler
analizlerde kullanilmadi. Calisma kapsaminda genin 14 ekzonunda gdzlenen
missense, sinonim, nonsens ve c¢erceve kaymasi mutasyonlar1 ele alinarak analizler
gergeklestirildi. Calismada TNNTI geninde ekzon uzunlugu ile mutasyon yiikii
arasinda gerceklestirilen korelasyon analizi bu iki degisken arasinda anlamli bir

korelasyon vermistir (Corpearson: 0.86, n: 13, p: 0.00).
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Missense mutasyonlar: TNNT! geninde 14 ekzonda toplam 153 missense
mutasyon saptandi. Missense mutasyonlarin ekzonlar tizerindeki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 12 missense mutasyon gozlenirken en fazla missense
mutasyon 28 ile ekzonl1’de, en az mutasyon ise 4 ile ekzon 5’de gorilmektedir
(Sekil 4.103a). Missense mutasyon sayisi bakimindan N-terminal degisken
domaininde ortalama 6 (min: 4, maks: 9), korunumlu domainde ortalama 15 (min: 7,
maks: 28) mutasyon oldugu gozlendi. En fazla mutasyon troponin I baglanma
bolgesinin yer aldigi ekzon 11°de goriildii. Genel olarak mutasyonlarin genin

korunumlu bélgesinde yogunlastig goriilmektedir.

Ekzonlar arasinda missense mutasyon yiikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek i¢in 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gerceklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.103b). I. kilme mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu 10 ekzondan (2-8, 10, 13, 14)
olusurken, II. kiime mutasyon yiikiiniin fazla oldugu 3 ekzondan (9, 11, 12)
olusturmaktadir. I kiimede agirlikli olarak genin farkli izoformlarinin ortaya
c¢tkmasimi saglayan N-terminal degisken bolgesinde goriiliirken, II. kiimedekiler
genin korunumlu bdlgelerinde yer alan tropomiyozin, Tnl, TnC baglanma
bolgelerindeki ekzonlardir. Missense mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzonlarin
C-terminal uca yakin yer alan ekzon 9, 11 ve 12 oldugu goriilmektedir. Missense
mutasyon yiik dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.103a). Kiimeleme analizi genin C-terminal kismina yakin yer
alan ekzon 9-11 ve 12’nin hotspot bolgeler olduguna isaret etmektedir. Gen {izerinde
2. ve 3. derece hotspot bolgeler gdzlenmezken, en diisiik mutasyon yogunlugu ekzon
5 ve 6’dadir. Mutasyon yogunlugunun en fazla oldugu kisim genin de biiylik bir
boliimiinii olusturan korunumlu bolgede yer almaktadir. Mutasyonlarin ekzon 9’a
kadar artis gosterdigi ekzon 10’°da bir diislis yasandig1 sonrasinda ekzon 11 ve 12°de
ise pik yapip sonra tekrar diisiis oldugu gozlendi. TNNT1 geninde gdzlenen missense
mutasyonlar ile gerceklestirilen outlier analizi ise sadece ekzonll ve 12’yi diger

ekzonlardan farkli ve asir1 varyasyonel ekzon olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.103. TNNT1 geninde missense mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Sinonim mutasyonlar: TNNTI geninde 14 ekzonda toplam 69 sinonim
mutasyon saptandi. Sinonim mutasyonlarin ekzonlar {izerindeki ortalamasi 5 olup, en
fazla sinonim mutasyon 14 ile ekzon 12°de, ekzon 3 ve 4’de ise hi¢ sinonim
mutasyon gozlenmedi (Sekil 4.104a). Sinonim mutasyon sayist bakimindan N-
terminal degisken domaininde ortalama 2 (min: 0, maks: 6), korunumlu domainde
ortalama 8 (min: 3, maks: 14) mutasyon oldugu goézlendi. En fazla mutasyon
troponin I'nin baglandigi ekzon 12°de goriildii. Genel olarak mutasyonlarin genin

korunumlu bélgesinde yogunlastigi goriilmektedir.

Ekzonlar arasinda sinonim mutasyon ylikiine bagli bir gruplanmanin olup
olmadigint ve bunlarin birbirlerine uzakliklarini belirlemek igin 6klid uzaklik
parametresi kullanilarak kiimeleme analizi ve 1si-harita analizleri gergeklestirildi.
Kiimeleme analizi ekzonlar arasinda 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil
4.104b). 1. kiime mutasyon yiikii az olan 6 ekzondan (ekzon 3-6, 9 ve 13) olusurken,
II. kiimeyi mutasyon yiikli yliksek olan 7 ekzondan (ekzon 2, 7, 8, 10-12 ve 14)
olusturmaktadir. I. kiimede agirlikli olarak genin farkli izoformlarinin ortaya
cikmasini saglayan N-terminal degisken bolgesinde goriiliirken, II. kiime genin
korunumlu bélgelerinin yer aldig1 tropomiyozin, Tnl, TnC baglanma bolgelerindeki

ekzonlar yer almaktadir. Missense mutasyon yiikii bakimindan en sicak ekzonlarin
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C-terminal uca yakin yer alan ekzon 7, 8 ve 12°de oldugu goriilmektedir. Missense
mutasyon yiik dagiliminin ekzonlar arasinda belirgin bir kesiklik olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.104a). Kiimeleme analizi genin C-terminal kismina yakin yer
alan ekzonlarin hotspot boélgeler olma potansiyelinin yiiksek olduguna isaret
etmektedir. Gen iizerinde 2. ve 3. derece hotspot bolgeler gozlenmezken, en diigiik
mutasyon yogunlugunun ekzon 3 ve 4’de oldugu goriilmektedir. Mutasyon
yogunlugunun en fazla oldugu kistm genin de biiyiilk bir boliimiinii olusturan
korunumlu bdlgede yer aldigi, N-terminal degisken bolgede ise daha az oldugu
goriilmektedir. Mutasyonlarin ekzon 9’a kadar artig gosterdigi ekzon 10°da bir diisiis
yasandigi sonrasinda ekzon 11 ve 12’de ise pik yapip sonra tekrar diislis oldugu
gozlenmektedi. TNNT1 geninde gdzlenen missense mutasyonlar ile gerceklestirilen
outlier analizi de sinonim ile benzer sekilde ekzon 11, 12’yi asir1 varyasyonel

ekzonlar olarak tanimlamaktadir.

- al 5
D 141 o 2
>
© 4
0 127 5
c
2 101 ¢
g o 0 g
s 8 O
= 8 O 13
E o) - 0 2
) &)
E°
c 5 7
o 4
£ o 8
N o o] . i
Q
0 ¥

01 2 3456 7 8 9 1011 12 13 14 W | 5

N-term Ekzonlar C-term "
B T1 Bolgesi T2Boigesi |G S oa o oooTow @

Sekil 4.104. TNNT! geninde sinonim mutasyonlarin ekzonlar lizerinde dagilimi (a).
Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi (b).
Kirmiz1 yogun bolgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise birbirine
yakin ekzonlar isaret etmektedir.

Cergceve kaymast mutasyonlari: TNNTI geninde 14 ekzonda toplamda 13
cerceve kaymasi mutasyonu saptandi. Cerceve kaymasindan sorumlu insersiyon ve
delesyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 0.6
nonsinonim mutasyonun ekzonlarda gozlendigi en fazla indelin 3 ile ekzon 2’de en
az indelin ise 1 ile ekzon 8’de oldugu ekzon 5, 6, 7, 10, 13 ve 14’de ise hi¢ indelin
olmadig1 goriilmektedir (Sekil 4.105a). Indel sayis1 bakimindan N-terminal degisken
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domaininde ortalama 1 (min: 0, maks: 3), korunumlu domainde ortalama 1 (min: O,
maks: 2) indelin oldugu gozlendi. Ekzonlar arasinda c¢erceve kaymasi mutasyon
yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin olup olmadigmi belirlemek amaciyla
gergeklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.105b). L. kiime tiimii en fazla 1 indelin gozlendigi ¢ogunlukla N-terminal
degisken bolgede gozlenirken, II. kiimeyi 3 ekzon olusturmaktadir. Genin PTP
bolgesinde bas ve orta kisimlarda yogunlastig1 goriilen indellerin N-terminal uca
yakin gozlenmedigi, C-terminal kisma dogru ise azaldig1 goriilmektedir. Cergeve
kaymas1 mutasyonlar1 bakimindan genin korunumlu bdlgesinde yer alan ekzon 7 ve
14 arasinda yogunlastig1 goriildii. N-terminal degisken bolgede yer alan ekzon 2 ve
troponin I baglanma bdlgesinin yer aldigi ekzon 13’lin hotspot bdlge olma
potansiyeli olduk¢a yiiksektir. Cerceve kaymasindan sorumlu indeller ile
gerceklestirilen outlier/agirt gozlem analizi gen lizerinde sadece ekzon 2 ve 12’yi

hotspot bolge olarak tanimlamaktadir.
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Sekil 4.105. TNNTI geninde ¢ergeve kaymasindan sorumlu indellerin ekzonlar
lizerinde dagilimi (a). Oklid uzaklik parametresine gére ekzonlar arasi kiimeleme
analizi ve 1s1-haritas1 (b). Kirmizi yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, acik
renk bolgeler ise birbirine yakin ekzonlari isaret etmektedir.

Nonsense mutasyonlar: TNNT geninde 14 ekzonda toplamda 12 stop kodonu
olusumuna neden olan nonsense mutasyon saptandi. Stop kodonu olusumundan
sorumlu nonsense mutasyonlarin ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda

ortalama 1 nonsense mutasyonun ekzonlarda gozlendigi, en fazla nonsense
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mutasyonun 3 ile ekzon 11 ve 12°de, en az nonsense mutasyonun 1 ile ekzon 2, 3, 4
ve 8’de oldugu goriilmektedir (Sekil 4.106). Stop kodonu olusturan nonsense
mutasyon sayisi bakimindan N-terminal degisken domaininde ortalama 0.6 (min: 0,
maks: 1), korunumlu domainde ortalama 1 (min: 0, maks: 3) nonsense mutasyonun
oldugu gozlendi. En yiiksek stop kodon mutasyonunun goriildiigii ekzonlar 2 ve 3
mutasyon ile 9, 11 ve 12. ekzonlardir. Korunumlu bodlgede N-terminal degisken

bolgede nazaran nonsense mutasyon yogunlugunun fazla oldugu goriilmektedir.

Ekzonlar arasinda nonsense mutasyon yiikiine bagli belirgin bir gruplanmanin
ve hotspot olarak onerilebilecek bir bolgenin olup olmadigini belirlemek amaciyla
kiimeleme analizi gergeklestirildi. Kiimeleme analizi gen iizerinde ekzonlar arasi bir
gruplanmaya ve bir hotspot bdlge varligina isaret etmemektedir (Sekil 4.106). Ancak
nonsense mutasyonlarda genin bas bolgelerinde goriilecek stop kodonu
olusumlarinin yikicihginin daha fazla olacagi disiintildiigiinde olasi hotspot
ekzonlarin 2, 3 ve 4’lin olma potansiyeli daha yiiksek olacaktir. Nonsense
mutasyonlarla gerceklestirilen outlier analizi gen boélgesi i¢in herhangi bir hotspot

ekzon varligina isaret etmemektedir.

N w

Nonsense Mutasyon Sayisi
b

01 2 3456 7 8 9 1011 12 13 14
N-term Ekzonlar C-term

El;:m T1 Bolgesi T2 Bolgesi

Sekil 4.106. TNNTI geninde nonsense mutasyonlarin ekzonlar tizerinde dagilimi
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Toplam mutasyon sayisi: TNNTI geninde 14 ekzonda missense, sinonim,
cerceve kaymasi, stop kodon mutasyonlarindan toplamda 242 mutasyon saptandi.
Mutasyonlarin  ekzonlar iizerindeki dagilimlarina bakildiginda ortalama 19
mutasyonun ekzonlarda gézlendigi, en fazla mutasyon sayisinin 44 ile ekzon 12°de,
en az mutasyonun ise 6 ile ekzon 5 ve 6’da oldugu goriilmektedir (Sekil 4.107a).
Toplam mutasyon sayist bakimimdan N-terminal degisken domaininde ortalama 9
(min: 6, maks: 44), korunumlu domainde ortalama 24 (min: 11, maks: 35) mutasyon
oldugu goézlendi. Tropomyozin baglanma bolgesi 2’nin yer aldig1 ekzon 11, Tnl
baglanma bolgesi olan ekzon 12’de mutasyonlarin pik yaptigi goriilirken, TnC
baglanma bolgesinin yer aldigr ekzon 13’de mutasyon yogunlugunun az oldugu

gorilldii.

Ekzonlar arasinda gende gozlenen tiim mutasyonlara bagli olarak bir
gruplanmanin olup olmadigimi belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme
analizi gen lizerinde 2 kiimenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.107b). 1. kiime
genellikle N-terminal degisken bdlgeyi icerisine alan 10 ekzonu kapsarken, II. kiime
ekzon 8-11 ve 12’yi kapsamakta ve N-terminal degisken bolgeyi igermektedir (Sekil
4.107b). Kiimeleme analizi gen lzerinde ekzon 8-12°1 (9-10 hari¢) kapsayan bir
hotspot bolgenin varligina isaret etmektedir (Sekil 4.107b). Bu bélge igerisinde en
yiiksek mutasyon sayisi 44 ile ekzon 12°de goriiliirken, bunu 38 mutasyon ile ekzon
11 ve 27 mutasyon ile ekzon 8 takip etmektedir. Toplamda elde edilen 242
mutasyonun yaklastk 47’si N-terminal degisken domainde yer alirken, 195’1
korunumlu domainde yer almaktadir. Genin C-terminal kisminda N-terminal kismina
nazaran mutasyon yogunlugunun daha fazla oldugu goriilmektedir. Ekzon 10’a kadar
nispeten mutasyon dagilimi daha diizenli olurken ekzon 11 ve 12’de yogunlugun pik
yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4.107a). Toplam mutasyon sayist ile gergeklestirilen
outlier/asirt gézlem analizi gen lizerinde sadece ekzon 11 ve 12’y1 hotspot bolge

olarak tanimladi.
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Sekil 4.107. TNNT1 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin ekzonlar iizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore ekzonlar arasi kiimeleme analizi ve 1s1-haritasi
(b). Kirmiz1 yogun boélgeler birbirinden en uzak ekzonlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin ekzonlar1 isaret etmektedir.

TNNTI geninde intron mutasyonlari: TNNTI geninde bulunan 13 introndan
toplamda 542 mutasyon saptandi. Mutasyonlarin intronlardaki dagilimlarina
bakildiginda ortalama 45 mutasyonun intronlarda gozlendigi, en fazla mutasyonun
86 ile intron 6’da, en az mutasyonun ise 28 ile intron-3 ve 5’de oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.108a). Mutasyon sayist bakimindan N-terminal degisken domaininde
ortalama 46 (min: 28, maks: 86), korunumlu domainde ortalama 45 (min: 32 maks:

57) mutasyonun oldugu gézlendi.

Intronlar arasinda mutasyonlar bakimimdan bir gruplanmanin olup olmadigini
belirlemek amaciyla gerceklestirilen kiimeleme analizi gen lizerinde 2 kiimenin
varhigina isaret etmektedir (Sekil 4.108b). I. kiime neredeyse geninin timiinii
kaplamaktayken, II. kiime intron 7, 8 ve 12’yi kapsamaktadir. Kiimeleme analizi gen
tizerinde korunumlu bdlgede yer alan bir hotspot bdlge varligina isaret etmektedir
(Sekil 4.108). Toplam mutasyon sayisi ile gergeklestirilen outlier/asir1 gdzlem analizi

gen lizerinde sadece intron 6 ve 12’yi hotspot bolge olarak tanimladi.
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Sekil 4.108. TNNT1 geninde gozlenen tiim mutasyonlarin intronlar iizerinde dagilimi
(a). Oklid uzaklik parametresine gore intronlar aras1 kiimeleme analizi ve 1s1- haritasi
(b). Kirmiz1 yogun bdlgeler birbirinden en uzak intronlari, agik renk bolgeler ise
birbirine yakin intronlar1 isaret etmektedir.

PCoA analizi: TNNTI geninden tiim ekzonlarda gozlenen dort mutasyon
cesidi (missense, sinonim, ¢ergeve kaymasi, nonsense) ile gergeklestirilen PCoA
analizi gen igerisinde mutasyon yapist bakimindan heterojen bir dagilimin oldugunu
gostermektedir. Analiz gen igerisinde dortlii bir gruplanmanmn olduguna isaret
etmektedir (Sekil 109). Bunlardan ekzon 11 ve 12 bir grubu, ekzon 8-9 bir baskasini,
ekzon 7-10-13 ve 14’1 ayr1 bir grubu ve ekzon 2-3-4-5-6’y1 da ayr1 bir grup olarak
ele almaktadir. Ekzon 2-6 grubu en az mutasyon yiikiine sahip ekzonlar olup N-
terminal degisken bolgede yer almaktadir. Ekzon 8-9 grubu tropomiyozin baglanma
bolgesi 1’de yer alirken, ekzon 11-12 tropomiyozin baglanma bdolgesi 2 ve Tnl

baglanma bolgesinde yer almaktadir.

TNNT1 Principal Coordinates (PCoA)

4+ 11 *%3

¢+ 12 & 2 ¥65
+9

Coord. 2 (%19)

* 7

010013
|14

Coord. 1 (% 49)

Sekil 4.109. TNNTI geninde ekzonlarda gozlenen tim mutasyonlar ile
gergeklestirilen PCoA analizi
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Faktor (PCA) analizi: TNNT1 geni lizerinde ekzonlar iizerinde gézlenen dort
mutasyon tipi (missense, sinonim, indel, nonsense) ile Ts, Tv, C>T, A>G verileri
kullanilarak faktor analizi gergeklestirildi. Analiz sonucunda birbiriyle korelatif
olmayan 3 faktor skoru elde edildi. Bu faktor skorlarindan en bilgi verici olan ilk
ikisi kullanilarak olusturulan dagilim grafigine goére gen iizerinde ¢ok sayida grup
bulunmaktadir. Ekzon 11 ve 12 ayr1 ayr iki grup olarak digerlerinden uzakta
yerlesmistir (Sekil 110). Faktor (PCA) analizine gore gen lizerinde baz degisim
egilimi bakimindan I. derece hotspot bolge ekzon 12 iken, II. derece hotspot bolge

ise ekzon 11°dir.
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Sekil 4.110. TNNTI geninde ekzonlarda gézlenen sekiz degisken ile gergeklestirilen
Faktor (PC) analizi
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5. TARTISMA

5.1. Konjenital Myopatilerden Sorumlu Genlerin Mutasyon Yiik Profilleri ve
Klinik Potansiyelleri

5.1.1. Sarkomer I¢erisinde Yapisal Koordinasyondan Sorumlu Genler

NEB: Calismada NEB geninde toplamda 10694 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikii ekzon 68, 154’de ve intron 74 ‘de gozlendi. Missense
mutasyonlarda hotspot ekzon 178 iken, nonsense ve ¢ergeve kaymasinda 170. ekzon
olarak saptandi. Gen iizerinde 152.567.035. (ekzon 11) pozisyon hotspot pozisyon
iken, intronlarda 152.474.001. (intron 72) ve 152.402.515.(intron 132) pozisyonlar
hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle karsilagtirllinca NEB geninde mutasyon
yiikiiniin orta (0.04) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 10816/249138) seviyede oldugu

gbzlendi.

NEB geni konjenital myopatiden sorumlu genler icerinde nemalin myopati ile
yiiksek korelasyon gostermesi ile dikkat cekmektedir (Moreau Le Lan ve ark., 2018).
Nebulin proteininin aktin filamentlerinin yapisal stabilitesini saglamasinin yaninda
troponin ve tropomiyozin ile de etkilesim igerisinde olmasi onu hastaliklarla ilgili
olarak aktin merkezli bir konuma oturtmaktadir. Bu nedenle de nebulin proteininde
gerceklesen mutasyonlar Ozellikle aktin filamentlerinin yapisal ve fonksiyonel
islevlerini sekteye ugratma egilimindedir. Nitekim kas biyopsilerinde sarkomerde
gbzlenen rod cisimlerinin diizenli yapilarimi yitirmis aktin filametlerini temsil
etmeleri bu durumu destekler niteliktedir (Lawlor ve ark., 2011). Nebulin proteinin
tam anlamiyla islevini gerceklestirebilmesi aktin proteinini bastan sona ge¢cmesiyle
miimkiindiir. Bu bakimdan genin herhangi bir yerinde olusabilecek nonsense
mutasyonlar bu etkilesimi biiylik oranda bozma potansiyeli tasimaktadir. Kiimeleme
analizi nonsense mutasyonlarda hotspot ekzonlar olarak N ve C-terminal bolgelere
isaret etmektedir. Genellikle genlerin 5° ucuna yakin kisimlarda (proteinde N-
terminal) gerceklesen nonsense mutasyonlar olusan trunkat proteinler nedeniyle
siddetli prognozlara neden olurlar (Donner ve ark., 2004; Lawlor ve ark., 2011).

Nebulin geninde C-terminal bolgenin Z bandi ile baglantida 6nemli rol oynamasi bu
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bolgeyi etkileyen nonsense mutasyonlarin proteinde yaratacagi trunkat yapi

nedeniyle myopatilere neden olmasi olasidir (Sekil 2.7).

Cerceve kaymast mutasyonlart da gergeklestikleri pozisyondan itibaren
proteinin aminoasit diziliminde farkliliklar yaratmasi ve hatta nonsense mutasyonlara
neden olmasi1 bakimindan hastaliklarin olugsmasinda etkili bir mutasyondur. Cergeve
kaymas1 mutasyonlar1 da nonsense mutasyonlar gibi genin 5’ kismina yakin
bolgelerde olusmasi durumunda daha siddetli prognozlar yaratma egilimdedirler.
Kiimeleme analizi nebulin geninde ¢erceve kaymasi mutasyonlar bakimindan hotspot
bolge olarak C-terminal bolgeye isaret etmesi nonsense ile benzer bir durumu
gosterir niteliktedir. Diger taraftan genin 5’ kismuna yakin bdlgelerde alternatif
eklemeyi etkileyecek intron temelli mutasyonlar da yine proteinin boyutunu

etkileyecegi i¢cin myopatilerin olusmasinda etkili olabilecek potansiyeldedir.

NEB geni lizerinde gozlenen missense mutasyonlarin proteinin basit lineer
yapt nedeniyle proteinin ii¢ boyutlu yapisindan ¢ok protein-protein etkilesimini
etkilemesi olasidir. Gen iizerinde missense mutasyon yiikii bakimindan kiimeleme
analizi en yliksek mutasyon ytikiiniin proteinin N- ve C-terminal uglar ile N terminal
bolgeye yakin 30-81. ekzonlar arasinda olduguna isaret etmektedir (Tablo 4.2, Sekil
4.2). Nebulin proteinin N-terminal bodlgesi F-aktinlerin uzamasimi engelleyen ve
aktini bir baglik gibi kapatarak aktin filametlerin boyutunu belirleyen tropomodulin
proteini ile baglant1 kurar (Sekil 2.7) (Yuen ve ark., 2020). Kiimeleme analizi N-
terminal bolgeyi olusturan u¢ ekzonlar1 hotspot ekzonlar arasinda gostermektedir. Bu
bolgedeki mutasyonlar tropomodulin ile birlikte aktin boyutunu belirlediginden
aktinlerin uzunlugunu ve stabilitesini bozar. Proteininin govde kismi ise aktin
filamenti {izerine saril1 olup troponin ve tropomiyozin proteinleri ile baglanti kurar.
Literatiirde her ne kadar genin 3’ bdlgesinde (stop kodonuna yakin ekzonlarda)
mutasyon ylikiinlin fazla olduguna vurgu yapilsa da (Donner ve ark., 2004; Lawlor
ve ark., 2011) elde edilen veriler mutasyon yogunlugunun 5’ bolgede ¢ogunlukla
tropomiyozin ile baglanma bdlgesini olusturan 35-81. ekzonlar arasinda
yogunlastigini gdstermektedir (Tablo 4.6). Bu bolgede goriilen mutasyonlar kas
kasilma mekaniginde zayiflamaya ve kas giigsiizliigline neden olabileceginden

myopatilerle iligkili olma ihtimali yiiksektir (Yuen ve ark., 2020). C-terminal bolge
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proteinin Z bandi ile sik1 baglantilar kurmasini saglayan bir¢ok bdlgeyi icerir (Sekil
2.7). Bu bolgede yer alan Ser ve SH3 domainleri ¢ok sayida protein i¢in baglanma
noktasina sahiptir. Kiimeleme analizi Ser ve SH3 domainlerini olusturan ekzonlari
hotspot ekzonlar olarak belirtmektedir. Bu bdlgelerde olusan mutasyonlar nebulin
geninin Z diskine baglanmasini zayiflatacagindan sarkomerin yap1 destek

mekanizmalarini bozacaktir.

Elde edilen sonuglar siddetli nemalin myopatiye neden olabilecek nonsense,
cerceve kaymasi ve splice bolge mutasyonlar1 icin baslangic kodonuna yakin 5’
bolgedeki hotspot bolgelerin sekanslama igin hedeflenmesinin klinik agidan
kullanish olabilecegine isaret etmektedir (Tablo 4.6). Missense mutasyonlar i¢in C-
terminal (Z band1) ve N-terminal bolgede (aktin filamenti ile etkilesim) proteinlerle
yogun etkilesime gecen ekzonlarin hedeflenmesi klinik teshislerde daha bilgi verici
olabilir (Tablo 4.6). Bununla birlikte gen boyunca dikkat ¢eken bir durum da 82-105.
ekzonlar arasinda mutasyon yogunlugunun az olmasidir (Tablo 4.6). Bu durum bu
bolgelerdeki ekzonlarin yiiksek derece tekrar icermesinden dolay1 sekanslamanin zor
olmasindan ve c¢alismalarda agirlikli olarak ¢cDNA’dan dizilerinin elde edilmesi
nedeniyle bu bolgelerin  yogun alternatif ekleme bolgeleri olmasindan
kaynaklanabilir. Ote yandan bu bélgede olusan mutasyonlarin embriyonel gelisimde
tolere edilmemesi nedeniyle spontan abortusla sonuglanmasi sonucu bu bolgedeki
mutasyonlarin yakalanamamasit da yine bu bdlgedeki mutasyon yiikiiniin az

olmasinin nedenleri arasinda olabilir.

TTN: Calismada TTN geninde toplamda 38667 mutasyon saptandi. En yiiksek
mutasyon yiikii ekzon 225 ve intron 169’da gozlendi. Missense mutasyonlarda
hotspot ekzon 225 iken, nonsense ve g¢erceve kaymasinda sirasi ile 19 ve 225.
ekzonlar ekzon hotspot olarak saptandi. Gen iizerinden hotspot pozisyonlar
ekzonlarda 179.611.899. (ekzon 48) ve 179.495.668. (ekzon 238) pozisyonlarda
gbzlenirken, intronlarda 179.578.108. (intron 93), 179.563.643. (intron 112),
179.542.062. (intron 147) ve 179.511.767 (intron 215) pozisyonlar olarak belirlendi.
Diger genlerle karsilastirilinca 7TN geninde mutasyon ylkiiniin yiiksek (0.13)
(mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 38802/281435) seviyede oldugu goriilmektedir.
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TTN genin sentezledigi titin proteini sarkomer fizyolojisinde ve mekaniginde
onemli bir destek proteini olarak islev géormektedir (Guo ve ark., 2010; Gregorio ve
ark., 1999). Titin proteini sarkomerde Z bandi ile M bandi arasinda boylu boyunca
uzanir ve hem miyozin proteinlerine hem de kasin destek elemanlarina mekanik
sabitleyici ve bir iskele olarak gorev yapar. ki Z band1 arasinda yer alan iki titin
proteini sarkomerleri birbirine baglamas1 bakimindan da Onemli bir destek
proteinidir. 7TN geni 281.435 b¢ uzunlugu ve 364 ekzonu ile insan genomunda en
biiylik genler arasindadir. Bu durum geni potansiyel bir mutasyon yatagi haline
getirmesine ragmen genin fonksiyonel bir proteinden ziyade yapisal bir protein
sentezlemesi ve titin genini basit lineer yapist bu mutasyon yiikiiniin tolere
edilmesine yol agabilir. Titin proteininin sarkomerlerde gordiigii iskele gorevi
nedeniyle nonsense mutasyonlar proteinin boyutunu etkileyecegi icin sarkomerlerde
yapisal olarak yikici etkiler yaratma potansiyelindedir. Gen iizerinde nonsense
mutasyon dagiliminin yiliksek oldugu goriilirken kiimeleme analizi nonsense
mutasyonlarin N ve C-terminal bolgelerde yogunlastigina isaret etmektedir (Sekil
4.13). Ozellikle N-terminal bolgede 19. ekzonda nonsense ve C-terminal bdlgeye
yakin 225. ekzonda ise ¢erceve kaymasi yiikiiniin fazla oldugu goriilmektedir (Tablo

4.12).

Diger yandan proteinin basit li¢ boyutlu yapisi tipki nebulin proteininde
oldugu gibi dogrusal yapida olmasi1 missense mutasyonlarin hastalik yapici etkisinin
agirhikli olarak protein-protein etkilesimi {izerinde etkili olabilecegine isaret
etmektedir. Elde edilen verilerde bu durumu destekler niteliktedir. Titin proteini iki
sarkomerin birlesme noktasi olan M bandinda birbirine baglanmaktadir (Sekil 2.9)
(Ge ve ark., 2019). Tez kapsamindan elde ettigimiz veriler bu bdlgede yer alan
mutasyonlarin fazla oldugunu goéstermektedir (Tablo 4.13). Kiimeleme analizi M
bandini olusturan genin C-terminal kisminda 6zellikle protein-protein etkilesiminden
sorumlu Ig ve FN3 bolgesinde mutasyon yogunlugunun oldukca fazla oldugunu
gostermekte (Sekil 4.14). C-terminal bolgede fazlalasan mutasyon yogunlugu genin
359. ekzonu tarafindan kodlanan TK domaini i¢inde gecerlidir. Hiicreler arasi
sinyalden sorumlu bir¢ok protein baglanma bdlgesini barindiran TK domainde

meydana gelen mutasyonlarin myopati ya da kardiyomyopati ile de biiylik oranda
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iligkilidir (Hackman ve ark., 2017). Titinin miyozin proteini ile diizgiin baglanti
kuramamasinda yine C-terminal bodlge yakinlarindaki diziler ©nemli rol
oynamaktadir (Freiburg ve Gautel, 1996). Titin ile miyozin kuyruklar aralarindaki
baglantilarin siki olmamasi kalin filamentin devamliliin1 bozar ve kas kasilma
mekanigini zayiflatir. Dolayisiyla C-terminal bolgede 6zellikle Ig-FN3 domainde
gerceklesen missense mutasyonlar miyozin kuyruklar ile titin baglantisim

etkileyeceginden myopatilerin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilir.

Ote yandan genin N-terminal bolgesinde Z diski icerisinde yer Ig domaininde
de mutasyon ylikiiniin yliksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14). Bu bolge proteinin
Z bandina baglanip sarkomer igerisinde stabil kalabilmesi ile iliskilidir ve Z tekrar
bolgesinde ortalama mutasyon yiikiine sahip olan ekzonlar yer almaktadir. Titin
proteinini Z bandina baglayan ¢ok sayida protein-protein etkilesim bdlgesi bu
baglanma domaininde bulunmaktadir. Bu bolgede orta siddette mutasyon yikii
bulunmasi bu genin mutasyonlar: lizerinde dengeleyici bir secilimin varligina igaret
ediyor olabilir. Ozellikle ¢ok sayida proteinin Z bandina baglanmasindan dolay:
mutasyonlara bagli protein defektlerinin diger destek proteinleri tarafindan tolere
edilmesi ya da baz1 mutasyonlarin 6liimciil olmasindan dolay1r gézlenmemesi orta
siddetteki mutasyon yogunlugunun nedenleri olabilir. Ayrica genin N terminal
kisminda yer alan Z-tekrar bolgesi kas tipine gore farkli alternatif eklemelere

ugradigi i¢in myopatili hastalarda bu bolgenin ayrica taranmasi faydali olabilir.
5.1.2. Kas Kasilmasinda Fonksiyonel Rol Ustlenen Genler
5.1.2.1. Enzimatik Aktivite

DNM2, MTM1 ve BINI proteinleri yapisal bir 6zellik saglamamakla birlikte
sinyal iletimi ve membran zarindaki degisikliklerin algilanmasi, T-tiibiil yapisinin
olusmasi, miyogenez, fagositoz-pinositoz ve otofaji gibi hiicre membran
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar. Bu proteinlerin hiicredeki sinyal yolaklar1 ve
membran fonksiyonlarindaki gorevleri nedeniyle olasi mutasyonlarin fetal evrede
letaliteden kas giicsiizliiklerine varan genis bir yelpazede siddetli kas hastaliklari ile

iliskili olmasi olasidir.
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DNM2: Calismada DNM2 geninde toplamda 1362 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikii ekzon 21 ve intron 15’de gozlenirken nonsense ve gerceve
kaymast mutasyonlarinda 16, 17 ve 22. ekzonlarda mutasyon yiikiiniin yiiksek
oldugu goriildii. Ekzonlarda 10.893.725. (ekzon 6), 10.941.702. (ekzon 22),
10.941.717. (ekzon 22) ve pozisyonlarinin hotspot pozisyonlar oldugu gozlenirken,
intronlarda  10.941.640., 10.941.635., 10.941.616., 10.941.617., 10.941.624.,
941.605. ve 10.941.604. pozisyonlar (hepsi intron 21°de yer almaktadirlar.) hotspot
olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca DNM?2 geninde mutasyon yiikiiniin
disiik (0.01) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 1690/113825) seviyede oldugu

gbzlendi.

DNM?2 geni de MTM1 de oldugu gibi membran tiibiilasyonu ve hiicredeki
cesitli enzimatik aktivitelerden sorumlu olan dinamin 2 proteinini sentezler. Hiicrede
membran sinyal trafiginde rol oynayan dinamin 2’nin myopatili hastalarda GTPaz
aktivitesinde ylikseklik oldugu gézlenmektedir (Massana ve ark., 2019). Bu durumun
proteinin lipid baglama yetenegi ve sinyal iletim fonksiyonunda g¢esitli etkileri
olabilecegi belirtilmektedir (Dabby ve ark., 2014). Gen {izerinde missense mutasyon
yukiiniin allosterik kontrolden sorumlu olan GED ve PRD domainlerinde
yogunlastiklar goriiliirken, az sayidaki nonsense ve ¢er¢ceve kaymasini mutasyonunu
ise PH ve PRD domainlerinde yogunlastiklar1 goriilmektedir (Sekil 4.27, Sekil 4.29).
Bu bolgelerde gerceklesen mutasyonlarin diger sinyal proteinleri ve ozellikle de
amfifizin 2 proteini ile etkilesimini bozacagindan T-tiibiil olusumunda anomalilere
neden olmasi olasidir. Ote yandan proteinin GTPaz aktivitesinden sorumlu bdlgede
missense mutasyonlarin nispeten az oldugu goriiliirken nonsense ve ¢ergeve kaymasi
mutasyonlarin olmadig1 goriilmektedir. Bu yoniiyle dinamin 2 proteninin GTPaz
aktivitesine yoOnelik mutasyonlarin letalitesinin yiiksek ve tolere edilebilirliginin
diisiik oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla GTPaz bolgesi proteinin fonksiyonu
acisindan dnemli olmas1 bu bolgeyi klinik amagli genetik taramalar i¢in hedef dis1 bir

duruma getirmektedir.

MTMI: Calismada MTM1 geninde toplamda 590 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikii ekzon 15 ile intron 3, 6, ve 14’de gdzlenirken gergceve

kaymasi ve nonsense mutasyonlarin 3, 8, 9, 12 ve 13. ekzonlarda en yiiksek oldugu
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saptandi. Diger genlerle karsilastirilinca MTM 1 geninde mutasyon yiikiiniin en diisiik
(0.004) (mutasyon sayist/gen uzunlugu: 498/110491) seviyede oldugu gozlendi.
Ekzonlarda ve intronlarda tek bir pozisyonda gozlenen ¢oklu mutasyon sayisinin iki
ile sinirli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.17). Bu durum da MTM 1 geninde ya yetersiz
veriden kaynakli bir duruma ya da pozisyon basina mutasyon yogunlugunun sinirl

olduguna isaret etmektedir.

MTM]1 geninin hiicre icerisinde ¢ok sayida fonksiyonu olmasina ragmen
(hiicreler aras1 sinyal iletimi, hiicre iskeletinin diizenlenmesi, kas hiicrelerinin
baskalagmasi, T-tiibil olusumu ve kas kasilma-gevsemesi gibi) asil islevi
molekiillerden fosfat uzaklastirmaktir (Gonorazky ve ark., 2018). Gen iizerinde
missense mutasyonlarin ekzon 12 hari¢ ekzon 8-15’de yogunlastig1 goriilmektedir
(Sekil 4.18). Bizim bulgularimizin aksine literatiirde MTM 1 geninde goriilen hastalik
yapict mutasyonlarin genel olarak ekzon 3, 4, 8, 9, 11 ve 12’de yogunlastig1
belirtilmektedir (Jeon ve ark., 2011). Sonuglarda 6zellikle PH-GRAM domaini
olusturan ekzon 2-8 arasinda mutasyon yiikiiniin diisiik oldugu goriilmektedir. N-
terminal uca yakin olan PH-GRAM domaini hiicre membran sinyal iletiminden ve
membran trafiginden sorumlu fosfatidilinositol molekiillerini taniyip, bunlara
baglanmakta gorev alir. Bu bdlgede mutasyonlarin diisiik olmast bu bolgedeki
mutasyonlarin myopatiler bakimindan tolere edilebilir olmasindan ya da membran
fonksiyonlar1 gerceklestirmemeye bagli yiiksek letaliteden kaynaklanabilir. Ote
yandan ekzon 8’den itibaren missense mutasyonlarin ani bir artis gosterdigi
goriilmekte (Sekil 4.18). Bu domainden sonra protein lizerinde diger MTMR
proteinleri ile etkilesimi ve katalitik aktivitede rol oynayan bolgeler yer almaktadir.
Bunlardan RID boélgesi MTMR proteinleri ile etkilesiminde rol oynarken PTP
bolgesi katalitik aktiviteden sorumludur. PTP bolgesinde C(X)SR motifi
bulunmaktadir ve bu motifin bulunmadig1 ya da dejenere oldugu miyotiibiilerinler
(MTMRO9-13) katalitik olarak inaktiftir. C(X)5R motifi PTP domaininde 11. ekzonda
yer alir ve membranda bulunan fostaflanmis fosfatidilinositol molekiiliinden fosfatin
uzaklastirllmasinda gorev alir. Elde ettigimiz sonuglar ekzon 8’den 11°e¢ kadar
mutasyon yiikiiniin yliksek oldugunu gostermektedir. Proteinin C-terminal bdlgesine

dogru olan bolgeler 6zellikle diger MTMR proteinleri ile etkilesiminde rol oynar ve
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miyotiibiilerinlerin birbirine baglanmasinda goérev alir. Bu bolge ile aktif ve inaktif
olan miyotiibiilerinler birbirlerine baglanir. Elde edilen sonuglar SID bdlgesi 13.
ekzondan CC domaine ekzon 15’e kadar hizli bir artis gosterdigine isaret etmektedir.
Bu durum MTMR proteinlerle dogru sekilde etkilesim kurulamamasinin konjenital

myopatilerde 6nemli bir etmen olduguna isaret etmektedir.

Gen lizerinde ¢erceve kaymasi mutasyonlarda RID bdlgesini olusturan 8.
ekzondan itibaren ani bir artisin oldugu gortiliirken missense mutasyonlarin aksine
CC bolgede bunun diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.20). Bu durum katalitik bolge
olan PTP oOncesinde gozlenen c¢erceve kaymasi mutasyonlarin konjenital
myopatilerin olusumunda olduk¢a etkili olduguna isaret etmektedir. MTMR
proteinleri ile etkilesim bolgesi olan CC domainine dogru cerceve kaymasi
mutasyonlarin azaldigi goriilmektedir (Sekil 4.20). Bu durum cerceve kaymasi
mutasyonlarin bu bolge tizerinde tolere edildigine ya da letalitede artisa neden olmasi
nedeniyle gozlenme sikliginda azalmanin bir sonucu olduguna isaret etmektedir.
Nonsense mutasyonlarda ise belirgin bir azalma ve gen iizerinde nispeten homojen
bir dagilim goriilmektedir. Bu durum nonsense mutasyonlarin siddetli ve letal
mutasyonlar olmasindan kaynaklidir. Tiim verilerle gerceklestirilen PCoA ve Faktor
analizleri ozellikle 9., 13., 14 ve 15. ekzonlarin mutasyon yiikii bakimindan

digerlerinden farkli olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

BINI: Calismada BINI geninde toplamda 1205 mutasyon saptandi. En yliksek
mutasyon yiikii ekzon 12 ve intron 7°de gozlenirken, nonsense mutasyonlar 5, 7, 8, 9,
20. ekzonlarda ve cergeve kaymasi mutasyonlarinin da 1. ve 12. ekzonlarda
yogunlastigt gdzlendi. Gen lizerinde 127.828.158. (ekzon 4) pozisyonun hotspot
pozisyon oldugu gdzlenirken, intronlarda 127.818.151. (intron 11), 127.811.027.
(intron 14), 127.808.684. (intron 17) pozisyonlar hotspot olarak belirlendi. Diger
genlerle karsilagtirilinca BINI geninde mutasyon yiikiiniin diisiik (0.02) (mutasyon

sayist/gen uzunlugu: 1245/59132) seviyede oldugu gozlendi.

BINI geni tarafindan sentezlenen amfifizin 2 proteini viicutta hemen hemen
her yerde yaygin olarak ifade edilmesi ile birlikte en fazla beyin ve iskelet kaslarinda

bulunmakta ve endositoz, aktin dinamikleri, apoptozis, DNA onarimi gibi hiicresel
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stireclerde sinyal iletim proteini olarak rol oynamaktadir. Gen iizerinde missense
mutasyonlarin proteinde N-terminal bodlgeden C-terminal bdlgeye dogru artis
gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.41). Proteinin N-BAR bdlgesi endositoz ve T-tiibiil
olusumunda 6nemli olup, hiicre zar ile etkilesimde rol oynamaktadir. Bu bdlgede
gerceklesecek olan mutasyonlar proteinin hiicre membranina baglanamamasina yol
acacagindan kas hiicrelerinde T-tiibiil olusumunda sorunlara neden olacaktir. PI
domaini (ekzon 11) yalnizca kas hiicrelerinde ifade edilmesinden dolay1 bu bolgede
gbzlenen mutasyonlarin myopatilerle iliskili olmasi yiiksek ihtimaldir. Yalnizca kasa
0zel izoformlarda yer alan PI bdlgesi iskelet kaslarindaki T-tiibiil yapisinin
olusmasinda ve proteinin kas yapisi igerisinde dogru konumlandirilmasinda gérev
almaktadir. Bu agidan ekzon 11 BINI geninde myopatiler i¢in 6nemli bir hedef
bolgedir. PS domaini gen iizerinde prolin ve serin aminoasitlerince zengin motifler
igeren bir bolgedir ve diger proteinlerle etkilesimde rol oynamaktadir (Prokic ve ark.
2014). Gen lizerinden 6zellikle bu bolgede yer alan 12. ekzonda missense mutasyon
yiikiiniin pik yaptig1 goriilmektedir (Sekil 4.41). Bu durum ¢ok sayida proteinle
etkilesimin 6nemli oldugu ve T-tiibiil olusumunda bu bdlgenin myopatilerde 6nemli
etkisi olabilecegine isaret etmektedir. Protein iizerinden C-terminal bdlgeye dogru
gittikce mutasyon ylikiinlin arttig1 goriilmektedir. Bu bolgeler 6zellikle protein-
protein etkilesiminde rol oynayan baglanma ve allosterik kontrol bolgeleridir.
Ozellikle MBD bélgesinde yer alan 16. ve 17. ekzonlar mutasyon yiikiindeki fazlalik
ile dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.45). Proteinin son kismini olusturan MBD ve SH3
bolgelerinde meydana gelen mutasyonlar 6zellikle dinamin, aktin proteinleri ile

amfifizin proteinin birbirlerine baglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

CFL2: Calismada CFL2 geninde toplamda 144 mutasyon saptandi. En yiiksek
mutasyon yiikii ekzon 2 ve intron 3’de gozlenirken gerceve kaymasi ve nonsense
mutasyonlarin 2. ve 4. ekzonlarda mutasyon yiikiiniin en yiiksek oldugu saptandi.
Gen tizerinde ekzonlarda 35.182.131. (ekzon 4) pozisyonun hotspot pozisyon oldugu
gozlenirken, intronlarda 35.182.348. (intron 2) ve 35.182.223. (intron 3) pozisyonlar
hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca CFL2 geninde mutasyon
yiikiinlin orta (0.04) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 243/5481) seviyede oldugu

gozlendi.
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Kofilin 2 proteini aktinlerin depolimerizasyonunda rol oynayan proteinlerden
birisidir. Proteinin eksikligi aktin proteinin depolarizasyonunda sorunlar meydana
gelirken F-aktinlerin uygun boyutlarda filamentler olusturamamasina neden olur.
Genel olarak gen iizerinde mutasyonlarin proteinin katalitik bolgesinin yer aldig
ekzon 2’de yogunlastigr goriilmekte (Sekil 4.39). Bu ekzon igerisinde proteinin
dogru konumu ve diger proteinler ile arasindaki sinyali yonlendirecek baglanti
bolgeleri bulunmaktadir. Bundan dolay1 buradaki mutasyonlar sonucunda proteinin
aktin ile etkilesime girmede sorunlar ortaya cikacagi ve katalitik aktivitesini
gerceklestirememesi olasidir. Cerceve kaymasi mutasyonlarmin da ekzon 2’de
yiiksek mutasyon yiikii goriilebilirken, nonsense mutasyonlarda ekzon 4’lin yiiksek
oldugu goriilmektedir. Genin kiigiik olmas1 konvansiyonel yontemlerle de gene ait
dizlerin elde edilebilecegine isaret etse de ekzon 2 de yiiksek mutasyon yiikii bu

bolgenin hastalarda yogun taranmasindan da kaynaklaniyor olabilir.

5.1.2.2. Kalsiyum Homeostazi

RYRI: Calismada RYRI geninde toplamda 8687 mutasyon saptandi. En
yuksek mutasyon yiikii ekzon 48 ve intron 49 da gozlenirken, nonsense ve gergeve
kaymasi mutasyonlar1 da sirasi ile 83 ve 92. ekzonlarda mutasyon yiikiinlin en
yiiksek oldugu saptandi. Gen {izerinde ekzonlarda 38.976.634. (ekzon 34),
39.055.762. (ekzon 91) ve 39.057.592. (ekzon 92) pozisyonlar hotspot
pozisyonlarken, intronlarda 38.993.391. (intron 48), 38.993.414. (intron 48),
38.993.432., 38.993.436., 38.993.438., 38.993.442., 38.993.450., 38.993.454.,
38993491. (hepsi intron 48’de yer almaktadirlar.) 39.051.680. (intron 89),
pozisyonlar hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca RYR/I geninde
mutasyon yikiiniin orta (0.05) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 8835/153874)

seviyede oldugu gozlendi.

Ryanodin reseptor 1 (RyR1) genindeki mutasyonlarin 6zellikle konjenital
myopati tiplerinden birisi olan santral kor hastaliginin %90’ indan sorumlu oldugu
bilinmektedir (Ravenscroft ve ark., 2018). Ryanodin reseptér 1 proteini
sarkolemmada gerceklesen aksiyon potansiyelini sarkoplazma igerisine tagimasi ile

dikkat ¢eken bir kavsak proteindir. Protein bir Ca** pompasi olarak T tiibiiller ile

226



sarkoplazmik retikulum arasinda yer alir ve voltaj gradiyentine bagli olarak
sarkoplazmik retikulum igerisinde yer alan Ca** iyonlarm sitoplazmaya pompalar.
Sarkoplazmik retikulum iizerinde bulunan ve bilinen en biiyiik iyon kanallardan
birisi olan Ryanodin reseptor 1 proteini konjenital myopatilerle iliskili olarak

gozlenen en kompleks yapili proteindir.

Kiimeleme analizleri sonuglar1 genel olarak mutasyon yiikiiniin core ve pore
domainde yogunlastiklar1 goriilmektedir (Tablo 4.24). Core bolgesinde yer alan
mutasyonlarin kanalin acilip kapatilmasindaki diizeni bozarak kalsiyum sizintist ya
da kanalin asir1 hassas olmasi gibi tablolar ortaya koymasi olasidir. Bu durumun kas
kasilmalarinda senkronizasyonu bozmasi ve kuvvet zayiflamasina yol agmasi
beklenmektedir. Kalp kaslarinda goriilen Ryanodin reseptdor 2 proteininde
sitoplazmaya Ca*? iyon kagislarmin kalp ritim bozukluklarma neden oldugu

bilinmektedir (Beaufils ve ark., 2022).

Proteinin mutasyon ylikiinlin sitoplazmik domainin yer aldigi N-terminal
bolgede yogunlastigr goriilmektedir (Sekil 4.54). Sitoplazmik domain altinda bir¢ok
alt domain igermekte olup bunlar igerisinde 6zellikle NTD, NSOL, SPRY1, ryl &2,
SPRY2, SPRY3, JSOL bdlgelerinde mutasyon yiikii fazlalagmaktadir (Sekil 4.54).
Proteinin sitoplazmik kismi T tiibiillerde yer alan DHPR proteini ile baglantilidir.
Sitoplazmik domainde yer alan SPRY1-3 alt birimi DHPR reseptorleri direk
etkilesimlidir ve kiimeleme analizleri bu bodlgedeki ekzonlarin ¢ogunlukla yiiksek
mutasyon yiikiine sahip olduklarimi gostermektedir (Tablo 4.24). Bu bolgede
gerceklesecek olan mutasyonlar DHPR ve RYR/ arasindaki sinyal baglantisini
etkileyecegi icin sinyal iletiminin diizgiin islememesi sebebiyle hiicre igerisine dogru
zaman ve miktarda kalsiyum pompalanmamasina neden olacaktir. Nonsense
mutasyonlarda hotspot bdlgenin stoplazmik domain icerinde yer aldigi goriiliirken,
cergeve kaymasi mutasyonlarinin core ve pore domainleri de igerdigi goriilmektedir.
Nonsense mutasyonlarin N-terminal bolgede gozlenmesi trunkat protenler
olusturmasi bakimindan siddetli etkiler yaratirken ¢erceve kaymasi mutasyonlarin ise
gen lizerinde missense benzeri bir Oriintii sergiledigi goriilmektedir. Bdylesine
kompleks bir proteinde nonsense ve cergeve kaymasi mutasyonlarina bireyde

rastlanmasi1 bozuk RYR/ geninin islevinin diger izoformlar tarafindan yiiklenilmesi
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ya da tek bir RYR/ geninin aktivitesinin hastalarda telafi edici etkisinden

kaynaklanabilir.

Proteininin allosterik kontrolden sorumlu bolgesi olan core bolgesi
sitoplazmik alan igerisinde yer alir ve csol kismindan olusur shell bolgesini pore
bolgesine baglar. Transmembran ve shell bolgeleri arasindaki etkilesim ve allosterik
kontrolden sorumlu olmasinin yaninda DHPR reseptorleri ile etkilesim kurarak
kalsiyum regiilasyonundan sorumlu olan EF-hand boélgesinin de bu kisim igerisinde
yer almasi bu domaini proteinin fonksiyonunda ve kontroliinde onemli bir yer
yapmaktadir (Sekil 2.18b). Toplam mutasyon yiikii bakimindan gen iizerinden
mutasyonlarin tekrar yiikseldigi alanin core bdlgesinde oldugu goriilmektedir. Bu
bolgenin ryanodin reseptor proteinin allosterik kontroliinden sorumlu ¢ok sayida
proteinin baglanma bdlgesi olmasi buradaki mutasyonlarin hastalik yapma ihtimalini
gliclendirmektedir. Yine core kisim igerisinde yer alan bdlgelerin pore ve sitoplazmik
domainlerle de baglantili olmasi bu bolgedeki mutasyonlarm Ca*™® salinim ve

proteinin SR iizerine konumlanmasinda etkili olacagina vurgu yapmaktadir.

RYRI geninin kompleks ii¢ boyutlu yapisi ve fonksiyonu missense
mutasyonlarin hastaliklarin olusmasinda neredeyse gen boyunca homojen bir dagilim
sergilemesine neden olmustur. Bu durum gen iizerinde mutasyon toleransinin tim
gen boyunca ayni olduguna isaret etmektedir. Zira missense mutasyonlarin proteinin
sekonder, tersiyer, kuaterner yapisim1  kazanmasinda ve fonksiyonunu
gerceklestirmesinde benzer oranda fonksiyon kayiplarina neden oldugunu gosterir
niteliktedir. Arka planda farkli missense mutasyonlarda farkli nedenlerle fonksiyon
kayiplarina neden olsa da hiicresel seviyede sarkoplazma icerisindeki Ca*? iyon
konsantrasyonunu etkileyeceginden tiimii benzer bir fenotip yaratacak potansiyelde
olacagindan benzer bir secilim baskisi altinda olacaktir. Bu durumda bdylesi

homojen bir mutasyon dagilimina neden olacaktir.

SEPNI: Calismada SEPNI geninde toplamda 967 mutasyon saptandi. En
yuksek mutasyon yiikii ekzon 5 ve intron 10°da gozlenirken cer¢eve kaymasi ve

nonsense mutasyonlar 1, 4, 5, 9, 10 ve 11. ekzonlarda mutasyon yiikiiniin yiiksek

olarak saptandi. Gen iizerinde 26.138.201., 26.138.264., (ikisi de ekzon 9’da yer
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almaktadirlar.) 26.140.411. (ekzon 11), 26.142.098. (ekzon 13) ve 26.142.146.
(ekzon 13) pozisyonlarin hotspot pozisyonlar oldugu gozlenirken, intronlarda
26.128.484. (intron 2), 26.131.609. (intron 3), 26.135.063. (intron 4), 26.138.160.
(intron 8) ve 26.140.710. (intron 12) pozisyonlar hotspot olarak belirlendi. Diger
genlerle karsilagtirilinca SEPNI geninde mutasyon yiikiiniin orta (0.05) (mutasyon
sayisi/gen uzunlugu: 1010/18029) seviyede oldugu gozlendi.

Selenoprotein N proteini SERCA ile bagimhi sekilde calisan endoplazmik
retikulum proteinidir. Proteinin hem endoplazmik retikulum hem de sitozol kisimda
belirli bolgeleri yer almaktadir. Endoplazmik retikulum igerisinde yer alan kismi
icerideki kalsiyum seviyesini kontrol etmekten sorumludur ve ekzon 2 igerisinde yer
almaktadir. Bu ekzon kiimeleme analizleri sonucunda ortalama mutasyon yiikiine
sahip II. kiime icerisinde yer almaktadir. Bu ekzonda ger¢eklesecek olan mutasyonlar
sonucunda kalsiyum duyarliligi bozulabilir ve endoplazmik retikulum igerisinde
kalsiyum seviyesi korunamaz, kas kasilma stireci bittiginde kalsiyumun endoplazmik
retikuluma geri alinmasi saglanamaz. Yine bu bolgede nonsense ve ¢ergeve kaymasi
mutasyonlarinin yogun olarak goriilmemesi proteinin énemli bolgelerinden birisi

olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.60, Sekil 4.61).

Proteinin katalitik aktivitesinde sorumlu kisminin ekzon 10’da yer aldigi
bilinmektedir. Literatiirde ekzon 10 ve cevresindeki ekzonlarin korunumlu oldugu
belirtilmektedir (Castets ve ark., 2012). Kiimeleme analizleri bu bolgedeki mutasyon
yukiiniin yiiksek olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.62). Bu durum proteinin
katalitik aktivitesini etkileyebilecek mutasyonlarin hastalik yapma ihtimalinin yiiksek

olmasi ile uyumludur.

Fan ve ark. (2022) tarafindan yapilan calisma ekzon 1’in hotspot bolge
olduguna vurgu yaparken calismadan elde edilen sonuclar bu bdlgede cergeve
kaymasina mutasyonu disinda diger mutasyon tiplerinde belirgin bir mutasyon yiikii
gostermemektedir. Toplam mutasyon yiikii ile gergeklestirilen kiimeleme analizi

ekzon 5’in hotspot ekzon olduguna isaret etmektedir.
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5.1.2.3. Miyofibriler Kuvvet

ACTAI: Calismada ACTAI geninde toplamda 378 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikiiniin ekzon 3’de ve intron 5’de oldugu gozlendi (Sekil 4.71).
Gen lizerinde 229.567.495. pozisyon (ekzon 6) hotspot pozisyon oldugu gozlenirken,
intronlarda 229.567.663. pozisyon (intron 5) hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle
karsilagtirilinca Diger genlerle karsilastirilinca ACTAI geninde mutasyon yiikiiniin

yiiksek (0.16) (mutasyon sayist/gen uzunlugu: 469/2850) seviyede oldugu gozlendi.

ACTAI proteininin hiicre igerisinde c¢ok farkli fonksiyonlar1 oldugu
bilinmektedir. Bunlar arasinda transkripsiyon faktorii, kromatin ipliklerin olusmasi,
endositoz, fagositoz, ameboid hareketler ve kas kasilmas1 gelmektedir (Nicot ve ark.,
2007). Aktin proteinin hiicre igerisindeki bu ¢ok fonksiyonu yapisi bu proteinin basta
konjenital myopatiler olmak tizere bir¢ok hastalikla iliskili kilmaktadir. ACTAI
genindeki mutasyonlarin konjenital lif tipi uyumsuzlugu ve nemalin myopati ile
korelasyon gosterdigi bilinmektedir (Cassandrini ve ark., 2017). G-aktinler F-aktinler
haline gelerek kas liflerini olustururlar. Proteinin bu formu alabilmesinde kofilin,
profilin ve ATP gibi bir¢ok molekiil ve Ca*™ gibi iyonlar rol oynamaktadir. Bu
durum konjenital myopati gibi ¢ok genli kalitim ile ortaya ¢ikan hastaliklar agisindan
dikkat g¢ekicidir. Ciinkii ACTAI geninde gdzlenen mutasyon tolere edilebilse bile
depolimerizasyon-polimerizasyon siirecinde rol oynayan kompakt proteinlerden
birisinde gbzlenen mutasyon proteinin G-aktinden F-aktin formuna doniismesine ket
vurabilir. Bu polimerizasyonda aktif rol alan cofilin-2 (CFL2) proteininin de
nemaline myopatiye yol agiyor olmasi bu durumu destekler niteliktedir. Her iki
gendeki mutasyonlarin da kas biyopsisinde benzer hiicre patolojileri ortaya ¢ikarmasi
kas biyopsisinden yola c¢ikarak hastaligin genetik arka planina dair g¢ikarimlar
yapmay1 zorlastirmaktadir. Aktin proteinin aktif dinamik yapisi ve c¢ok sayida
fonksiyonel ve sinyal iletim yolaklarinda gorev almasi molekiil iizerinde ¢ok sayida
allosterik kontrol noktasinin varligina da isaret etmektedir. Bu durum gen {izerinde
herhangi bir yerde gozlenecek missense, nonsense ve cerceve kaymasi
mutasyonlarinin  protein-protein  etkilesimlerini olumsuz etkileyecegi riskini

kuvvetlendirmektedir.
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Insanda 6 cesit bulunan aktin izoformlar1 N-terminal bolgedeki birkac
aminoasit farklilig1 ile birbirlerinden ayrilmaktadir (Dominguez ve Holmes, 2011).
N-terminal bolgeye yakin kisimlarda goézlenen farkliliklarin  izoformlarin
karakteristik ozelliklerini belirlemede etkili olmasi nedeniyle bu bdlgede yer alan
mutasyonlarin myopatilerin gozlenmesinde 6nemli rol oynamasi olasidir. Elde edilen
verilerde hotspot olarak belirlenen ekzon 3 bu bakimdan ACTAI geni ile iliskili
myopatilerin taranmasinda &nemli bir hedef bolge olmasi olasidir. Ote yandan
hiicrelerde mevcut ACTA izoformlarinin yeri geldiginde birbirinin yerine
kullanilabilme potansiyeli N-terminal bolgeye yakin ekzonlardaki missense
mutasyonlarin  oliimciil olmayan ancak hastalik yapma potansiyeli yiiksek
mutasyonlar olduguna isaret etmektedir (Marston, 2018). Laing ve ark. (2009)

tarafindan yapilan ¢alismada bu ¢ikarima benzer bir duruma isaret etmektedir.

MYH7: Calismada MYH7 geninde toplamda 2758 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikii ekzon 35 ve intron 37°de gozlenirken nonsense ve gerceve
kaymasinda sirast ile 4 ve 28. ekzonlarda mutasyon yiikiiniin en yiiksek oldugu
saptand1 (Sekil 4.80). Gen lizerinde ekzonlarda 23.902.759. (ekzon 3), 23.901.954.
(ekzon 5), 23.888.756. (ekzon 28), 23.884.925. (ekzon 35) ve 23.884.305. (ekzon 37)
pozisyonlarin hotspot noktalar oldugu gozlenirken, intronlarda 23.901.105. (intron
6), 23.899.745. (intron 11), 23.898.407. (intron 13) ve 23.886.063. (intron 33)
pozisyonlar hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca MYH7 geninde
mutasyon yiikiiniin yiiksek (0.12) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 2795/22921)

seviyede oldugu gozlendi.

Miyozin proteini globiiler bas ve lineer yapida kuyruk kisimdan olusan
fonksiyonel bir proteindir. Bas kism1 enzimatik aktivitelere sahip bir motor protein
gorevi goriirken kuyruk kismi yapisal olarak proteinin sabitlenmesinde goérev alir
(Sekil 2.26). Proteinin N-terminal kisminda ATP ve aktin baglanma bdlgeleri yer
alirken, C-terminal kisminda titin proteini ve M bandi ile baglanti kurmasini
saglayan bolgeler bulunmaktadir. N-terminal kisimdaki mutasyonlar ATP’nin ve
aktinin bu bdlgeye baglanmasini engelleyebilmesi yaninda proteinin ATPaz
aktivitesini de etkileyeceginden proteinin kuvvet olusturma kapasitesini

etkileyecektir. Kiimeleme analizleri genelde bu bdlgedeki ekzonlarin diisiik

231



mutasyon ylikiine sahip olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.80). Literatiirde bu
bolgedeki mutasyonlarin genelde kalp hastaliklari ile iliskilendirildigi goriilmektedir
(Ravenscroft ve ark., 2015). Bu durum bu bdlgedeki mutasyonlarin tolere edilme
diizeyinin diisiik olmasina bagli olarak yeterli veri elde edilememesinden kaynakli
olabilir. Cer¢eve kaymasi ve nonsense mutasyonlarinin da kiimeleme analizleri
sonuglarinda genin 3’ bolgelerinde daha ¢ok yogunlastigimi gérmek bu durumu
desteklemektedir. Genin 5’ bas kisminda goriilebilecek nonsense ve ¢ergeve kaymasi
gibi yikict mutasyonlar organizmanin hayatin1 énemli derecede tehdit edecegi i¢in

embriyonel gelisim ya da fetal evrede gelisimin sonlanmasi olasidir.

Tiim mutasyonlar ile gergeklestirilen kiimeleme analizleri iki kiimenin
varligina isaret etmektedir (Sekil 4.80). Mutasyon yiikiiniin ¢ogunlukla miyozin
proteinin C-terminal bdlgede yer alan kuyruk kisminda titin proteini, M bandi ve
diger miyozin kuyruklar ile baglantilarin kuruldugu bdlgede yogunlastig
goriilmektedir (Sekil 4.80). Miyozin proteinin kuyruk kismu basit lineer yapida olup,
sarkomer icerisinde miyozin baglar i¢in sabitlenme ve gii¢ aktarim noktasi saglayan
kisimdir. Dolayisiyla burada gerceklesecek olan mutasyonlar miyozinin, titin ve M

bandi ile baglantisin1 koparacak ve sarkomerde kasilma mekanigini bozacaktir.

Literatiirde genelde gen iizerindeki mutasyonlarin bas bdlgesinde
yogunlastigindan bahsedilse de c¢alisma kapsaminda elde edilen sonuglarda genin
coiled-coil adi verilen kuyruk kisminda daha fazla yogunlastigi goriilmektedir
(Cullup ve ark., 2012) (Sekil 4.80). Elde edilen bu sonug¢ hiicrede hareketten sorumlu
tek ve yegane molekiill olan miyozinde motor O6zelligi gosteren bas ve boyun
kisimdaki mutasyonlarin hayati fonksiyon kayiplarina neden olmasi dolayisiyla
tolere edilemeyecegi goriisii ile de uyumludur. Dolayisiyla kuyruk kisimda olasi
mutasyonlarin tolere edilebilmesi nedeniyle ve bunlarin kas zayifliklar1 seklinde
kendini hastalarda gostermesi bdlgede yogun mutasyonlarin gdzlenmesi ile

uyumludur.

Genin bas ve kuyruk arasi baglantisinin kurulmasinda boyun yani S2
fragmenti gorev almaktadir (Sekil 2.26). Bu bolgede ger¢eklesen mutasyonlarin S1

ve LMM bolgesi arasindaki baglantinin kopmasina yol agarak proteinin
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islevselliginin kaybi ile sonuglanabilir. Kiimeleme analizleri ile bu boélgede yer alan
ekzonlarin genelde mutasyon yiikiiniin fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum, bu
bolgedeki mutasyonlarin yikicr ve hastalik yapici etkisinin fazla olmasindan kaynakli

olabilir.

Hem globiiler hem de filament6z protein Ozelliklerine sahip olmasi ile de
dikkat ¢eken MHY7 hem kalpte hem de iskelet kaslarinda ifade edilmesi bu gende
meydana gelecek mutasyonlarin kalp ve iskelet kaslari ile iligkili hastaliklarda

genetik temelli klinik taramalarda dikkate alinmasi1 gerekmektedir.

TPM2 ve TPM3: Calismada TPM?2 (B-tropomiyozin) geninde toplamda 578
mutasyon saptandi. En yiiksek mutasyon yiikii ekzon 1 ve intron 6 iken nonsense
mutasyonlarda ekzon 1 ve 2, c¢erceve kaymasi mutasyonlarindan 1. ekzonda
mutasyon yikiiniin en yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.89). Gen {izerinde
35.685.661. (ekzon 3) pozisyonun hotspot pozisyon oldugu gozlenirken, intronlarda
35.684.822., 35.684.825., 35.684.824. (li¢ii de intron 6’da yer almaktadirlar.),
35.683.247., 35.683.240. (ikisi de intron 9’da yer almaktadir), pozisyonlar hotspot
olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca 7PM2 geninde mutasyon ylikiiniin

yiiksek (0.09) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 734/8064) seviyede oldugu gdzlendi.

TPM3 (o-tropomiyozin yavas) geninde ise toplamda 565 mutasyon saptandi.
En yiiksek mutasyon yiikii ekzon 3, intron 4’de gozlenirken ¢erceve kaymasi ve
nonsense mutasyonlarda ise 4, 6, 7, 12, 13 ve 2. ekzonlarda mutasyon ytikiiniin en
yiiksek oldugu olarak gozlendi (Sekil 4.98). Gen iizerinde 154.191.195. (ekzon 2)
pozisyonunun hotspot pozisyonlar oldugu gozlenirken, intronlarda 154.191.330.
(intron 1) pozisyon hotspot olarak belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca TPM3
geninde mutasyon yiikiiniin diistik (0.01) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 674/36793)

seviyede oldugu gozlendi.

Tropomiyozin aktin {izerinde troponin, nebulin ve aktin molekiilleri ile
baglantili bir sekilde aktinlere sarili lineer yapida proteindir. Ince filamentlerin
yapisal ve fonksiyonel stabilitesinde Onemli rol oynayan tropomiyozin, aktin-

miyozin etkilesiminde kilit rol oynar (Hitchcock DeGregori ve ark., 2010). Ortamda
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Ca*? varliginda troponin-C’ye kalsiyumun baglanmasi ile birlikte aktin iizerinde
kayarak miyozin baglanma boélgelerinin agilmasini saglayarak miyozin ile aktin
arasinda ¢apraz koprii baglarin olusmasini ve aktomiyozin komleksinin olusmasini
saglar. Bu nedenle TPM2 ve TPM3 genlerindeki mutasyonlar kas kasilma
mekaniginde anomalilere neden olabilecek potansiyeldedir. 7PM2’nin hem hizli hem
de yavas iskelet kaslarinda ifade edilirken, TPM3’iin yalnizca yavas iskelet
kaslarinda ifade edilmesi bu mutasyonlarin farkli kas tiplerini etkilemesine neden

olmaktadir.

TPM?2 ve TPM3 genlerinde heterojen bir mutasyon yiik dagilimi oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.89 ve Sekil 4.98). TPM2 geninde missense mutasyonlarda
ozellikle ekzon 1’ den baslayip 5’e dogru belirgin bir ritimle azalan bir mutasyon
yiikii oldugu gériilmektedir (Sekil 4.85). Ozellikle C-terminal bélgede mutasyonlarin
genel olarak yiiksek seyrettigi ancak ekzon 10’da belirgin bir mutasyon soguk bolge
varlig1 gortilmektedir. Bu bakimdan ekzon 5 ve 10 gen iizerinde mutasyon yiikiindeki
azlik bakimindan en dikkat ¢ekici ekzonlardir. Bunun yaninda ekzon 1, 6, 9 ve 11°de
mutasyon yiikiiniin fazla oldugu goriilmektedir. TPM3 geninde ise TPM?2 genine gore
nispeten daha homojen bir missense mutasyon yiikii goriilmektedir (Sekil 4.85, Sekil
4.94). Gen tlizerinde C-terminal bolgeye dogru artan bir mutasyon yiikii goriinmekte
ve TPM?2 geninde oldugu gibi bu gende de C-terminal bdlgede mutasyon soguk
bolge goriilmektedir (ekzon 12). Gen iizerinde 6zellikle N-terminal bolgeye yakin
yer alan ekzon 3 hotspot bdlge olarak yer almaktadir. Tropomiyozin proteinleri N-
terminal ugtan C-terminal uca dogru a-b-c-d-e-f-g motifinin tekrar etmesi ile olusan
heptapeptit tekrarlarindan olusan basit yapili lineer proteinlerdir (Mason ve ark.,
2008). TPM?2 ve TPM3 genlerinde goriilen nispeten homojen missense mutasyon
yukleri proteinin basit yapisindan ve telafi edici tekrar dizilerden kaynaklaniyor
olabilir. Bu genlerde saptanan diisiik mutasyon yogunluklar1 da buna isaret ediyor
olabilir. Protein lizerinde N ve C-terminal bolgelere yakin ekzonlarda missense
mutasyonlarin yogunlagsmasi tropomiyozin birimlerin bu bdlgelerden birbirlerine ve

diger proteinlere (aktin, troponinler ve nebulin gibi) baglanmasi ile iliskili olabilir.

TPM?2 ve TPM3 genlerindeki nonsense ve c¢er¢ceve kaymasi mutasyonlarinin

yogun olarak N-terminal kisimda yer aldig1 goriilmekte (Sekil 4.87, Sekil 4.88 ve
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Sekil 4.96, Sekil 4.97). Yikiciligr fazla olan bu mutasyonlarin genin baglatma
kodonuna yakin yer almasi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ile dogrudan iligkilidir. Bu
genlerde de baslarda yogun nonsense ve g¢erceve kaymasi mutasyonu goriilmesi,
proteinin yapisinin herhangi bir durumdan o&tiirli bozulmast durumunda devreye
baska mekanizmalarin girecegini kanitlar niteliktedir. Bu bakimdan genin
izoformlarmin olmasi, diploitlik, ¢ok kopyalilik nonsense ve c¢ergeve kaymasi
mutasyonlarii tolere eden baslica mekanizmalardir. Ancak bu mekanizmalarinda

yetersiz olmasi kiside hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

TNNTI: Calismada TNNTI geninde toplamda 784 mutasyon saptandi. En
yiiksek mutasyon yiikii ekzon 12 ve intron 6 goézlenirken g¢erceve kaymasi ve
nonsense mutasyonlar sirasi ile 2 ve 11, 12. ekzonlarda mutasyon yiikiiniin en yiiksek
oldugu saptandi. Ekzonlarda aymi1 pozisyonda 2 mutasyondan fazlasi goriilmezken,
intronlarda 55.658.008. (intron 4), 55.653.361. (intron 6), 55.652.527. (intron 8),
55.648.589. (intron 10), 55.648.459. (intron 11), 55.645.328., 55.645.300.,
55.645.336. (3’ti de intron 12’de yer almaktadir.) pozisyonlar hotspot olarak
belirlendi. Diger genlerle karsilastirilinca TNNT1 geninde mutasyon yiikiiniin orta
(0.05) (mutasyon sayisi/gen uzunlugu: 884/16509) seviyede oldugu gozlendi.

Troponin kompleksinin bir parcasi olan ve kas kasilmasi sirasinda kalsiyum
reseptorll olarak gorev yapan troponin T1 ve T2 olarak adlandirilan iki alt birimden
olusur (Sekil 2.31). T1 bolgesi icerisinde yer alan 7., 8. ve 9. ekzonlar tropomiyozin-
baglanma bolgesi 1’1 olusturmaktadir. C-terminal bolgede yakin yer alan T2 alt-
birimi troponin I’nin N-terminal bolgesi ile sarmal bobin yapisi olusturmaktadir. Gen
tizerinde missense mutasyon Yyiikiine bakildiginda korunumlu bdlgeler olarak
adlandirilan ekzon 7 ve 14 arasinda yogunlastig1 goriilmektedir (Sekil 4.103). Bu
bolge tiim izoformlarda genelde ayni olmakla birlikte milyonlarca yildir aminoasit
dizileri degismeden kalmistir (Ohtsuki ve Morimoto 2008; Wei ve Jin 2016). Bu
bolge igerisinde tropomiyozin baglanma bdlgesi 2, ekzon 11°de Tnl baglanma
bolgesi ekzon 12 ve 13’te ve TnC baglanma bolgesi ise yine ekzon 13’de yer
almaktadir (Sekil 2.31). Missense mutasyonlarin 6zellikle ekzon 11 ve 12 de pik
yaptig1 ekzon 13 de ise ani bir diisiis sergiledigi gortilmektedir (Sekil 4.103). Bu

durum konjenital myopatilerin ortaya ¢ikmasinda T2 bdlgesindeki korunmus
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alandaki mutasyonlarin oldukca etkili olduguna isaret etmektedir. Yiiksek mutasyon
yiikline sahip olan ekzonlardan 8 ve 11 tropomiyozin baglanma bdolgesi 1 ve 2
icerinde yer almaktadir ve bu bdolgedeki mutasyon tropomiyozin ve troponin-T
baglantisin1 keserek troponin kompleksinin tropomiyozin ile olan etkilesimini
engelleyebilir. Bu mutasyon yogun bolgeler diger proteinlerdeki mutasyon sicak
noktalarla uyumlu olarak hastaligin ortaya c¢ikmasindan protein-protein etkilesim
alanlarinin 6nemine isaret etmektedir. N-terminal bolgede ise missense mutasyon
yiikiiniin genin geri kalanma gore diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.103). ilk 6
ekzondaki degisiklikler farkli izoformlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu olup yogun
alternatif eklemelerin gerceklestigi bolgelerdir. Burada gozlenen missense
mutasyonlarin azlhig1 yiiksek letalite ozelliklerine bagl olarak az goriilmelerinden
kaynaklanabilecegi gibi izoformlarin birbiri yerini almasindan kaynakli mutasyon
tolere edici etkisinden kaynaklanabilir. Her iki durumunda etkisinin anlagilmasi igin

proteinle ilgili daha ayrintili ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Nonsense ve cer¢eve kaymasi mutasyonlarinin gen iizerinde az sayida
gozlendigi goriiliirken ¢ergeve kaymasinda N-terminal bolgede, nonsense ise C-
terminal bolgede yogunlasmasinin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.105, Sekil 4.106).
Yikict olan bu mutasyonlarin azlig1 biiylik oranda letaliteden kaynaklanmasi olasidir.
Bunun yaninda mutasyon yogunlugunun yiiksek oldugu yerlerin letalitenin diisiik

oldugu pozisyonlar olmasi1 olasidir.

5.2. Mutasyon Yiikleri

Bu tez calismasinda konjenital myopatilerden sorumlu olan majoér 13 gen
tizerinde toplamda 30461 missense, 15694 sinonim, 626 nonsense, 1257 cergeve
kaymast ve intronlara ait 22881 mutasyon edildi. Genlere dair elde edilen bu
mutasyonlar istatistiksel yontemlerle analiz edilerek genler lizerindeki mutasyon

yogun alanlar ve hotspot bolgeler tanimlamaya ¢alisildi.

Elde edilen verilerde tiim genlerde sinonim mutasyonlar dikkate
alinmadiginda ekzonlar {izerinde missense mutasyon yiikiinliin diger mutasyonlara

gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu durum verilerin agirlikli olarak hasta
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bireylerden elde edilmesinden kaynaklaniyor olabilir. Ote yandan bazi missense
mutasyonlarin  aminoasitlerde degisim yaratsa bile protein ve reaksiyon
plastisitesinden kaynakli notrale yakin etkileri yine bu mutasyonun ¢ok gézlenmesine
neden olmus olabilir. Bunun yani sira nonsense ve cerceve kaymasi mutasyon
sayisinin diger mutasyon tiplerine gére daha az goézlenmesi, bu mutasyonlarin
siddetli ve letal prognozlara neden olma potansiyelinin olmasindan kaynaklanabilir.
Calisilan genler {lizerinde ekzonlardan toplamda 48038 mutasyon gozlenirken,
intronlarda 22881 mutasyon saptandi. Ekzon boélgelerinde mutasyon yiikiiniin fazla
olmasi intron bolgelerindeki mutasyonlarin biiylik oranda noétral olma ihtimalinden

kaynaklantyor olabilir (Kimura, 1997).

Calisma kapsamindan analizlerle ile genler lizerinde missense mutasyon
yukiiniin fazla oldugu pozisyonlar, ekzonlar ve intronlar hotspot bolgeler olarak
tanimladi (Tablo 5.1). Bu durum missense mutasyonlar i¢in s6z konusuyken bu
mutasyonlarin hastalik yapict etkileri amino asit degisimlerinin ndétral olma
olasiliklari, proteinlerin katlanma ve yolaklarin fonksiyonel plastisitesi nedeniyle net
degildir (Klug ve Cummings, 2003). Bu nedenle hotspot bolgeler tanimlanirken bu
bolgelerin proteinlerin fonksiyonlarindaki gorevleri de dikkate alindi. Cergeve
kaymasi (indel) ve stop kodonu olusturan nonsense mutasyonlarin yarattiklari trunkat
proteinlerden dolay1 hastalik yapma ihtimalleri ve bunun siddetinin daha fazla olmasi
yuksek ihtimaldir (Marra ve ark., 2015; Van der Pol ve ark., 2014; Choi ve ark.,
2012). Ozellikle bu mutasyonlarin proteinin N-terminal bolgesine yakin olmasi
mutasyon etkisini daha da arttirmasi olasidir (Phadke, 2019). Tez kapsaminda
nonsense ve indel mutasyonlara bagli hotspot bolgeler belirlenirken mutasyon
frekans1 yani sira pozisyon etkisi daha 6n plana cikarildi. Ornegin NEB geninde
nonsense ve c¢erceve kaymasi mutasyonlarin N-terminal bolgeye yakin olmasi kisa
nebulin proteinlerin olusturmasina neden olarak aktin filamentlerin yeterli uzunluga
ulasamamasina ve yapisal olarak sekillerini koruyamamalarina neden olacaktir. Bu
durum sarkomer igerisinde rod cisimciklerine neden olurken siddetli prognozlar

gbzlenmesine yol acar.

Literatiirden ve veri tabanlarindan toplanan verilerin en yogun oldugu

genlerin ACTAI, TTN ve MYH?7 oldugu goriilmektedir. Bu li¢ gende meydana gelen
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mutasyonlar konjenital myopatilerin yan1 sira kalp hastaliklarina da yol ag¢masi
nedeniyle literatiirdeki veri birikiminin fazla olmasi olasidir. Ote yandan elde edilen
veriler arasinda en biiylik pay1t ACTAI geninin almasi da bu genin kii¢iik olmasindan
dolay1 konvensiyonel sekanslama yontemleri ile de kolayca calisilabiliyor olmasinin
da pay1 vardir. Bunun yaninda elde edilen verilerde sekanslama zorluklarindan ve
cesitli yonelimlerden kaynaklanan az mutasyon verisi elde edilme olasiligi olan
bolgelerde vardir. Bunlar arasinda yiliksek derecede motif tekrari igeren bolgeler,
alternatif eklemeye bagl bazi ekzonlarin cDNA’da az sekanslanmasi, genlerde belirli
hedef bolgelerin yogun sekanslanmasi, bazi mutasyonlarin yiiksek letal etkisi
(embriyonel gelisimde spontan abortusa neden olmasi nedeniyle) nedeniyle hig
rastlanilmamas1 ve genlerin biiyiikliikleri bunda etkili olabilir. Ornegin TTN geninde
literatlirde genin M bdlgesi iki yarim sarkomerin birlesme noktasinda yer almaktadir
ve bu kritik 6neminden dolayr bu bélgedeki yapilan calismalarin ¢ok daha fazla
oldugu yer almaktadir (Ge ve ark., 2019). Elimizdeki verilerde de bu bolgede yer
alan mutasyonlar oldukg¢a fazladir bu durum literatiirde sdylendigi gibi bu bolgenin

cok daha fazla ¢alisiliyor olmasindan kaynakli olabilir.

5.3. Mutasyonlarin Protein Yapi ve Fonksiyonuna Etkisi

Calisilan mutasyonlarin genelde tiim gen boyunca heterojen sekilde dagildig:
fakat cogunda protein-protein etkilesiminde temel rol oynayan C-terminal kisimda
bulunan allosterik kontrolden sorumlu domainlerde yogunlastigi tespit edildi.
Proteinlerin allosterik domainlerinde gergeklesen mutasyonlar proteinlerin inhibitor
ve aktivatorler ile iletisimini etkileyerek hiicredeki metabolik yolaklarin isleyisini
bozabilmektedir (Klug ve Cummings, 2003). Mutasyonlarin hasta bireylerden elde
edilmesi ve bu bolgelerde yogunlasmasi protein-protein etkilesimleri ve allosterik
kontroliin hiicrenin metabolik siireclerindeki 6nemine dikkati cekmektedir. Ote
yandan calisilan genlerin tiimiinde proteinlerin ii¢ boyutlu yapisini etkileyebilecek
mutasyonlarin oldugu gériilmektedir. Ozellikle missense mutasyonlarin bazilar,
nonsense ve cerceve kaymasi mutasyonlari proteinlerin katlanma kinetiklerini
etkileyerek konfiglirasyon ve konformasyonlarinda farkliliklara neden olabilirler
(Feng ve Marston, 2009). Bu durum yapisal ve fonksiyonel proteinlerin islevsel olan

tic boyutlu yapilarini kazanamamalarima neden olur (Clarkson ve ark., 2004).
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Bunlarin yam sira BINI, DNM2, MTM1 genlerinde substrat baglanma ve katalitik
kisimlarinda mutasyonlar tespit edildi. Bu durum ise fonksiyonel islev goren
proteinlerin kas kasilmasi ve sinyal iletimi sirasinda islevselligini kaybetmelerine ya
da fonksiyon yetersizligine neden olabilir (Fusto ve ark., 2022). Bu anormal
proteinler sarkomer igerisinde diger proteinler ile iletisimin kesilmesi, tam olarak
gborev yapacaklar1 yerlere yerlesememeleri ve fonksiyonlarimi kazanamamalari
nedeniyle hiicre icerisinde birikerek sarkomerdeki yapisal ve islevsel siireglerin

bozulmasina neden olmaktadirlar (Gonzalez Jamett ve ark., 2018).

Ote yandan genlerdeki nétral olmayan missense mutasyonlar proteinlerin
post-transkripsiyonel modifikasyonlarin1 etkileyerek onlarda yapisal fonksiyon

bozukluklarina neden olabilir.
5.4. Mutasyon Toleransi

Calismada kapsaminda literatiirde en fazla missense ve sinonim mutasyonlara
rastlanirken en az nonsense ve c¢erceve kaymasi mutasyonlar gozlendi. Bu durum
nonsense ve c¢erceve kaymasi mutasyonlarin yaratmis oldugu yikic1 protein
defektlerinin sonucu olarak bu mutasyonlari tasiyan bireylerde ortaya ¢ikan yiiksek
secilim baskisindan kaynaklanabilir. Bu secilim muhtemelen embriyonel gelisim ilk
evrelerinde ya da fetal gelisim siirecinde spontan abortuslarla kendini gosterdiginden

bu mutasyonlara yogun olarak rastlanmamaktadir.

Ote yandan proteinlerin kendilerine 6zgii yapilar1 baz1 yogun mutasyonlarin
kompanse edilmesine de olanak saglayabilir. Ornegin NEB ve TTN gibi basit ve
tekrarli dizileri gibi yliksek derece tekrar motifler icermesi genlerde bu durumun
benzerlige bagl telafi edilmesine neden olabilir (Laitila ve ark., 2019; Trinick ve
ark., 1994). Ayrica bu yapisal proteinlerin basit konformasyonel yapilar1 ve allosterik
kisimlarin olmamasi da mutasyon toleransinda etkili olabilir. Bunlarin yaninda
Ozellikle missense mutasyonlarin bazilariin ndétral olmasi, nonsense ve indel
mutasyonlarin kor noktalarda (protein katlanmasi ve fonksiyonunda etkili olmayan
pozisyonlar) ve C-terminal boélgeye yakin olmasi yine mutasyon toleransini

saglayabilecek durumlardir (Pelin ve ark., 1999).
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5.5. Alternatif Eklemenin EtKisi

Calisilan genlerin biiyiik bir kismmin alternatif eklemeye bagli olarak ¢ok
sayida izoform bulunmaktadir ve bu durum mevcut mutasyonlarin hastalik olusturma
potansiyelini zamansal ve mekansal olarak degistirebilmektedir (Ottenheijm ve ark.,
2009). Ekzonlarda gozlenen mutasyonlar, alternatif eklemeye bagli olarak hangi
izoformlarda bulunduklari, gelisim siirecinin hangi evresinde sentezlendiklerine ve
kalitim sekline bagli olarak (dominanat resesif) hastaligin goriilme yasini ve siddetini

de etkileyebilmektedir (Su ve ark., 2022).

5.6. Konjenital Myopatilerin Poligenik Dogasi ve Pleiotropik Etkisi

Insanda fenotipik karakterlerin ortaya ¢ikmasinda ¢ogunlukla poligenik bir
etkilesim s6z konusudur (Rosenberg ve ark., 2019). Bu durum hastaliklar i¢inde
gecerlidir. Insanda kanser de dahil birgok hastalikta ¢cok sayida genin birlikte etkisi
oldugu bilinmektedir (Shin ve ark., 2020). Konjenital myopatilerde de durum
benzerdir. Ornegin nemalin myopatili hastada ayn1 zamanda hem NEB geninde hem
de RYRI geninde mutasyonlar gozlenmistir (Cassandrini ve ark., 2017). Aym
hastada birden fazla gende mutasyon gozlenmesi bu hastaliklarin dogasinda
poligenik bir yapmin olduguna isaret etmektedir. Bunun yaninda hastaliklardan
sorumlu genlerin uzun olusu ve ¢ok sayida ekzona sahip olmalar1 her iki ebeveynden
aliman genlerde farkli pozisyonlardan ¢ok sayida mutasyonun olmasindan kaynakli
durumlara da isaret etmektedir. (Wilmshurst ve ark., 2010). Ozellikle NEB, TTN,
RYRI gibi uzun genlerde ekzon sayisinin fazla, mutasyon yiikiiniin ise yiiksek olmasi
hastaliklarda birlesik heterozigotluk (compound heterozygote) durumunun oldugunu

gostermektedir (Wunderlich ve ark., 2018).

Poligenik kalittm disinda RYRI, DNM2, ACTAI, MYH7, TTN gibi genlerin
birden fazla konjenital myopati tipinde hatta myopatiler disinda farkli hastaliklar da
etkili olmasi1 pleiotropik etkilesimlere dikkati c¢ekmektedir (Sekil 2.5). Tez
kapsaminda elde edilen sonuglar hem poligenik hem de pleiotropik etkilesimlere
dikkat ¢eken bir sekilde mutasyonlarin o6zellikle allosterik kontrolden sorumlu

bolgelerde yogunlastigina isaret etmektedir. Bu durum o6zellikle bir¢ok proteinin
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allosterik kontroliinden sorumlu olan bir genin farkli hastalik tiplerinin olusumunda
da rol oynayabilecegine isaret eder niteliktedir. Calisilan genler igerisinde 6zellikle
ACTAI geni hiicre igerinde transkripsiyon faktorii olmak da dahil bircok
biyokimyasal reaksiyonda sinyal ve regiilator protein olarak gorev yapmaktadir
(Clarkson ve ark., 2004). Ornegin TTN geninde 359. ekzon tarafindan kodlanan TK
domaini hiicreler arasi sinyalden sorumlu birgok protein i¢in baglanma bdlgeleri
barindirmaktadir. Bu ekzonda meydana gelen mutasyonlarin yalnizca myopati ya da

kardiyomyopati disinda daha bagka hastaliklarla da iligkili olmas1 muhtemeldir.
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Tablo 5.1. Calisilan 13 gende saptanan hotspot bolge, pozisyonlar ve protein
tizerindeki olasi etki mekanizmalar1

Genetik Taramalar I¢in Yiiksek Potansiyel Alanlar

Protein
GENLER Hotspot Uzerinde Olas1 Etki Hotspot
Ekzonlar Bulunduklart  \fekanizmalari  Pozisyonlar
Bolgeler
3 = - 229.567.495
ACTAL 229.567.663
Tropomiyozin ve
NEB 30-81 Siiper Tekrar diger kontraktil  152.567.035
Bolgesi Ser proteinler ile 152.474.001
SH3 etkilesim 152.402.515
Sinyal iletimi ve -
MTM1 8-15 RID PTP protein
SID CC etkilesimi
23.902.759
23.901.954
23.888.756
Myomesin, titin ~ 23.884.925
MYH7 30-34-35-37 LMM ve miyozin 23.884.305
etkilesimi 23.901.105
23.899.745
23.898.407
23.886.063
10.893.725
10.941.640
10.941.635
10.941.616
DNM?2 20-21 GED PRD Protein 10.941.617
etkilesimi 10.941.624
10.941.605
10.941.604
38.976.634
39.055.762
39.057.592
RYRI ~ 2-10-12-2021-24- CorevePore  Proteinin 30 0000 )
. : 38.993.414
28-34-39-42-44- bolgeleri arasi
48-49-53-65-66- baglantive ~ So0o1-080
g
70-71-75-83-92 sinyaliletimi S0 00432
38.993.436
38.993.438
38.993.442
38.993.450
38.993.454
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Genetik Taramalar i(;in Yiiksek Potansiyel Alanlar (devam)

35.685.661

35.684.825

TPM?2 1-2-3 - Aktin baglantisi 35.683.247

@) 35.683.240

35.684.824

154.191.195

TPM3 3 - Aktin baglantisi  154.191.330
@)

55.652.527

55.645.328

55.658.008

TNNTI 8-11-12 T1 VET2  Tropomiyozin ve 55.653.361

troponin-I 55.648.589
baglantisi 55.648.459
55.645.300
55.645.336
35.182.131
35.182.348
35.182.223
26.138.201
26.138.264
SEPNI >-9-13 - - 26.140.411
26.142.098
26.142.146
127.828.158
127.811.027
127.808.684

2-126-169-170- . o 179.495.668
171-172-198-201-  Distal IG Titin-miyozin ~ 179.611.899
TTN 230-235-240-242- PEVK IG- etkilesimi ve  179.578.108

CFL2 2 - Sinyal iletimi (?)

BIN1 12-20 CLAP MBD  Transkripsiyon
SH3 ve tasima

244-245-250-256- FN3 proteinin 179.563.643
261-264-269-282- elastikiyeti 179.542.062
287-294-320-322- 179.511.767
324-328-347-352-

354-357
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6. SONUC VE ONERILER

Konjenital myopatiler sarkomerik proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan kas iskelet sistemi hastaliklaridir. Sarkomerik
proteinlerde gozlenen bu aksakliklardan kaynakli ortaya ¢ikan 20°den fazla hastalik
belirtilmistir. Bu proteinlerin yapisi olduk¢a karmasik olmakla birlikte molekiiler
mekanizmalar1 halen tam olarak agiklanamamistir. Bu calismada literatiir ve veri
tabanlarindaki genlere ait mutasyonlar taranarak konjenital myopatilerden sorumlu
major 13 gen i¢in klinik tanilama ve tedavi yontemlerinde non-invaziv bir yaklasim
olarak genetik testler i¢in kullanilacak hedef bdlgeler ortaya konulmaya calisildi.
Calismada literatlir verisine dayandigi icin ¢esitli biaslar/yanliliklar mevcuttur.
Bunlar arasinda genlerdeki bazi bolgelerin zor sekanslanmasi (motif tekrar
bolgeleri), alternatif eklemeye bagli bazi ekzonlarin ¢cDNA’da az sekanslanmasi,
genlerde belirli hedef bolgelerin yogun sekanslanmasi, bazi mutasyonlara fetal
gelisimde spontan abortusa neden olmasi nedeniyle hi¢ rastlanilmamasi ve genlerin
biiylikliikleri bunlar arasinda sayilabilir. Ancak yine mevcut veri hastaliklarin
olusumu ve molekiiler seviyede protein-gen-hastalik iliskisini anlamaya yonelik
kullanish sonuclar sunmaktadir. Ote yandan verilerde yas cinsiyet gibi bilgilerin
olmamasi genlerde mutasyona bagli hastalik zamansalliginin ¢ikarimina izin
vermemektedir. Sinirli da olsa hastalara ait fenotipik klinik verilerin olmasi
mutasyonlarin fenotiple iliskilendirilmesine yonelik c¢ikarimlar bulmaya olanak

saglamistir.

Calismada her ne kadar 13 gen ele alinmis olsa da konjenital myopatilerden
sorumlu sinyal yolaklarinda yer alan proteinlerdeki bozukluklarinda etkisi olmasi
muhtemeldir. Sekanslama teknolojilerindeki gelismeler 6zellikle uzun-sekanslama
yontemleri ile birlikte bu hastaliga sebep olan yeni genlerin ortaya ¢ikarilmasi ve
bunlara ait dizilerin dogru bir sekilde elde edilmesi olasidir. Dolayisiyla yakin
gelecekte sekanslama teknolojilerindeki gelismeler bu hastaliklarin tespiti ve
fenotipe olan etkilerinin saptanmasinda hem klinik seviyede hem de arastirma
siirecinde 6nemli bilgilerin elde edilmesine olanak saglayacaktir. Bu hastaliklardan
sorumlu olan genlerin yalnizca bu tezde calisilmis 13 genden daha fazlasi oldugunu

ve teknolojideki gelismeler sayesinde sayisinin giderek artacagi beklenmektedir.
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Sonug olarak bu caligma ile ortaya konan veriler konjenital myopatiler ile ilgili
genetik verilerin en kapsamli ve derlenmis sonuclarini icermektedir. Ortaya konulan
sonuglarin klinik asamada klinik tanilarin ve myopati alt-tiplendirmelerinin
tanimlanabilmesi i¢in bu hastaliktan sorumlu oldugu bilinen 13 gen kapsaminda

genetik tarama testleri i¢in hedef bolgeleri ve pozisyonlar1 gosterir niteliktedir.
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