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OZET

Tiirkmen, B. (2025). TGFB1 Geninin Non-Sinonim Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Sanal
Fonksiyonel Profili. Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Atlas Universitesi Lisansiistii Egitim

Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Istanbul.

TGF-B sinyal yolagindaki mekanizmalar, bir¢ok patolojik durumda Onemli roller
istlenebilir. Enfeksiyon hastaliklari, inflamatuvar hastaliklar, fibrotik hastaliklar, anormal yara
iyilesmesi, gelisimsel bozukluk, tiimdrler gibi birgok hastaligin olusmasina neden olabilir. Bu
tez calismasinda, TGFB1 geninin tizerindeki patojenik olan nsSNP’lerinin in siliko araclarla
cikarilip yapisal ve fonksiyonel analizlerini hesaplamali yaklasimlar ile ger¢eklestirerek protein
yapisi, fonksiyonu ve hastalik iligkisi tizerindeki etkilerine bakilmasi amaglanmistir. Yapilan
bu tez ¢alismasinda TGFB1 geni nsSNP’leri ClinVar veritabanindan elde edilip in siliko
araglarla (SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, Fathmm-xf, SNP&GO) patojenitesi en yiiksek
varyantlar esik degere bakilarak V339D, P363R, C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T,
L260P, Y328C, 149S, C387S belirlenmistir. Bu 11 varyant ConSurf analiziyle protein
tizerindeki korunmusluk skorlar1 incelenip en korunmus bolgede yer alan 149S, R50C, L298P,
H312Y, Y328C, P363R, M382T, C387G, C387S varyantlar1 belirlenmistir. ERIS protein
stabilite analizleri sonucunda C387G, C3878S, 149S, V339D, L260P, L298P, M382T, R50C
varyantlariin protein stabilitesini bozdugu belirlenmistir. HOPE analizi sonucunda 11
varyantin boyutlarinda, akimlarinda ve hidrofobiklik durumlarinda degisim goézlenmistir.
MutPred-2 analizinde belirlenen 11 varyantin hepsinde biyokimyasal olarak kayiplar ve
kazanimlar olmustur. I-TASSER sonuglarinda her nsSNP varyant i¢in en yiliksek C-skoruna
sahip varyant L260P (-0.31) secilmistir

Anahtar kelimeler: TGFB1, Non-sinonim tek niikleotid varyantlar, In siliko araglar
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ABSTRACT

Tiirkmen, B. (2025). The Virtual Functional Profile of Non-synonymous Single Nucleotide
Polymorphisms of the TGFB1 Gene. Master's Thesis, Istanbul Atlas University, Graduate

School of Education, Department of Molecular Biology and Genetics, Istanbul.

It is evident that mechanisms within the TGF-3 signalling pathway can assume pivotal
functions in a multitude of pathological conditions. These factors have been demonstrated to
be associated with a multitude of pathological conditions, including, but not limited to,
infectious diseases, inflammatory diseases, fibrotic diseases, abnormal wound healing,
developmental disorders, and tumours. The objective of this thesis study is to examine the
effects of pathogenic nsSNPs on the TGFB1 gene. To this end, the aim is to identify them using
in silico tools and to perform structural and functional analyses using computational
approaches. This will allow investigation of their impact on protein structure, function, and
disease association. In this thesis study, nsSNPs of the TGFB1 gene were obtained from the
ClinVar database and analysed using in silico tools (SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, Fathmm-
xf, SNP&GO). The variants with the highest pathogenicity were determined to be V339D,
P363R, C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T, L260P, Y328C, 149S, and C387S. These 11
variants were analysed using ConSurf to examine their conservation scores on the protein. The
variants 149S, R50C, L298P, H312Y, Y328C, P363R, M382T, C387G, and C387S were
identified as being located in the most conserved region. ERIS protein stability analyses
revealed that the C387G, C387S, 149S, V339D, L260P, L298P, M382T, and R50C variants
disrupt protein stability. The application of the HOPE (Hierarchical Organization of Protein
Expression) analysis revealed alterations in the size, current, and hydrophobicity of the 11
variants. In the MutPred-2 analysis, all 11 variants exhibited biochemical losses and gains. In
the I-TASSER results, the variant with the highest C-score for each nsSNP variant, L260P (-
0.31), was selected.

Keywords: TGFB1, Non-synonymous single-nucleotide polymorphisms, In silico tool
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1. GIRIS VE AMAC

Genetik polimorfizm, popiilasyonda %1’den daha fazla oranda goriilen gendeki niikleotid
degisimlerini ifade etmektedir (Gummadi ve Guddati, 2021). Genetik polimorfizmler arasinda
olan non-sinonim tek niikleotid polimorfizmi (ing. Nonsynonymous Single Nucleotide
Polymorphism, nsSNP), genin ekzon bdlgesinde tek baz degisikligi sonucuyla gerceklesen ve
proteinlerin amino asit dizisinde farlilik yaratan bir polimorfizm ¢esitidir. Non-sinonim tek
niikleotid varyantlar, proteinin genotipinde ve/veya fenotipinde farklilik yaratarak kanser gibi

bir¢ok hastaliga neden olabilirler (Hassan ve ark., 2019; Petrosino ve ark., 2021).

Literatiirde yer alan bilgilere gore tahminen her bireyin genomunda 13.000 kadarinda
ekzonik SNP bulundugu diisiiniilmektedir ve bu SNP’lerin ortalama %58 oraninda non-sinonim
SNP'ler yer almaktadir (Yates ve Sternberg, 2013a). Protein yapisinda farklilik yaratsa bile
islevinde herhangi bir sorun yaratmatan SNP’ler bulunmaktadir ve bu SNP’lere tolerant SNP
denilmektedir. Tolerant ve zararli nsSNP ayrimi yapmak oldukca 6nemlidir ¢iinkii hastaliklarin
patogenezini anlamak, genetik a¢idan bakildiginda insan hastaliklarinda genetik mekanizmalar1
kavrayabilmek i¢in olduk¢a onemli bilgiler vererek fenotipteki etkileri incelenebilmektedir

(Wang ve ark., 2009).

TGFp, embriyo, beyin, kalp, karaciger, bobrekler, kaslar tiikiiriik bezleri gibi bir¢ok dokuda
iiretilmekte olan bir sitokin olup en fazla yaygin oldugu doku grubu trombositlerdir (Deng ve
ark., 2024). TGFP geni ailesi li¢ ana izoformdan (TGFB1, TGFB2, TGFB3) olugmaktadir.
TGFB1 en fazla g¢alisilan formu ve neredeyse tiim insan dokusu hiicrelerinde eksprese
edilmektedir. TGF-f sinyal yolagindaki mekanizmalar, bir¢ok patolojik durumda 6nemli roller
iistlenebilir. Enfeksiyon hastaliklari, inflamatuvar hastaliklar, fibrotik hastaliklar, anormal yara
iyilesmesi, gelisimsel bozukluk, tiimorler gibi bircok hastaligin olusmasina neden olabilir

(Deng ve ark., 2024).

Doniistiiriici Biiytime Faktorii-1 (TGFB1) geni; hiicre sag kalimi diizenleme, hiicre
proliferasyonu, farklilasma ve apoptozis gibi biyolojik gérevlerde yer almasindan dolayr meme
kanseri dahil olmak iizere bircok kanser tiirlinde degerlendirilen bir gen olup, ayn1 zamanda
TGF-p sinyal yolaginda yer almaktadir. TGF-f sinyal yolag1 kanser iizerindeki ilerleyici etkisi

zit yonliidiir. Karsinojenezin erken evrelerinde, TGF-f tiimor baskilayici olarak gorev goriirken



ileri evrelerde durum tam tersi olarak, TGF-f tarafindan indiiklenen Epitel-Mezenkimal Gegis
(EMT) ve kanser hiicrelerinin invazyonuyla birlikte metastaz1 gergeklestirerek timoér olusumu

hizlandiric1 etki gostermektedir.

Hastalik yaratabilecek nsSNP’lerin in vitro ¢aligmalarla ortaya ¢ikarilmasi zahmetli ve
oldukca zaman alict oldugundan elverisli degildir. Bunun i¢in birgok hesaplama yontemi
gelistirilerek daha elverigli SNP caligsmalar1 yapilabilmektedir. SIFT, PolyPhen, SNAP gibi
dizi hesaplamasi i¢in kullanilan yontemlerin gelistirilerek nsSNP’lerin fenotipteki etkisini
protein yapilarina ve sekanslarina bakarak tahmin edilebilmektedir (Yates ve Sternberg,
2013b). Bu tiir genetik polimorfizmlerin ortaya ¢ikarilmasi hem malignite patogenezinin
anlagilmasinda hem de kisisellestirilmis tip i¢cinde olduk¢a uygun bir adimdir (Matsuda, 2017,
Gummadi ve Guddati, 2021).

Bu tez calismasimnin amaci, TGFB1 genindeki zararli olan non-sinonim tek niikleotid
polimorfizmler in siliko aracglarla ¢ikarilip, yapisal ve fonksiyonel analizlerini hesaplamali
yaklasimlar ile gergeklestirerek protein yapisi, fonksiyonu ve hastalik iligkisi {izerindeki
etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Bu yapilan in siliko analizler sonucunda,

kisisellestirilmis tip agisindan da 6nemli olabilecek SNP’lerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu amag dogrultusunda, bilgisayar ortaminda yiiriitiilmiis olan TGFB1 geninin sekans ve
FASTA dizisi verileri kullanilarak, klinik 6nemi belirsiz varyantlar1 hakkinda analizi
gergeklestirilmistir ve bu siiregcte ClinVar ve UniProt veritabanlar1 kullanilmistir. ClinVar
veritabanindan elde edilen nsSNP bilgileri ve UniProt veritabanindan elde edilen FASTA dizisi
ile patojenik varyantlar1 belirlemek i¢in in siliko araglarda (SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2,
Fathmm-xf, SNP&GO) analizleri gerceklestirilmistir. Patojenik olarak belirlenen TGFf1
geninin nsSNP’lerin her biri tek tek ConSurf analizinde evrimsel korunmusluk diizeylerine,
ERIS sunucusunda protein stabilite analizlerine, HOPE sunucusunda yapisal olarak
degisimlerine, MutPred aracinda patojenite tahmini ve fonksiyonel bozulmalaria, I-TASSER

araci ile mutant varyantlarin 3B yapisindaki degisimi incelenerek analizleri gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GENETIiK POLIMORFiZM

Gregor Mendel'in 1866 yilinda bezelye caprazlamalari {izerine yapmis oldugu ¢alismasiyla
genetik bilimi baglandi. Bu gelismeleri takiben genetik biliminde pek ¢ok yeni gelisme ortaya
cikmistir. Genetik biliminin zaman icerisinde ilerlemesiyle Hershey ve Chase yapmis oldugu
calismalar neticesinde genlerin DNA’dan olustugu bulmuslardir. Ardindan, Watson ve Crick
ise proteinleri olugturmaktan DNA’nin sorumlu oldugunu kesfederek genetik bilimine 6nemli
katkilar saglamislardir. Bu katkilar neticesinde DNA’daki degisimlerin bireyler {izerinde
fizyolojik etkiler yaratilacagi diisiiniiliirek bu diisiinceyi kamtlar nitelikle “Insan Genom
Projesi” baslatildi. Bu proje kapsaminda bireyler arasinda genomun %99.5’inin korunmus
oldugunu ve geri kalan %0.5’inin bireyler arasinda degisiklik gosterdigi ortaya cikarildi.

Genetik polimorfizm, bu degisimlerin popiilasyonda %1’den daha fazla oranda
goriilmesine denir. Eger bireyler arasindaki bu degisim %1 den az oranda goriiliilyorsa buna da
genetik mutasyon adi verilir. Genetik polimorfizmler kendi i¢inde uzunluk, konum ve tekrar
sayilarina gore degisiklik gostererek tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs), tandem tekrar
polimorfizmleri (ing. Tandem Repeat Polymorphisms, TRPs), kisa tandem tekrarlar (ing. Short
Tandem Repeats, STRs), kopya sayisi polimorfizmleri (ing. Copy Number Polymorphisms,
CNPs) olmak iizere 4 baglik altinda incelenirler (Gummadi ve Guddati, 2021). Genetik
polimorfizmler bir gen iizerindeki kodlama bdélgelerinde tek bir tane niikleotidin yer
degistirmesiyle bile protein yap1 ve islevinde degisiklik yaratabilirler. Bu niikleotid degisimi
bir mRNA’nin 3° c¢evrilmeyen bolgesinde (3’UTR) meydana geldiginde ise mRNA
stabilitesinde degisim yaratarak gen ifadesinde artis ya da azalis gozlemlenebilmektedir
(Iannuzzi ve ark., 2002) (Sekil 2.1). Genetik polimorfizmler radyasyon gibi dis etkenlerden
kaynakli ya da kendiliginden ger¢eklesebilir. Her ne tiir etkenden olursa olsun her tiirlii genetik
polimorfizm 6nem tasimaktadir; ¢iinkii hastaliklarda biyobelirte¢ olarak kullanilabilir ve hasta
bireylerin kullandiklar1 ilaglara verdigi tepkilerin farkliliklarini agiklamaya yardimci olabilir.
Genetik polimorfizmlerin ilaglar tizerindeki etkilerinin arastirilmasi kisisellestirilmis tip iginde

oldukc¢a uygun bir adimdir (Gummadi ve Guddati, 2021).
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Sekil 2.1: Genetik mutasyon. Sekil, BioRender (bkz. https://www.biorender.com/) kullanilarak
olusturulmustur. Igerik, lannuzzi ve ark. (2002)’den uyarlanmstir.

2.1.1. Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs)

Bir niikleotidin diger {i¢ tiir niikleotidden birine doniismesine tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) ya da tek niikleotid mutasyonlart denir (Matsuda, 2017) (Sekil 2.2.). Tek niikleotid
polimorfizmleri (ing. Single Nucleotide Polymorphism, SNPs) ya da tek niikleotid
varvasyonlari1 (ing. Sinle Nucleotide Variant, SNV) genetik polimorfizmler arasinda en sik
goriilen (insanlarda olugan DNA polimorfizmin %90°1 kadar) polimorfizm olmakla beraber
ayni zamanda bireyler arasinda DNA varyasyonlarinin da en basit formu kabul edilmektedir

(Shastry, 2009; Dabhi ve Mistry, 2014; Petrosino ve ark., 2021).

Tek niikleotid polimorfizmleri genomda neredeyse her 100-300 baz ¢iftinde (bp) bir
meydana geldigi Ongoriilmiistiir ve simdiye kadar 11 milyondan fazla tek niikleotid
polimorfizm belirlenmistir. Yapilan hesaplamalar sonucunda, esit olarak dagilmis sekilde insan
genomunun kodlama bdlgelerinde yaklasik 165.000 tek niikleotid polimorfizm ortaya
cikarilmistir (Chorley ve ark., 2008).
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Sekil 2.2: Tek niikleotid varyantinin (SNV) protein yapisinda olusturdugu yapisal degisim. Sekil,
Iglesias ve Grzelczak (2020)’den alinmuistir.

SNP bélgesi

SNP, kodlanan (ekzonlar), kodlanmayan (intronlar) ve promotdrlerdeki lokasyonlarina
gore degisiklik gostermektedir (Granevitze ve ark.,2014) (Sekil 2.3.). Proteinin kodlayan
bolgesinde yer alan SNV’ler insan genomunda bulunan tiim SNV’lerin toplaminin

sadece %2’sini olustursa da en fazla goze carpan SNV c¢esitidir (Petrosino ve ark., 2021).
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Sekil 2.3: Tek niikleotid polimorfizmi (SNP) alt tipleri. Sekil, Sukumar ve ark. (2021)’den
uyarlanmustir.



Tek niikleotid polimorfizmlerin, insan genomunda hastalikla iliskili molekiiler baglantilar
icin onemli biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi ve bir hastaligin altinda yatan genin
tanimlanmasinda onemli etken olabilecegi bilinmektedir (Chaudhary ve ark., 2015). Ayrica
niikleotid degisiklikleri ila¢ yanitinda, malignite patogenezinde dnemli ipuglar1 vermektedir ve
kisisellestirilmis tip alaninda 6nemlidirler (Matsuda, 2017). Bu nedenden o6tiirii SNP’lerin

ortaya ¢ikarilmasi hastaligin tedavisi ve prognozu i¢in 6nemlidir (Dakal ve ark., 2017).

Artik zamanla, matematikte kullanilan algoritmalar, fizik alanindaki teoriler, biyokimya
alaninda kullanilan terimlerin bilgisayar bilimiyle birlestirilmesi ile daha anlamli bilimsel
diisiincelerin ortaya ¢ikarilmas: saglanildi. Hesaplamali biyoloji alani, bu bilgisayar tabanlt
faaliyetler sonucunda gelisen alanlardan biridir. Artik SNP’lerin belirlenmesi deneysel olarak
zor olsa da ilerleyen hesaplamali biyoloji ve biyoinformatik alanindaki ¢aligsmalarla in siliko
araglarin gelismesi saglanarak kisa zamanda ve az maliyetle SNP’ler belirlenebilmektedir

(Dakal ve ark., 2017; Zenebe ve ark., 2023).
2.1.1.1. Non-sinonim (Non-synonymous) Polimorfizmleri

Non-sinonim tek niikleotid polimorfizmi (nsSNP), genin kodlanan bolgesinde tek baz
degisikligi neticesinde olusan bir polimorfizmdir ve bu durum proteinlerin amino asit dizisinde
farklilik yaratmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda tahminen her bireyin genomunda 13.000
kadarinda ekzonik/kodlanan SNP bulundugu diisiiniilmektedir ve bu SNP’lerin ortalama %58

oraninda non-sinonim SNP'ler yer almaktadir (Yates ve Sternberg, 2013a).

Bir genin kodlama bolgesinde gerceklesen nsSNP’ler iki alt tipi bulunmakla beraber bu
alt tipler amino asit dizisinde farkliliklar gergeklestirirler. Bu alt tiplerden biri olan missense
SNP’ler amino asit dizisinde yarattigi degisim dolayisiyla farkli bir kodona doniiserek
polipeptid zincirinde degisime ugramis bir amino asit dizisine yol agtiklarindan proteinin
yapisinda ve/veya islevinde farkliliklarla sonuglanabilir (Sekil 2.4.). Bu nedenden otiiri,
missense SNP’ler proteinin fonksiyonu bakimindan zararli/zararsiz, ndtr gibi sonuglar verebilir.
Bakildiginda, hastaliga neden olan mutasyonlarin %50 oraninda missense SNP’ler oldugu
anlasilmistir. Diger kodlama bdlgesinde gergeklesen anlamsiz (nonsense) SNP’ler ise “stop”

kodonuna neden olarak polipeptid zincirinde kisalma yaratir (Sukumar ve ark., 2021).
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Sekil 2.4: Missense mutasyon. Sekil, Uluslararas1 Insan Genom Arastirma Enstitiisii (ing.
International Human Genome Research Institute NIH, 2025)’ten alinmstir.

Proteinin yapisinda birinci dereceden farklilik yapsa bile protein islevinde farklilik
yaratmayan nsSNP’ler bulunmaktadir ve bu tiir nsSNP’lere tolerant nsSNP'ler denilmektedir
(Yates ve Sternberg, 2013b). Bu tolerant nsSNP’leri, hastalik edici etkisi olan zararh
nsSNP’lerden ayirmak gerekir. Ciinkii hdla ¢ogu varyantin fenotipte nasil bir etki yarattig1
bilinmemektedir (Petrosino ve ark., 2021). Tolerant ve zararli nsSNP ayrimi ile hastaliklarin
patogenezini anlamak, bireysel olarak hastaligi duyarlhiligi kavrayabilmek, genetik acidan
bakildiginda insan hastaliklarinda genetik mekanizmalar1 kavrayabilmek i¢in olduk¢a dnemli
bilgiler verilmesi saglanarak fenotipteki etkileri incelenebilmektedir (Wang ve ark., 2009).
Fakat tiim nsSNP’lerin laboratuvar ortaminda ¢ikarilmasi elverisli olmadigindan bunun i¢in
bir¢ok hesaplama yontemi gelistirilmistir. SIFT, PolyPhen, SNAP gibi dizi hesaplamasi i¢in
kullanilan yontemlerin gelistirilerek nsSNP’lerin fenotipteki etkisini yap1 ve dizi bilgilerine

gore tahmin edilmektedir (Yates ve Sternberg, 2013b).



2.2. TGF-B: SINYAL ILETIM MEKANIZMASI, BIYOSENTEZI VE HASTALIK
ILISKISI

TGFp, embriyo, beyin, kalp, karaciger, bobrekler, kaslar tiikiiriik bezleri gibi birgok
dokuda {iretilmekte olan bir sitokin olup en fazla yaygin oldugu doku grubu trombositlerdir

(Deng ve ark., 2024).

TGEFp geni ailesi ii¢ ana izoformdan (TGFB1, TGFB2, TGFB3) olusmaktadir. TGFB1 en
fazla ¢alisilan formu ve neredeyse tiim insan dokusu hiicrelerinde eksprese edilmektedir.
TGFB2 izoformu embriyonik gelisimde ve TGFP3 izoformu doku onariminda yer
almaktadirlar. TGFp izoformlar1 herhangi bir uyaran almadig siirece inaktif formda bulunur
ve Biiyilk Latent Kompleks (ing. Large Latent Complex, LLC) adi verilen bir yapiyla
baglantilidir. Aktivasyon farkli uyaranlar (diisiik pH, oksidasif stres, proteolik enzim vs.) ile

gerceklesir (Vitiello ve ark., 2021)
TGEFp onciil bir molekiil olup ii¢ bilesenden olusmaktadir:

1) C-terminal TGFB homodimer (aktif olan kisim)
2) Gecikme iliskili peptid (ing. Latency-Associated Peptide, LAP) (inaktivasyondan
gorevli)

3) N- terminal sinyal peptidi (hiicre disina salinim saglanmasindan gorevli)

Aktivasyon gergeklestiginde ilk olarak TGEFp, sinyal peptidini proteolitik kesilme ile
kaybederek kiiciik latent kompleks (ing. Small Latent Complex, SLC) yapisinin olugsmasini
saglar (Sekil 2.9). Bu kompleks yapida TGFB homodimer ile LAP bolgesi yer almaktadir. SLC,
latent TGFP baglayici protein (ing. Latent TGF-f Binding Protein, LTBP) ile disiilfid bag1
olusturarak LLC yapisinin ortaya ¢ikmasini gerceklestirir. LLC yapisi, ekstraseliiler matrikse
(ing. Extracellular Matrix, ECM) baglanma gerceklestirerek inaktif durumda depolama yapar.
Matriks Metalloproteinazi (ing. Matrix Metalloproteinase, MMP), integrinler gibi bilesenler
LLC yapisin1 pargalayarak TGFB homodimer yapisinin serbest kalmasini saglarlar ve
TGFPB homodimeri ilgili reseptorlerine (TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3) baglanma gergeklestirip
iletimini baslatir. TGFP aktif hale gelip ilgili reseptorlerine baglandiginda ilk olarak
TGFBR2 reseptoriine ve sonrasinda TGFBR1  reseptoriine baglanir ve fosforilasyon ile

TGFPRI reseptorii R-Smad’lara (Smad2/Smad3) sinyal iletimini gonderir.



Fosforile olan R-Smad molekiilleri TGFPBRI reseptoriinden ayrilarak CO-Smad
(Smad4) heterotrimerik yap1 olusturarak erken endozom ile birlikte birlesip ¢cekirdege transloke
olur. Cekirdekte bir arada olan Smad kompleksi transkripsiyon faktorleri (FoxH1, FAST
vb.), kromatin baglayic1 proteinlerle (p300/CBP) ve transkripsiyon ko-aktivator/ko-
reseptorlerle iletisim saglar. Ayrica c¢ekirdekteki Smad kompleksi hedef genlerin promotor
bolgelerine baglama  gerceklestirir. Baglanma durumuna gore hedef genlerin gen
aktivasyonunu veya transkripsiyon acisindan ifadesini baskilar. R-Smad ve CO-Smad
kompleksinden ayr1 olarak I[-Smad (Smad7) inhibitorii de negatif geri donilis saglayarak
TGFBR1 reseptoriiniin  kinaz aktivitesini bloke ederek ubikitin ligazlarin reseptor

degradasyonunu gerceklestirir. (Sekil 2.5) (Chung ve ark., 2021).
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Sekil 2.5: TGFP sinyal yolagi. Sekil Chung ve ark., 2021°den alinmstir.

Bozulan TGF-p sinyal yolagindaki mekanizmalar, bir¢ok patolojik durumda 6nemli roller
iistlenebilir. Enfeksiyon hastaliklari, inflamatuvar hastaliklar, fibrotik hastaliklar, anormal yara
iyilesmesi, gelisimsel bozukluk, tiimdrler gibi bir¢ok hastaligin olusmasina neden olabilir

(Deng ve ark., 2024) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Hastalik durumunda TGF-f sinyal iletimi. a) TGF-p sinyal iletiminde herhangi bir azalma ve
artis durumlarinda kardiyovaskiiler, kraniofasiyal, deri ve iskelet dokularina bagli gelisimsel bozukluk
gergeklesebilir. b) TGF- sinyalinin yetersizliginde kronik olarak yara olusumu ger¢eklesirken; fazla
TGF-B sinyal durumunda fibroblast aktivasyonu ve epitel-mezenkimal gecis (EMT)/endotel-
mezenkimal gecis (EndMT) ile ekstraseliiler matriks birikimi ile kronik yara gerceklesebilir. ¢) TGF-
sinyalinin bozulmus durumunda inflamatuar ve enfeksiyon hastaliklarina bagli olarak patojen
enfeksiyonu gercekleserek yeniden doku yapilanmasi saglanarak doku hasar1 yaratabilir. d) TGF-$3
sinyalinin anormal durumu gergeklestiginde tiimorde tiim asamalarda rol alir; proliferasyon artigi ve
apoptoz azalisiyla birlikte timorojenez (tiimor olusumu), timdr biiyiimesi, invazyon, metastaz, timor
mikrogercevesi (TME) yeniden sekillenmesi durumlari bu rollere dahildir. Sekil Deng ve ark., 2024’ten
alinmustir.

2.2.1.Gelisimsel Bozukluklarda TGF-p Sinyal iletimi

TGF-p sinyal iletiminde bir bozulma durumu gerceklestiginde bu durum embriyonik
gelisim sirasinda problemlere neden olabilir. TGF-B yolagindaki genlerde ortaya c¢ikan
mutasyonlar Loeys-Dietz sendromuna sebep olabilir. Loeys-Dietz Sendromu, kalp-damar ve
iskelet sistemi bozukluklari ile uyumludur. Ayrica, TGF-B sinyal yolaginin fazla aktivasyonu
da gelisimsel bozukluklara neden olabilir. Ornegin, Camurati-Engelmann hastali§ima
bakildiginda, TGFB1 geninin agir1 aktivite olmas1 durumunda kemik yapim-yikim dengesinde
problem yaratarak kemiklerde kalinlagsmaya sebep olur. Hem yetersiz hem de fazla TGF-B
sinyallemesi gelisimsel bozukluklarin ana temelinde yer alabilir. Diger yandan, TGF-f ya da
SMAD proteinlerinin fazla ifade edilmesi de farkli doku ve organ tiplerinde gelisimsel

bozukluklara sebep olabilir. Farelerde yapilan caligmalara gore, TGF-B ya da SMAD
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proteinlerinin agir1 sinyalizasyonunda deri, meme bezi, tiikkiiriik bezi, kemik, g6z, akciger, ve
merkezi sinir sistemi gibi farkli dokularda bozuk durumu yaratabilecegi goriilmiistiir (Deng ve

ark., 2024).
2.2.2.Yara lyilesmesindeki Bozukluklar ve Fibrotik Hastahklarda TGF-p Sinyal iletimi

TGF-P sinyal yolunun diizensizligi, yara iyilesmesi durumlarinda ve fibrotik hastaliklarin
olugsmasinda olduk¢a Onemli gorevler istlenir. Kronik yara durumunda TGF-f ve
reseptorlerinin - diisiik seviyedeki ifadesi, yara iyilesmesinin gecikmesine veya tedavi
edilememesine sebep olurken; asir1 aktif halde olan TGF-f sinyali hipertrofik skar ve keloid
olusumunda anormal doku iyilesmesine sebep olur. Bu bahsedilen durumlar, kollajen birikimi
ve fibroblast aktivitesinde artistyla uyumludur. Fibrotik hastaliklara bakildiginda ise TGF-$3
sinyalizasyonunun fazla aktivitesi birgok farkli dokuda fibrozise yol agabilmektedir. Ornegin;
akciger dokusunda idiopatik pulmoner fibrozis ve kistik fibrozis hastaliklarinda TGFB1 geninin
akciger dokusundaki alveoler epitel hiicrelerinde EMT yi tetikleyerek fibroblast aktivasyonunu
yiikseltir. Yine benzer sekilde, bobrek dokusunda glomeriilonefrit, diyabetik nefropati ve
kronik red gibi hastaliklarda artan TGFB1 gen ekspresyonu, ECM bilesenlerinin olusmasini ve
fibrozisi desteklemektedir. Karaciger dokusunda yine TGFB1 geni, hepatosit apoptozu ve
merkezi sinir sisteminde bulunan yildiz hiicrelerinin (astrosit) aktivasyonu yoluyla fibrogeneze
sebebiyet verir. Kardiyovaskiiler sistemde bakildiginda ise TGF-f, miyokard fibrozisi ve damar
sertligi gibi durumlarda fibroblastlardan myofibroblastlara doniisiimiini ve EndMT’yi

destekler (Deng ve ark., 2024).
2.2.3.inflamatuar ve Enfeksiyon Hastaliklarinda TGF-$ Sinyal Iletimi

TGF-B sinyalizasyonun bozulmasi durumunda, inflamatuar ve enfeksiydz hastaliklarin
olugmasinda 6nemli bir zemin hazirlanir. TGF-B sinyal yolagi, bagisiklik sistemi yanitlarin
baskilayarak immiinite dengesini korur; bu nedenden otiirii TGF-f eksikligi otoimmiin
hastaliklara sebep olabilir. TGFB1 geni eksik olan farelerde sistemik inflamasyon, organ
yetmezligi ve erken oliimiin gerceklestigi bilinmektedir. Otoimmiin hastaliklarda (sistemik
lupus eritematozus, skleroderma, romatoid artrit ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi) TGF-
B seviyeleri bu hastaliklarin siddetiyle baglantili olabilir; bu baglant1 bazen diisiik iiretim olarak,
bazen de cevap vermeyen bozulmus hiicresel cevap {lizerinden saglanir. TGF-f, alerjik
hastaliklarda 6rnek olarak astim, alerjik rinit, besin alerjisi, atopik dermatit, hem inflamasyonu
indiikleyebilir hem de hava yolu yeniden sekillenmesi, EMT ve ECM iiretimini tesvik ederek

patogenezde gorev alabilir. Diger inflamatuar hastaliklar olan bronsit, glomeriilonefrit, diyabet,
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Alzheimer hastaligina da TGF-p sinyal yolagi katk: saglamaktadir. Enfeksiyon hastaliklarinda
TGF-B incelendiginde, bazen koruyucu, bazen de zararli olmak iizere zit etkiler
gosterebilmektedir. Baz1 viral ve bakteriyel enfeksiyon durumlarinda TGF-B, bagisiklik
sistemini dengede tutarak doku hasarini onlemeye yardimci olurken; bazi durumlarda ise
immiin  sistemin  baskilanmasin1  gerceklestirerek  patojenlerin  etrafa  yayilimini
kolaylastirmaktadir. Ozellikle HIV, HCV, HTLV-I, Zika ve Rubella gibi viriis tiirlerinde TGF-
B, bagisiklik sisteminde yanit1 baskilayarak olusan enfeksiyonun ilerlemesine yardimci olur.
Ayrica bazi paraziter enfeksiyonlar olan Toxoplasma, Leishmania, Plasmodium vb. gibi
durumlarda TGF-f, immiinsiipresif yanitlarinda artis gergeklestirerek parazitin konak hiicre
icinde hayatta kalmasini saglar. Bu nedenden o6tiirli, TGF-P sinyalizasyonu hem inflamatuar
durumlarda hem de enfeksiyon tiirii hastaliklarin yanitlarinin olugsmasinda 6énemli bir gérev

istlenmektedir (Deng ve ark., 2024).
2.2.4.Tiimér Olusumunda TGF-p Sinyal Iletimi

TGF-B sinyal iletimi; timor olusumu, ilerlemesinde olduk¢a 6nemli ve karmasiktir (Deng
ve ark., 2024). Bu sinyal yolu, hastaligin erken evrelerinde tiimor baskilayici rol alirken;
hastaligin ilerleyen evrelerinde ise tiimor destekleyici bir rol almaktadir (Xie ve ark., 2018)
(Sekil 2.7). Yapilan hayvan modelleri ve klinik ¢alismalar neticesinde, TGF-f ve 6zellikle
TGFp1 geninin farkli doku tiplerinde timor gelisimini baskin duruma getirdigini géstermistir.
Bu baskilayici etki birgok molekiiler mekanizma ile (hiicre dongiisiinii durdurma, apoptozu
indiikleme, prematiir hiicre yaslanmasi (senesens), genomik stabiliteyi koruma ve asir1

inflamasyonu baskilama) saglanmaktadir.

TGFp1 geninin ifadesi ve reseptorleri olan TGFBRI ve TGFBRII basta meme dokusu
epiteli olmak tizere farkl tip dokularda kanserojenlere karsi koruma gergeklestirmektedirler.
Fakat, TGF-f sinyal bilesenlerinde mutasyonlardan kaynakli meydana gelen kayiplar —o6rnek
olarak TGFBR veya SMAD mutasyonlari— bir¢ok farkli kalitsal kanser sendromunda ve solid
tiimorde kanser olusumuna yatkinlik gostermektedir. TGFB1 geninin bu kanserojenlere olan
bu koruyucu etkileri, proliferasyonu smirli duruma getirerek transformasyon olasiligini

azaltmaktadir.

Ileri evre tiimdér durumlarinda ise TGF-B sinyalizasyonu yon degistirerek apoptoz
indiiklenerek invazyon ve metastaz durumu gerceklesir. TGF-, 6zellikle EMT’yi baskilayarak,

hiicrelerin adezyon ve invaziv 6zelliklerini arttirmaktadir. Ayrica TGF-f3 sinyalizasyonu, pro-
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invaziv ve pro-metastatik etkenlerin iiretiminde artis gergeklestirerek tiimor hiicrelerinin

cevresel destek ile birlikte biiylimesini kolaylagtirmaktadir.

TGF-B sinyalizasyonu, TME’de 6nemli bir yeniden sekillenme gerceklestirir. TGF-p3,
saglikli fibroblastlarin kanserle iliski gosteren fibroblastlara (CAF) doniisiimiinii saglarken, bu
hiicrelerden salinan TGF-f, VEGF, HGF ve diger biiyiime faktorleriyle tiimdr olusumunu
saglar. Endotelyal hiicrelerde EndMT’yi uyararak anjiyogenez ve damar gegirgenliginde artis
gerceklestirir. Tiim bu siirecler hem tiimoriin beslenmesi i¢in uygun ortam saglar hem de

metastaza istenilen ortam olusturur.

TGF-B, bagisiklik sisteminde de tlimore karsi olan tepkiyi indiikleyerek immiin kagisa
ortam hazirlar. Onemli bagisiklik hiicreleri olan Sitotoksik T hiicreleri (CTL), NK hiicreleri,
makrofajlar ve notrofillerin tlimdre karsi olan iliskisinde azalma olurken; Treg hiicre aktivitesi

artis saglanir.

Sonug olarak, TGF-B/SMAD sinyal yolu iizerinde, 6zellikle TGF-B1 geninin , hem hiicre
ici hem de hiicre dis1 diizeyde c¢ok sayida molekiiler mekanizmay1 diizenleyen rolii

bulunmaktadir. (Deng ve ark., 2024).

Normal Hiicre L. EMT
Doku Bilyiimesi Karsinojenez - o =P  Metastaz
Erken evre Geg evre

Sekil 2.7: TGF-p sinyal yolaginin kanser iizerindeki etkisi. Sekil Xie ve ark., 2018’den alinmistir.
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2.3. TGFB1 GENININ MOLEKULER MEKANIZMASI VE HASTALIK ILISKISI

Dontistiiriici Bliytime Faktorii 1 (TGFB1), TGF beta siiper ailesinin bir iiyesi olup ayni
zamanda CED, LAP, DPDI1, TGFpB, IBDIMDE, TGF-beta, TGF-beta 1 olarak da farkli
adlandirmalarla goriilmektedir (Vitiello ve ark., 2021). TGFB1, kromozom {iizerinde 19q13.2
lokalizasyonunda yer almaktadir (Chen ve ark., 2024) ( Sekil 2.8).

(a) 19913.2 (b) Straightjacket domain Arm domain
(30-74) (75:211)
Che 19
« w4 39 4 ERIECREEE
2 g 48 % 2 338 8 8% 8] 8 4 % 8 8§ % 0
- a8 & & & & L L] [ ] L] g v g T v L l
- X — — . 1
390
|
! 1 ] I | m
Apklama:  |Heliks | Donig| Betaipligi | Bu bilge igin PDB yapist biliniyor Bowtie kuyruk (226-252)

AlphaFold: AF-P01137-F1-v4
UniProt: AOA499FJK2

TGFBI, Golgi aygit, bazal cisimcik ve sitozolde tespit edilmistir;

ayrica salinan bir protein oldugu tahmin edilmektedir.
y F b W Cokyiiksek (pLDDT>90) ' Yiiksek (%0 > pLDDT > 70)
Tespit edilemeyen tiim hiicresel bilmeler

Diigik (70 > pLDDT >50) M Cok diigik (pLDDT < 50)

Sekil 2.8: TGFB1 geninin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri. (a) TGFB1 geninin kromozom {izerindeki
konumu ile genin ikincil yapisi. (b) TGFB1 protein yapisinda bulunan fonksiyonel domainler (c) TGFB1
gen lirlinlinlin hiicre igindeki lokalizasyonu (d) TGFB1 proteininin ¢dziilmiis ii¢ boyutlu (3B) yapisi.
Sekil, Chen ve ark. (2024), The Human Protein Atlas (2025) ve AlphaFold (2025) verilerinden
yararlanilarak hazirlanmisgtir.

TGFB1 geni, bir¢ok biyolojik rolde (hiicre sag kalimi diizenleme, proliferasyon,
farklilagsma, biiyiime, apoptoz vs.) yer almaktadir ve Ensembl veritabaninda bilinen {i¢
bulunmaktadir (Tablo 2.1). Ayni1 zamanda Interferon-gamma ve Timor Nekroz Faktori-o
(TNF-a) gibi biiyiime faktorlerininde ekspresyonunu ve aktivite durumunu diizenlemektedir
ve sentezlenmesi hem saglikli epitelyal hiicrelerden hem de timdr hiicrelerinden
gerceklesmektedir (Kim ve ark., 2018; Vitiello ve ark., 2021; Chen ve ark., 2024; Pal ve ark.,
2024; NCBI, 2024; Ensembl, 2024).
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Tablo 2.1: TGFB1 geninin transkriptleri. Tablo bilgileri NCBI, 2024; Ensembl, 2024’den uyarlanmustir.

. Baz uzunlugu Amino asit Ekzon
Ensemble ID isim g uzunlugu Biyotip
(bp) (aa) sayis1
*ENST00000221930.6 | TGFB1-201 2780 390 Kodlayan protein 7
ENST00000600196.2 | TGFB1-204 1250 370 Kodlayan protein 6
ENST00000677934.1 | TGFB1-205 1084 306 Kodlayan protein 5

*: kanonik transkript

TGFp1 proteinin yapisi; N-terminal (1-29), straightjacket domain (30-74), arm domain
(75-271) ve bowtie tail (226-252), LAP (246-248), C-terminal (246-390) olarak alt1 bolge ve
bir “hiicre baglanma yeri” (cell attachment site) motifinden olustugu bilinmektedir.
Straightjacket ve arm kisimlari, TGFB1 proteinin monomerlerini sararak Lys-56 ile Tyr-
103/Tyr-104 arasindaki siki baglarla birbirlerine baglanmay1 gerceklestirir. Hiicre baglanma
yeri motifi, TGFB1 geninin arm domainin ve bowtie tail kisminda yer alan ve integrin
homodimerlerle baglanma gerceklestiren bolgedir. Bu integrin homodimerlerin baglanmasi,
bowtie tail kisiminda farkli yapisal bi¢imde sabitlenmeyi gerceklestirerek TGF(1 geninin
aktivasyonunda rol alirlar. Bu aktivasyon hiicre iskeletinde bulunan aktin filamentler sayesinde
mekanik bir kuvvet uygulanarak gerceklesir. Bu mekanik kuvvet ile LTBP1, LRRC32 (GARP)
ve/veya LRR33 (NRROS) gibi ortamda bulunan molekiillerin direnci ile karsilasarak TGFB1
genine bagli olan prodomain seklinin degismesine ve bu degisim sonucunda aktif hale gelen

TGFP1’in salinmasinin gergeklesmesini saglarlar (Shi et al., 2011;UniProt, 2024).
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A TGF-B1 énciil (precursor)
'sP| prodomain (LAP)

B TGF-BI kiigiik latent kompleks (SLC)

7~

TGFB1

LAP (mature)

C TGF-B1 biiyiik latent kompleks (LLC)
F LTBP-1

23 |

TGFB1
(mature)

Sekil 2.9: TGFB1 LAP yapisinin olusumu. A) TGFB1 SP (sinyal peptidi), LAP ve mature (6nciil)
yapisindan olusan 6nciil yapisi. B) TGFB1 SLC yapisi. C) TGFB1 LLC yapist. 1,2,3 numarali bolgelerin
literatiirde LLC yapisinin birlestirilmesinde ve stabilitesinde gorev aldig1 gosterilmistir. Sekil Walton
ve ark., 2017’den alinmustir.

2.4. KISISELLESTIRILMIS TIP

Kisisellestirilmis tip, bireyin bir¢ok profiline dayali (genomik, epigenomik, proteomik
vs.) ve klinik bilgiler neticesinde kisiye 6zgii tedavi gelistirme stratejilerine yonelik bir kavrami
ifade etmektedir. Kisisellestirilmis tip, giinlimiizde tip ve saglik branglarinda oldukc¢a 6nemli
bir konu olmakla beraber geleneksel olan tip anlayisina kiyasla daha dogru ve gilivenilir tahmin
sonuclar1 hedefleyebilmektedir (Mathur ve Sutton, 2017) (Sekil 2.10). Kanser ve diyabet
hastaliklarinda kisisellestirilmis tip daha c¢ok hastaligin ilerlemesini engelleyici bir tedavi
secenegi olarak kullanilmaktadir. Bu kullannmin yami sira saglikli bireylerinde risk

siiflandirmasi amagh kullanilabilir (Tsuchida ve ark., 2019).

Su anki ylizyilda kisisellestirilmis tedavinin vizyonu tamamen ‘dogru hastaya dogru vakitte
dogru tedavinin dogru dozda’ uygulanmasini gergeklestirmektir. Bu dogrulugun saglanmasi
i¢in en uygun hedefe yonelik terapétik iiriinlerin olusturulmasi gerekir. ABD Gida ve Ilag
Idaresi (ing. U.S. Food and Drug Administration, FDA) bu dogru iiriinlerin olusturulmasinda
oldukc¢a 6nemli bir kurulus olup amaglar1 tedavi ve dnlemeyi dogru hedeflerle dogru hastalara

uygulayarak riskleri diisiik seviyelere getirmektir.
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Kisisellestirilmis tip, dogru bir tedavi anlayis1 olmakla birlikte, gelistirilmesi agisindan
birtakim engeller icermektedir. Bunlar arasinda bazi hastaliklarin molekiiler diizeydeki
mekanizmalarinin tam anlasilamamasindan dogan eksikliklerden dolay1 dogru biyobelirte¢in
belirlenememesi, maliyetin uyguna disiiriilmesi i¢in olusturulmak istenen teknoloji ve
operasyonel sistemlerin belirlenmesinden dogan ekonomik sorunlar, arastirma alaninda bazi

o0zel bilgilerin korunma altina alinmas gibi engeller yer almaktadir.

Zamanla DNA dizileme i¢in ihtiya¢ duyulan maliyet ve siire biiyiik bir hizla azalmaya
devam ederken, bu siire zarfinda hastaliklarda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek
mutasyonlarda kesfedilmektedir ve boylece kisisel tip daha 6nemli hale gelmektedir (Yates ve

Sternberg, 2013Db).

Standart Tip ve Kisisellestirilmis Tip

Standart Tip

Dedigken
Gegitli Hasta Popiilasyonu Hasta Yanitlar
o200 Etki
Hasta Popiilasyonu Tedavi -
&
ki
® o0 0 Etki yok
- lod =5 2 e -
(3
-m
Kargit etki
Kigisellegtirilmis Tip
Hasta Ozellestirilmis Hedef
Hasta Fenotipleme Kumilenmesi Tedaviler yaniti

Poplilasyonu

00
MMM — - Hormon Terapisi n

Genetik&
Epigenetik

g

&

x : o Etki
“ Transkriptomik mmm Kemoterapi — o

&  Proteomik

—+ Y Radyoterapi -~

Sekil 2.10: Standart Tip ile Kisisellestirilmis Tip arasindaki tedavi farklari. Sekil BioRender
kullanilarak olusturulmustur (bkz. https://www.biorender.com/). Sekil Mathur ve Sutton, 2017’den
uyarlanmuigtir.

Insan Genom Projesinin 2003 yilinda tamamlanmasiyla bitlikte kanser alaninda yeni bir
donem basladi. Bu proje ile olusturulmus olan referans genom ile kanser patogenezinde
ilerlemeler saglanmistir (Mathur ve Sutton, 2017). 2006 yilinda ticari olarak kullanilmaya

baslanan Yeni Nesil Dizileme (ing. Next-Generation Sequencing, NGS)’nin gelisimi ile de
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tiimor DNA’sinin daha hizli ve etkili bir sekilde dizilimleri gergeklestirilerek “Genomik bir
donem” baslamis oldu. Boylelikle Yeni Nesil Dizileme ile kisisellestirilmis tip alaninda

ilerlemeler saglanmis oldu (Morganti ve ark., 2019).
2.5. ACMG/AMP Kriterleri

Son yillarda yeni nesil dizileme teknolojilerinin ilerlemesi ile genetik testler gitgide
artmaktadir. Artmakta olan bu genetik testler zamanla karmasiga neden olmaktadir. Bu
nedenden Otiiri bu testlerdeki gen dizisi varyantlarinin yorumlanmasi gittikce zorluk
yaratmaktadir. Bu zorluk neticesinde, 2013 yilinda Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik
Koleji (ing. American College of Medical Genetics and Genomics, ACMG), Molekiiler
Patoloji Dernegi (ing. Association for Molecular Pathology, AMP) ve Amerikan Patologlar
Koleji (ing. College of American Pathologists, CAP) temsilcileri ile olusturulan bir
calisma grubu toplanmistir ve bu calisma grubu sonucunda bu paydaslarin (ACMG, AMP,
CAP) fikirleri almarak bir rapor hazirlanmistir. Bu rapordaki fikir ve gorisler klinik
laboratuvarinda ¢alisilan tim testler (tek gen analizi, genotipleme, ekzom, genom, gen

panelleri) kapsamaktadir.

Bu calisma raporunda, Mendel kalitimi sergileyen hastaliklarda gdzlemlenen genetik

varyantlarin tasnifi i¢in standart kullanilacak kavramlarin uygulanmasi teklif edilmistir:

¢ Patojenik (ing. Pathogenic)

* Muhtemelen patojenik (ing. Likely Pathogenic)

e Klinik anlami belirsiz/ Klinik anlami belirsiz varyant (ing. Variant of Untercain
Significance, VUS)

* Muhtemelen iyi huylu (ing. Likely Benign)

e lyi huylu/zararsiz (ing. Benign)

Genetik testlerin analiz ve yorumlama kismi, belirli kriterler altinda incelenir ve
patojenik/zararsiz kriterler temelinde tasnifi yapilir.

1) Cok Giiclii Patojenite Kaniti
PVS: Cok Giiglii Patojenite (ing. Pathogenic Very Strong)
PVSI1: Null varyantlar (nonsence, splice konumundaki farkliliklar) gendeki
fonksiyonu bozabilir ancak patojenik denilmeden dnce varyantin lokalizasyonu ve

hastaligin mekanizmasi degerlendirilmelidir.
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2) Patojenik Yansimanin Giiclii Kanitlar

PS: Gii¢lii Patojenite (ing. Pathogenic Strong)

PS1: Farkli niikleotid degisikleri ayn1 amino asit degisikligi yapabilir. Bu durum
patojenik olarak degerlendirilmelidir fakat DNA seviyesindeki etkiler de dikkate

alinmalidir.
PS2: Aile 6ykiisii olmadigi halde bir bireyde hastaligin goriilmesi.

PS3: Fonksiyonel ¢alismalar dogrultusunda gene veya genin herhangi bir materyaline

zarar veren etkileri olan in vitro ya da in vivo durumlar.

PS4: Bir genetik varyantin saglikli bireylere gore hasta bireylerde daha sik goriilmesi

o varyantin o hastalik lizerindeki patojeniteyi arttirmas.

3) Patojenik Yansimanin Orta Seviye Kanitlari
PM: Orta Seviye Patojenite (ing. Pathogenic Moderate)
PM1: Hot-spot (mutasyonlarin daha aktif oldugu bolge) noktalardaki mutasyonlar.
PM2: Bir genetik varyantin Ekzon Sekans Projesi, 1000 Genom veya ExAC gibi bilinen
biiyiik projeler icerisinde yer almamasi.
PM3: Resesif hastalik durumlarinda, trans konumda bir genetik varyantin tespit edilmesi.
PM4: Cergeve i¢i delesyon ya da insersiyonla ilgili proteinin boyunda kisalma goriilmesi.
PMS5: Patojenik kabul edilen missense varyantin yine ayni amino asit kalintisinda farkl
missense goriilmesi. Splice bolgesinde olup olmadigina dikkat edilmelidir.
PM6: Aile oykiisii olmadan de novo kabul gormesi.
4) Patojeniteyi Giiclendiren Kamtlar
PP: Patojenite Destekleyici (ing. Pathogenic Supporting)
PP1: Ailede ¢ok sayida hastalik yapici oldugu bilinen bir genin goriilmesi.
PP2: Missense olan varyantin iyi huylu olmayip gende degisiklik yapmasi.
PP3: Birgok in siliko (hesaplamali) aracin patojenik olarak gostermesi.
PP4: Hastanin fenotipi belirli bir genetik hastalig1 gostermesi.
PP5: Varyant patojenik kabul gdrmiistiir fakat laboratuvarda bagimsiz degerlendirme

i¢in tam kanit durumunun olmamas.

5) lyi Huylu Yansimanin Bagimsiz Kamiti

BA: Bagimsiz Olarak Iyi Huylu (ing. Benign Stand-Alone)
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BA1: Ekzon Sekans Projesi, 1000 Genom veya ExAC gibi biiyiik projelerde yer alan

mindr alel frekans1 %5°1n tizerindedir.

6) Iyi Huylu Yansimanin Gii¢lii Kamiti
BS: Iyi Huylu Destekleyici (ing. Benign Supporting)
BS1: Allel frekansi (popiilasyonda varyantin goriilme sikligi) eger hastalik durumu igin
beklenen olasiliktan fazlaysa.
BS2: Eger hastalik resesif, dominant, X e bagli ve saglikli yetiskin bireyde goriiliiyorsa.
BS3: Giivenilir 1slak laboratuvar g¢alismalarmin sonucunda ilgili varyantin protein
islevinde veya RNA islenmesi siirecine zararli etki etmiyorsa.

BS4: Aile i¢inde, hastalik durumu olan kisilerde ilgili varyant gériilmemisse.

7) Iyi Huylu Yansimay: Destekleyen Kanitlar
BP: Iyi Huylu Patojenik (ing. Benign Pathogenic)
BPI1: llgili hastalikta sadece protein kesilmesine neden olan varyant goriilmesi
beklenirken missense varyant goriilmesi.
BP2: Dominant (baskin) bir hastalik durumunda patojenik varyantla frans ya da cis
konumunda bulunulmasi.
BP3: Herhangi bir fonksiyonu olmayan konumda ve tekrar eden bolgede cerceve ici
delesyon/insersiyon goriilmesi.
BP4: Birden ¢ok bilgisayar analiz yontemlerinin farkli agilardan (korunum, evrimsel
analiz, splicing etkisi gibi) zararsiz olarak sonug ¢ikarmasi.
BP5: Hastaliga sahip olan bireyin, hastalig1 lizerinde baska bir molekiiler mekanizma
bulunmussa.
BP6: Laboratuvar ilgili varyantin analizini yapamiyor fakat giivenilir kaynakta o
varyant zararsiz olarak kabul edildiyse.
BP7: Synonymous bir varyant olup splice bélgesinde degisiklik yapmayip ilgili
niikleotid olduk¢a korunmus bolgedeyse.

Bu c¢alisma raporunda belirtilen klinik genetik testlerinden olusan analiz ve yorumlama
sertifikali klinik molekiiler genetik¢i, molekiiler genetik patolog veya ayni esdeger bir uzman

tarafindan analiz edilmesi tavsiye edilmektedir (Richards ve ark., 2015).

20



“in  silico” kavrami, “in vivo” (canli ortamda) ve “in vitro” (laboratuvar
ortaminda) terimlerinden olusarak tiiremistir ve kelime anlami genel olarak bilgisayar
simiilasyonlar1 olarak ifade edilir. In siliko, 1slak laboratuvar ortaminin disinda sanal ortamda

yapilan deney anlamina gelmektedir.

Genomik caligmalar neticesinde c¢ikan birgok varyantin klinik olarak Onemi hala
bilinmemekte ve biyoloji alaninda kullanilan in siliko araglar bu tiir varyantlar1 karakterize
etmekte yardime1 olmaktadir. In siliko araclar tek baslarma bir varyant1 siniflandirmada tercih
edilmemelidir ¢linkii bir varyantin hastalik edici oldugu karar1 sadece in siliko tahmin aracinin
verdigi sonuca bagl degildir. Bu asamada verilen yanlis bir karar hastanin ve ailesinin alacagi

tedavi siirecini etkileyebilmektedir (Giorgi ve ark., 2022).
2.6. BIYOINFORMATIK ANALIZ

Molekiiler biyoloji dalindaki gelismeler sonucu olusan teknikler zamanla erisilebilir
hale gelmistir. Bu gelismeler neticesinde genetik hastaliklar, DNA/RNA sekanslamasi
ile ortaya ¢ikabilmektedir. Gen sekanslama calismalar1 zamanlan biiyiik verilere ulastikca
yorumlanmalari, analiz edilmeleri uzmanlik derecesinin yani sira hesaplama bilgisi ve giicii

gerektirmistir.

Yapilan bu  genomik  ¢alismalar, hastaliklarin =~ molekiiler  diizeydeki
mekanizmalarin1 anlamamiza yardimci olmaktadir. Ayrica bu DNA dizilemesindeki genomik
caligmalar ilerledikce hastanin klinik acgidan  kararlarimi  da biiylik bir dlgiide
etkileyebilmektedir. Gitgide artan bu DNA dizilerinin verilerin i¢inde kanserle ilgili molekiiler
diizeyde gerceklesen degisikliklerde yer almaktadir. Bu veriler ClinVar, UniProt gibi

veri tabanlarinda depolanarak 6nemli bir referans olarak kullanilmaktadir.

Genomik ¢aligmalar sonrasinda elde edilen varyantlarin tasnif edilmesi oldukga hassas bir
stirectir ve giiclii kanitlar gerektirir. Bu amag neticesinde kabul gérmiis ACMG/AMP kriterleri
kullanilmaktadir. Varyantlarin patojenik ya da iyi huylu olarak degerlendirilmeleri i¢in yapilan
dizilemenin kalitesi, popiilasyondaki goriilme sikligi, klinik bilgileri, hastalifin biyolojik
bilgisi, varyantin gendeki lokalizasyonu, varyantin tlirli, varyantin smiflandirmada

kullanacagi aracin varyantin tipine uygunlugu oldukca énemlidir (Gargia ve ark., 2022).

2.6.1. Veri Tabanlar
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ClinVar, insan genetik varyantlar1 ile bu varyantlarin genetik hastaliklarla iligkisine dair
yorumlar1 yer alan ABD Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (ing. National Center for

Biotechnology Information, NCBI) tarafindan yiiriitiilmekte olan veritabanidir.

ClinVar veri tabaninda; tek niikleotid polimorfizmleri (ing. Single nucleotide
polymorphism, SNP), kisa eklemeler/silmeler (indel) ve kopya sayisi varyantlar1 (ing. Copy
number variation, CNV) gibi genetik varyantlar i¢ermektedir. Bu varyantlar, ClinVar
veritabaninda genomdaki lokalizasyonu, dizisi ve referans genom baz alinarak
tanimlanmaktadir.

ClinVar veri tabanina eklenen her varyant, fenotip agisindan klinik iligkisi belirtilerek
yiiklenmektedir. Bu veriler, belirli kanitlara dayanmaktadir. Kanitlar; literatiir bilgileri, in vitro
deneysel veriler, popiilasyonda goriilen siklik bilgisi ve klinik ortamda gézlemlenen bulgular
gibi unsurlar1 igermektedir. Varyantlar, bu kanitlara dayanarak degerlendirilip ClinVar veri

tabanina eklenir (Xiao ve ark., 2021).

Evrensel Protein Kaynagi (UniProt), protein dizilerini, yapilarini i¢ ve fonksiyonlarimi
igeren ve licretsiz bir sekilde erisim sunan bir veri tabanidir. Bu veri tabaninin is birlikleri
icerisinde Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii (EBI), Protein Bilgi Kaynag1 (PIR) ve Isvigre
Biyoinformatik Enstitiisii (SBI) yer almaktadir (Uniprot Consortium, 2008).

UniProt veritabanina in vitro ¢alismalar ve literatiir bilgileri baz alinarak veriler

ylklenmektedir. Eger gézden gegirilmeyen bir veri oldugunda makine 6grenimi teknikleri

kullanarak veritabanina yiiklenmektedir.

Bu veritabani igerisinde proteinlerin yapilari, islevleri, aktif bolgeleri, ligand baglanma

bolgeleri, post-translasyonel modifikasyonlar1 yer almaktadir.

2022 yilinda DeepMind tarafindan makine 6grenimi teknigi kullanilarak olusturulan
AlphaFold veri tabanindan da alinan proteinlerin yapisal bilgileri UniProt veritabanina
eklenmistir. AlphaFold veri tabani bir protein amino asit dizisinden 3B tahmin goriintiisii

cikarmaktadir (Uniprot Consortium, 2023).

Tablo 2.2: ClinVar, UniProt veri tabanlar1 6zellikleri
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Veri Tabani Ozellik URL Kaynak

Insan genetik
varyantlart ile bu
varyantlarin genetik
ClinVar hastaliklarla https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ Xiao ve ark., 2021
iligkisine dair
yorumlar yer alan
veri tabanidir.

Proten dizilerini,
. yapilarini, ) . Uniprot
UniProt fonksiyonlarmi https://www.uniprot.org/ Consortium, 2008

iceren veri tabanidir.

2.6.2. Insiliko Araclar ile Patojenite Tahmini

SIFT (ing. Sorting Intolerant From Tolerant), SIFT, bir proteinin amino asit
dizilerinin zararlt olup olmadigini tahmin ederek varyantlar ve bu varyatlarin fenotipe olan
iliskisini tahmin eden bir in siliko aracidir. SIFT, genellikle varyantlar arasinda non-sinonim

(nonsence, missense) varyantlari tahmin etmeye calismaktadir.

Proteinde amino asit degisikligi oldugunda bu degisim protein yapisinda tolere edilebilir
ya da tam tersi tolere edilemeyebilir. SIFT yazilim araci tahmin sonuglarini toleransli veya
zararli olarak sunmaktadir. SIFT her bir SNP’ye ait bir rs numarasi vererek skor yaratmaktadir.
Bu SIFT skorlarina gore <0.05 degerinde ise amino asit degisimi i¢in “Damaging”, > 0.05
degerine ise amino asit degisimi ic¢in “Tolerated” olarak sonu¢ ¢ikarilir. Bu
SIFT algoritmasinin temelinde, homolog dizilerin protein lokalizasyonu ve amino asit

degisimi sonucundaki durumu dikkate almaktadir.

SIFT 4G ise , yeni ¢ikan bir siiriim olarak daha hizli ve daha ¢ok organizma i¢in tahmin
yapmaya yarayan SIFT in siliko aracinin versiyonudur. (Ng ve Henikoff, 2001; Ng ve
Henikoff, 2003; Vaser ve ark., 2016).

PROVEAN (ing. Protein Variation Effect Analyzer), proteinler {izerindeki amino asit
degisimlerinin veya indel tiirli varyantlar1 tahmin etmeye yarayan in siliko aracidir. Sonuglar
PROVEAN aracinin skoruna gore degismekte olup esik deger -2.5’tir. Skor < -2.5 ise amino
asit degisimi ic¢in “Deleterious” , >-2.5 ise “Neutral” olarak sonu¢ vererek tahmin

olusturmaktadir (Choi ve Chan, 2015).
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PolyPhen-2 (ing. Polymorphism Phenotyping v2), yapisal degerlendirmeleri baz
alarak amino asit degisimlerinin protein yapisi lizerinde kararliligini ve fonksiyonu tizerindeki

etkisini tahmin etmeye yarayan in siliko aracidir.

Calisgma mekanizmasina bakildiginda ilk olarak SNP’leri kodlayan genlerin
transkriplerinin haritalanmas1 ve sonrasindailgili protein dizisinin yapisal durumunu
aciklayarak koruma profilleri olusturur ve bir sonug¢ ¢ikartir. PolyPhen, PSIC skoru farkina
(A) dayanarak sonug¢ vermektedir. Pozisyona Ozgii Bagimsiz Sayilar (ing. Position-Specific
Independent Counts, PSIC) skoru, amino asit degisikligi sonucunda protein iizerindeki etkisini
Olger ve algoritmanin kendi yaptigi i¢ hesaplamadir. PSIC skoruna bagli olarak “Benign”,

9% ¢¢

“Possibly Damaging”, “Probably Damaging” sonucu vermektedir.

PolyPhen-2 iki farkli tahmin model icermektedir: HumDiv, HumVar. HumDiv, mendel
hastaliklarina sebebiyet veren zararli olan veya zararli olmayan alellere ait veriler
bulunmaktadir. HumVar, tiim insan hastaliklarina sebebiyet veren zararl ve zararli olmayan

alellere ait veriler bulunmaktadir (Adzhubei ve ark., 2013).

Fathmm-XP (ing. Functional Analysis through Hidden Markov Models eXtended
Prediction), SNP iizerinde yiiksek dogruluk iceren tahminler olusturan bir in siliko
aracidir. Her bir tahminine bir p-skoru atayarak yorumlama analiz kisimlarinda yiiksek
giivenlik saglanir. Bu in siliko aracinda esik deger 0.5 olarak kabul edilmektedir. Eger sonug >

0.5 ise “Pathogenic”, <0.5 ise “Benign” olarak sonu¢ vermektedir (Rogers ve ark., 2018).

SNP&GO (ing. Single Nucleotide Polymorphism&Gene Ontology), SNP {izerinde tahmin
yapan ve hastaliklarla olan iliskiyi tahmin etmeye yarayan bir in siliko aracidir. UniProt/Swiss-
Prot kodu ve amino asit degisimini igeren bilgiler girilerek bir skor olusturulur. Bu skora gore
< 0.5 oldugunda “Benign”, >0.5 oldugunda ise ‘“Pathogenic” sonucu tahmin edilmektedir

(Capriotti ve ark., 2017).
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Tablo 2.3: in siliko analiz araglarinin temel isleyis prensipleri

. i Varsayilan Esik Baz Alinan
Tip Metod Ismi Giris Ozellikleri Kaynak
Deger Esik Deger
Ng, P. C.&
Henikoff, S.
(2003).
- 0.05 > Tolerated .
Homoloji SIFT oklu dizi <0.001 | Katsonis, P,
hizalamasi 0.05 < Damaging Wilhelm, K,
Williams, A.,&
Lichtarge, O.
(2022).
Choi, Y., &
Chan, A. P.
(2015).
P -2.5 < Deleterious .
Homoloji | PROVEAN E."kl“ dig <424 | Katsonis, P.,
izalamast -2.5 > Neutral Wilherm, K,
Williams, A., &
Lichtarge, O.
(2022).
PSIC S(lzo)r Farki Adzhubei ve
ark. (2013).
Coklu r ~]l): ];Obi]bly Katsonis, P.,
Ozellik PolyPhen-2 Yapi ve dizi bazli amaging 1 Wilhelm, K.,
~0.5: Possibly Williams, A., &
Damaging Lichtarge, O.
~0 : Benign (2022).
Katsonis, P.,
n Wilherm, K.,
Coklu | FATHMM. | 31 ollik grubu 0.5 Pathogense Williams, A., &
Ozellik XF (evrimsel korunum, 0.5< Benign >0.81 Lichtarge, O.
¢ epigenomik vb.) (2022).
Fathmm-xf web
sitesi
Capriotti ve
Mutasyonlara 6zgii ark., (2017).
olan 50 &zellik (dizi 0.5 > Path . K b
; .5 > Pathogenic atsonis, P.,
Coklu sNp&Go | Profili, PANTHER 8 >086 | Wilhelm K
Ozellik analiz veri ¢iktis1 ve 0.5 < Benign tihelm, K.,
GO (Gen Ontolojisi) Williams, A., &
smiflandirilmasi) Lichtarge, O.

(2022).
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2.7. CONSURF ANALIZI

ConSurf, yaygin olarak kullanilan, homolog diziler arasinda amino/niikleik asit degisimleri
sonucundaki evrimsel durumu degerlendirerek makromolekiildeki islevsel bolgeleri meydana
¢ikaran bir tahmin aracidir. ConSurf haritalama analiz aracinda, ¢oklu dizilim hizalamasi ve
filogenetik agac adimlar1 gergeklestirilerek ilgili genin her bir amino asit rezidiilerinin evrimsel

korunma skoru (1 en az, 9 en ¢cok korunmus) hesaplanmaktadir (Sekil 2.11).

BW: 3 4 5 ¢« 70
Degisken Ortalama Korunmus

Yetersiz veri

Sekil 2.11: ConSurf Analizinde Evrimsel Korunmusluk Seviyesi. Sekil ConSurf, 2024’den alinmigtir.

Sorgu dizilerindeki evrimlesmeye daha az duyarli olan bolgeler islevsel agidan daha
onemlidirler ve bundan dolay1 ConSurf ile analiz gerceklestirilmesi, makromolekiillerdeki bu

sorgu dizilerinin 6nemli bolgelerinin belirlenmesini saglamaktadir.

Bu analiz, yapisi bilinen makromolekiiller i¢in gecerli olmaktadir. Ciinkii yapis1 bilinen
bir makromolekiiliin evrimlesmis ve evrimlesmemis bdolgelerini ayirt etmesi, ana yapiya

bakilarak belirlenebilmektedir.

Fakat sorgu dizisinin yapisi bilinmediginde de, makromolekiiller i¢inde her pozisyon i¢in
gomiilii/acikta olmasina bakilarak tahmin sunulmaktadir; bu, ConSeq modu olarak

isimlendirilmektedir.

ConSurf analizinin en biiylik avantaji, homolog diziler arasindaki filogenetik durumlar

ve sorgusu gerceklestirilen dizilerin 6zgiil dinamigi baz alinarak, iist diizey tahminsel evrimsel
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model kullanilarak tahmin edilmesinin ger¢eklestirilmesidir (Tablo 2.4) (Ashkenazy ve ark.,

2016; ConSurf, 2024).

Tablo 2.4: ConSurf analizinin adimlar1. Tablo bilgileri ConSurf web sitesinden alinmistir.

Adim No islem

1 PDB ya da UniProt dosyasindan sekansin ¢ikarilmasi

2 Dizilerin homologlarinin bulunmasi

3 Tekrarlayan ve analize uygun olmayan dizilerin
ayiklanmasi

4 Dizilerin hizalanmasi

5 En olmas1t muhtemel evrimsel modelin se¢ilmesi

6 Evrimsel korunmusluk skorlarinin hesaplanmasi

7 Evrimsel korunmusluk skorlarinin  molekiil {izerine
yerlestirilmesi

2.8. ERIS ANALIZI

Hastaliga neden olan varyantlara bakildiginda, birgogunun katlanma serbest enerji farki
(AGY) olarak bilinen protein termodinamik stabilitesini degistirdigi goriilmiistiir. Mutant ve
vahsi tip proteinler arasindaki AG farkinin (AAGY) in vitro olarak belirlenmesi, sorgulanan

protein varyantlarinin karakter siniflandirilmasinda olduk¢a 6nemlidir.

Birgok patojenik varyantta, destabiliteye yol acan mutasyonlar fonksiyon kaybina
sebebiyet verebilirken; stabilitedeki daha diisiik diizeydeki farkliliklar, protein yapisinda
baglanma afinitesinde degisikliklere neden olabilmektedir. Protein stabilite analizi, hassas tip
uygulamalar1 agisindan da oldukc¢a degerli bir bilgi sunmaktadir. /n vitro veriler temel alinarak
gelistirilen ve mutasyon kaynakli AAG degerlerini yiiksek dogrulukla tahmin edebilen
hesaplamal1 araglar sayesinde, genis genomik perspektifte varyant etkilerinin dogru bigimde

Ongoriilmesi artik miimkiin hale gelmistir (Petrasino ve ark., 2021).

Ancak, mevcut hesaplamali yontemler maliyetli olmasinin yani sira, protein omurgasinin

esnekligi gibi 6nemli 6zellikleri goz ardi eden sinirlamalara da sahiptir.

ERIS, bir varyant ilizerinde AAG tahminini dogru ve verimli bi¢imde gerceklestiren bir
protein stabilite analiz aracidir. Medusa modelleme paketi kullanimi ile proteinde olusan

mutasyonlar sonucunda indiiklenen hale gelen protein kararliligindaki degisimi (AAG)
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hesaplar. Bu sistem, fiziksel kuvvet alani, hizli yan zincir yerlestirme ve omurga gevsetme
algoritmalarini bir arada kullanmaktadir. Yapilan calismalarda, 595 mutasyon lizerinden elde
edilen veriler dogrultusunda ERIS aracinin yaptig1 tahminlerin in vitro verilerle yiiksek diizeyde
uyum gosterdigi goriilmiistiir (korelasyon katsayisi: 0.75). Bu basarmin yani sira, ERIS’in
sahip oldugu omurga gevsetme 6zelligi, tahmin dogrulugunu énemli 6l¢iide artirmaktadir (Yin

ve ark., 2007a, 2007Db).

Tablo 2.5: ERIS metodunun 6zellikleri, esik degerleri

Metod

ismi Ozellik Esik Deger Kaynak
Medusa modelleme | AAG < 0 : Proteini
paketi  kullanimi  ile | gtabilize eden
proteinde olusan | mytasyon ERIS web sitesi

ERIS mutasyonlar sonucunda
indiiklenen hale gelen AAG > 0 : Protein | (https://dokhlab.med.psu.edu/eris/login.php)

protein  kararliligindaki stabilitesini  bozan
degisimi (AAG) hesaplar. | mutasyon

2.9. HOPE ANALIZI

HOPE, insan proteinleri iizerindeki mutasyonlarin analizini yapmak i¢in tasarlanmis bir
web uygulamasidir. Mutasyonun hastalikla iliskisine bagl olarak, fenotipte olusan degisikligin

molekiiler mekanizmasinin agiklanmasi amaciyla kullanilmaktadir.

HOPE, 3B yap1 verilerini PDB veri tabanindan alirken, homoloji modellemesini YASARA
yazilimi ile olusturmaktadir. Bu kaynaklarin yani sira, UniProt veri tabanindan sekans
verilerini; DAS sunucusundan fonksiyonel tahminleri ve HSSP veri tabanindan korunmus

bolgelerin bilgilerini alir.

Bu veri tabanlarindan alian bilgiler, sorgulanan proteinin yapisi lizerinde mutasyonun
nasil bir etki yaratacagini degerlendirmek amaciyla kullanilir. Bir mutasyon dizisi
gonderildiginde, ilk olarak birgok veri kaynaklarindan bilgi toplanir. Bu kaynaklar arasinda
PDB veritaban1 veya YASARA yazilimi yer almaktadir. Homoloji modellemelerinin
hesaplamalari i¢in WHAT IF bulunmaktadir. Koruma skorlar i¢in ise kullanilan kaynak HSSP
ve sekans tabanli tahminler i¢cinde DAS-sunucular1 yer almaktadir. Dizi anotasyonlarinin
olusturulmasinda UniProt kullanilmaktadir. Tiim bu kaynaklardan gegen veriler, HOPE bilgi
sisteminde depolanarak amino asitleri bilinen bilgileri ile bir semada birlestirilir ve mutasyonun

3B yapisina 6zgii rapor ¢ikartilir (Sekil 2.12).
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Avantajlart agisindan bakildiginda, otomatik ve hizli ¢aligmasi, kolay kullanilabilir bir
arayiize sahip olmasi nedeniyle kullanici dostudur. Ayrica verdigi 3B gorseller sayesinde
yapisal odakli analizler sunar. PolyPhen ve SIFT gibi diger araglara kiyasla daha kapsamli
bilgiler saglamaktadir (Venselaar ve ark., 2010).

...ELGTYCGYSTLIQ‘I‘%\ALPPGGRLLTVERTAAV...
R i B
e N/
« WHATIF hesaplamalar1 (Protein yapisi ;- ] -_m

veya Homoloji modeli)
UniProt dizin notasyonlarnn DAS tahminleri Veri Depolama |
Veri

(Phobius, PhDacc, PhDsec, NetPhos)
+ Koruma skorlarn (HSSP) ~2 r
. g .
Depolama

Amino asit zellikleri Komb]i;Tsyon NS Bilgi
(Boyut, Yiik, Hidrofobiklik) e Kombinasyonu
ect Hope

!}
-

#Ei

¢
"eﬁ{ Cikis

"
i

[ Y—
.
¢

Sekil 2.12: HOPE calisma akisina genel bakis. Sekil HOPE web sitesinden alinmistir.

2.10. MUTPRED-2 ANALIZI

MutPred, hastalik fenotipini tahmin ederek ve nsSNP’ler ile olusan amino asit
degisimlerinin sebep oldugu molekiiler mekanizmalar1 belirlemek amaclh kullanilan bir in
siliko aracidir. MutPred ¢oziinebilirlik kazanimi veya kaybi durumlarini, molekiiler tanima
ozellikleri (MoRFler), stabilite ve katalitik bolgeler, post-translasyonel modifikasyon bolgeleri
gibi analizlerin sonuglarin degerlendirilmesine yardimci olacak bilgiler de saglamaktadir
(Dakal ve ark., 2017). Veriler, Insan Gen Mutasyon Veritabani (ing. Human Gene Mutation
Database, HGMD), SwissVar, dbSNP gibi kaynaklardan elde edilmektedir.

MutPred-2 is akisina bakildiginda, ilk olarak alt1 farkli 6zellik (dizi, substitiisyon matrisi,
PSSM, evrimsel korunma, homoloji, yapisal/fonksiyonel degisim) ¢ikartilir. Aminoasitteki yer
degisiminin sebep oldugu yapisal ve fonksiyonel farkliliklar, vahsi tip (ing. wild-type, WT) ve

mutant dizilerin farkli tabanl dizi analiz araglarindan gegerek iki skor (MutPred skoru, olasilik)
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verir. Bu skorlar sonrasinda birlestirilip, ilgili proteinin kaybini ve kazanimini gdsteren bir

sonug listesi ¢ikarilir (Pejaver ve ark., 2020) (Sekil 2.13).

Amino asit degisimi R175H
. . . YKOSQHMTEVVRR / HCPHHERCSDSDG . . .
Ozellik gikarimi | Y
: ) . _ substitiisyon matrisi | | Pll ééhﬁ e
ociile - e Hnm.n4=-—-—-—,-—.—=-
Homoloji Yapisal/fonksiyonel J

degisim

Yapay sinir aglar

(—  Genel skor Ozellik skoru

Patojenik 10
0.611 Siass Metal
0:6 baglanma
Pr = 0.669 Pr = 0.669
L Benign 0.0 Pr = 0.669 J

Sekil 2.13: MutPred 2 caligma akisina genel bakis. Sekil Pejaver ve ark., 2020°den alinmustir.

2.11. I-TASSER PROTEIN YAPI TAHMINI

I-TASSER, hedef proteinlerin amino asit dizilerini baz alarak protein yap1 tahmininde
bulunan bir aractir. Sorgulanan protein iizerinde ilk olarak ¢oklu hizalama analizi ve sonrasinda
yapisal montaj simiilasyonlar1 kullanilarak atomik diizeyde yapisal modeller olusturulur. Bu
yapisal tahminler, ilgili proteinin biyolojik fonksiyonu, baglanma bolgeleri, Enzim Komisyonu
(EC) numarasi, Gen Ontolojisi (GO) terimlerini birlestirerek ve protein iglev veritabanlarina
bagh kalarak dizilim gerceklestirip yapisal profil karsilastirmas1 yapmaktadir (Sekil 2.15). I-
TASSER calisma mekanizmasinda ilk olarak gonderilen sorgu dizisi LOMETS (ing. Local
Meta-Threading-Server) yaziliminda PDB veritabanindaki en uygun yap1 sablonunu seger ve
bir hizalama sablonu olusturur. Hizalama sablonu olustuktan sonra I-TASSER programinda
yap1 modellemesi ve iyilestirmesi yapilir. Daha giivenilir uygun yapiya gelen model COACH
ve E-EA’ya gonderilerek fonksiyonel 6zellikler tahmin edilir. Tiim bu agamalardan sonra

kapsamli bir yapisal ve fonksiyonel anotasyon olusturulur (Sekil 2.14).
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Loy SN,
£ e % || TASSER COACH
G P Yinelemeli Monte P KOFAKTOR-
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Hizalama gablonlar I-TASSER modelleri Fonksiyonel anotasyonlar

Sekil 2.14: I-TASSER is akisina genel bakis. Sekil Yang ve Zhang, 2015’den alinmustir.

I-TASSER sonuglarinda C-skor, TM-skor ve RMSD sonuglar1 yer almaktadir (Tablo 2.6)

(I-TASSER; Zhang, 2008; Yang ve Zhang, 2015).

Tablo 2.6: I-TASSER aracinda kullanilan metrikler, 6zellikleri

Metrikler Ozellik Esik Deger Kaynak
_ -5 ile 2 arasinda
C-skor (Confidence ! EA.SSE(E aract t;rellf indan ) Yang ve ark.,
Score) ta“ min edilen modeiin C-skor>1.5: Genelhl.de 2015
glivenirligini gosterir. dogru katlanmis protein yapist
I-TASSER araci ile tahmin
RMSD (Root Mean | Sdilen yaptilereferans | o 0 RMSD= Dahaiyi | Yang ve ark.,
Square Deviation) olarak alinan yapi1 arasindaki wvum 2015
q ortalama atomik mesafeyi yum.
olger.
0O ile 1 arasinda
I—TASSER araci ile tahmin TM-skor > 0.5 : Dogru
TM-skor (Template | edilen protein yapisinin, Katlanmis protein vapisi Yang ve ark.,
Modeling Score) referans olan yapiya 3P yap 2015
benszerligini 6lger. TM-skor < 0.17 : Gelisigiizel
benzerlik diizeyinde.




3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasi, bircok farkli adim izlenerek ve ¢oklu hesaplamali yontem kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Temel olarak yontem, yedi alt bolime ayrilmaktadir: TGFB1 proteinin
nsSNP verilerinin alinmasi, patojenik/zararli gen varyantlarmin in siliko araglarla tahmini,
evrimsel koruma analizi, protein stabilite analizi, yapisal etki analizi, fonksiyonel ve yapisal

ozellik analizi, 3B yap1 modelleme.
3.1.VERI MADENCILIGI

TGFP1 geninin belirsiz klinik 6neme sahip nsSNP’leri hakkinda bilgi edinmek i¢in genin
MANE tarafindan belirlenen referans transkripti ve protein dizisi kullanilmistir. Genin bu
bilgileri su dort veri tabaninda kullanilmistir: NCBI gen ve niikleotid veri tabanlar1 (Brown ve
ark., 2015), ClinVar (Landrum ve ark., 2018) ve UniProt (UniProt Konsorsiyumu, 2023). Bu
kaynaklar, genler, transkriptler, protein yapisi, proteinin fonksiyonu gibi farkli tiirlerdeki

mutasyonlar ve molekiiler sonuclar hakkinda ¢ok biiytik bilgilere erisim saglamaktadir.
3.2. ULUSAL BIYOTEKNOLOJI BILGI MERKEZI (NCBI)

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI), Ulusal Saglik Enstitiileri'ndeki (ing. National
Institutes of Health, NIH) Ulusal Tip Kiitiiphanesi biinyesindeki bir merkez olan ve
biyoteknoloji, molekiiler biyoloji, biyoinformatik ve genomik ¢ok ¢esitli bilgilere ulagim
saglayan genis kapsamli bir veritabanidir. NCBI veritaban1 1988 yilinda molekiiler biyoloji
alan1 i¢in bilgi sistemleri olusturmak amaciyla kurulmustur. Bu tez calismasi kapsaminda,
insan TGFB1 geninin NCBI RefSeq NP _000651.3 (protein), NM 000660.7 (niikleotid) ve
ENST00000221930.6 Ensembl ID numarali transkripti baz alinmistir (Tablo 2.1) ve TGFp1
genine (Gen ID: 7040) ait niikleotid sekans bilgileri, NCBI tarafindan siirdiiriilen Entrez Gene
veritabanindan elde edilmistir (bkz. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/).

3.2.1. nsSNP Verilerinin ClinVar Veritabanindan Elde Edilmesi

ClinVar veritabani (bkz. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), insanda bulunan genetik
varyantlar1 ile bu varyantlarin genetik hastaliklarla iliskisine dair verileri ve yorumlar1 yer alan
NCBI tarafindan yiiriitiilmekte olan veritabanidir (Xiao ve ark., 2021). ClinVar veritabaninda

varyantlarin ¢aligmasi yapilirken belirli filtreleme secenekleri bulunmaktadir. Bu filtreler su
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sekildedir: Klinik 6nem derecesine gore olan basliklar (geliskili yorumlar, iyi huylu,
muhtemelen 1yi huylu, belirsiz anlamlilikta, muhtemelen patojenik ve patojenik), celiski
tiirlerine gore bagliklar (P/LP vs LB/B, P/LP vs VUS, VUS vs LB/B), molekiiler sonuglarina
gore basliklar (frameshift, missense, nonsense, splice bolgesi, ncRNA, gen yakininda, UTR),
varyasyon tiiriine gore basliklar (delesyon, duplikasyon, indel, inseryon, tek niikleotid),
varyasyon boyutuna gore basliklar (kisa varyant & yapisal varyant), varyant uzunluguna gore
basliklar (<1Kb, >1Kb, >1Kb ve birden fazla geni etkileyen) ve inceleme durumuna goére olan
basliklar (uygulama rehberi, uzman paneli, birden fazla génderen, tek génderen, en az bir y1ldiz,
celiskili yorumlar). Bu tez calismasinda, 18.09.2024 tarihinde TGFB1 genine ait nsSNP'lerin
verilerini almak i¢in ClinVar veritaban1 (bkz. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)
kullanilmistir. TGFB1 geninin NCBI RefSeq NP_000651.3 (protein) numarali proteini izerinde
calisilmistir. Aramalar kismina TGFB1 geninin ismi yazilarak, filtreleme kismindan missense,
tek niikleotid varyantlar ve klinik 6nemi belirsiz varyantlar se¢ilmistir. Cikan sonuglar excel

dosyasina indirilmistir.
3.2.2. Proteinin Yapi ve Islev Bilgilerinin UniProt Veritabanindan Alinmasi

UniProt veritabani, protein dizisi, yapisit ve biyolojik islevi hakkinda bilgi veren bir

veritabanidir (bkz. https://www.uniprot.org/). Bu veritabanindaki veriler, literatiiriinden,

hesaplamali analiz yontemlerinden ve diger agik erisimli olan veritabanlarindan elde
edilmektedir (The UniProt Consortium, 2019). UniProt Bilgi Bankasi (UniProtKB) iki
boliimden olusmaktadir: Calismas1 yapilmis protein kayitlarinin bulundugu UniProtKB/Swiss-
Prot ve otomatik sistemlerle olusturulan agiklamalara sahip kayitlarin bulundugu
UniProtKB/TrEMBL. Swiss-Prot kismindaki her protein girdisi, deneysel olarak dogrulanmig
ya da hesaplamali analizler dogrultusunda tahmin edilmis islevsel bilgiler bulundurmaktadir
(The UniProt Consortium, 2019). 28.09.2024 tarihinde Insan TGFB1 proprotein yapisina ait
amino asit dizisi UniProt tabanindan (UniProt ID: PO1137) FASTA formatinda indirilerek elde
edilmistir (EK-2).

3.3. TGFB1 NSSNP VERILERININ iN SILIKO ARACLARLA PATOJENITE

TAHMINI ANALIZI

ACMG kriterlerine gore, eger ¢calismada kullanilan tiim in siliko araglar1 ayni tahmini
cikariyorsa, bu uyumun destekleyici bir kanit olarak kabul edilebilecegini; ancak bu in siliko
araclarin ¢iktilar1 birbiriyle uyumsuzsa, bu tahmin bilgisinin varyant simiflandirmasinda

onemsenmemesi gerektigini belirtmistir (Amendola ve ark., 2016; Richards ve ark., 2015).

33


https://www.uniprot.org/

TGFpI1 genine ait nsSNP'lerin in siliko analizlerle patojenik varyantlarin belirlenebilmesi i¢in
bes ayr1 in siliko arac1 (SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, Fathmm-xf, SNP&GO) kullanilmistir.
Bu bes in siliko aracinin her birinde Tablo 2.3’te belirtilen baz alinan esik degerlere gore

patojenik siniflandirmasi yapilmaistir.
3.3.1. SIFT in Siliko Araci ile Analiz

SIFT (bkz. https://sift.bii.a-star.edu.sg/), bir protein dizisinin degismesi durumunda
patojenik olarak etki edip etmediginin tahminini yapmaktadir (Ng & Henikoff, 2003). SIFT in
siliko aracinin ¢alisma diizeni bir¢ok 6zellige (evrimsel korunmusluk, dizi homolojisi ve amino
asitlerin fiziksel 6zelliklerine) dayanmaktadir. Bu in siliko aracinda, amino asitte gergeklesen
degisikligin tolerant mi1 yoksa zararli m1 olabilecegi tahmin edilir. Tahmin sonuglari, 0 ile 1
arasinda degismekte olup bir tolerans indeksi (ing. Tolerance Index, TI) skoru iizerinden
gerceklesmektedir. Bu TI skor 0.05 veya daha diisiik oldugu durumlarda ilgili genin amino
asitinde gergeklesen degisiklik “Deleterious™ olarak kabul edilir. SIFT sunucusu, iki farkl
calisma grubu i¢in ara¢ sunmaktadir: Genom araglari (tek niikleotid varyantt/SNV ve indel
tahmini) ve Tekil protein araglar1 (SIFT Sequence, SIFT Related Sequence, SIFT Aligned
Sequences). Bu sunulan araglarin her birinde farkli veri girisleri bulunaktadir (Sim et al., 2012).
Bu calismada, 6.10.2024 tarihinde Genom i¢in SIFT araci kullanilmis, TGFB1 protein dizisi
FASTA formatinda yiiklenmis ve ClinVar veritabanindan elde edilen amino asit degisimleri
SIFT aracina girilmistir. Cikan analiz sonuglar1 Tablo 2.3’te yer alan SIFT esik degerine gore

(>0.001) nsSNP’ler patojenik olarak degerlendirilmistir.
3.3.2. PROVEAN In Siliko Araci ile Analiz

PROVEAN (bkz. http://provean.jcvi.org/index.php), proteinler iizerindeki amino asit
degisimlerinin veya indel tiirli varyantlari tahmin etmeye yarayan in siliko aracidir. Sonuglar
PROVEAN aracinin skoruna gore degismekte olup esik deger -2.5’tir. Skor <-2.5 ise amino
asit degisimi icin “Deleterious” >-2.5 ise “Neutral” sonug¢ vererek tahmin olusturmaktadir
(Choi ve Chan, 2015). Bu tez calismasinda, 22.10.2024 tarihinde PROVEAN ara yiiziinde
“PROVEAN Protein Batch”, “ Human” filtreleme segenegi iizerinden ¢aligsmasi yapilmistir.
Giris bilgilerine ClinVar veritabanindan alinan TGFB1 genine ait istenilen formatta nsSNP
varyant bilgileri girilmistir. Cikan analiz sonuglart hem PROVEAN hem SIFT sonuglarini
vererek Tablo 2.3’te yer alan PROVEAN baz alinan esik degerine gore (> -4.24) nsSNP’ler

patojenik olarak degerlendirilmistir.
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3.3.3. PolyPhen-2 In Siliko Araci ile Analiz

PolyPhen-2 (bkz. http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) makine 6grenimi temelli olup

nsSNP’lerin protein {izerindeki fonksiyonel etkilerini tahmin etmek i¢in yapisal analiz
yapmaktadir. Polyphen-2, iki temel yaklasimla tahmin yapmaktadir. Bunlardan ilki, homolog
protein dizilerini hizali hale getirip evrimsel agidan korunmus amino asit pozisyonlarini
belirleyerek, ilgili her varyant icin pozisyona 6zgii bagimsiz sayimlar (PSIC) skorlarini
belirleyen yaklasimdir. Ikincisi yaklasim ise, proteinin bilinen 3B yapilariyla ilgili varyantlarin
protein yapisi ve stabilitesi lizerindeki durumlarini ¢alisan daha ¢ok yap1 tabanli yaklasimdir
(Adzhubei et al., 2010). PolyPhen-2 her varyant i¢in 0 ile 1 arasinda bir skor iireterek burada
1 skoru, en yliksek zararliligi gostermektedir. PolyPhen-2 aracinda tahmin sonuglar1 kendi
algoritmasinda iki ayri modelle sunulur: HumDiv modeli nadir varyantlarin incelenmesi ve
dogal secilim analizi ¢aligmalar1 i¢in ve HumVar modeli ise Mendeliyen hastaliklarinda tani
amacli kullanilir. Bu ¢alismada, 15.11.2024 tarihinde PolyPhen-2 in siliko araci kullanilarak,
TGFP1 protein dizisi (FASTA formatinda, ID: PO1137) ve 170 nsSNP’ye ait amino asit
degisiklikleri ayr1 ayr1 girilmistir. Tablo 2.3’te belirtildigi lizere sadece HumDiv skoru 1 olan

varyantlar, patojenik olarak degerlendirilmistir.
3.3.4. Fathmm-xf in Siliko Araci ile Analiz

Fathmm-xf (bkz. https://fathmm.biocompute.org.uk/fathmm-x{/), SNP iizerinde kodlanan
bolgelerde yiiksek dogruluk iceren (0.88) tahminler olusturmaktadir. Her bir tahminine bir p-
skoru atayarak yorumlama analiz kisimlarinda yiiksek giivenlik saglanir. Fathmm-xf in siliko
aracinda esik deger 0.5 olarak kabul edilmektedir. Eger sonug > 0.5 ise “Pathogenic”, <0.5 ise
“Benign” olarak sonug¢ vermektedir (Rogers ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasinda, 12.12.2024
tarihinde girig bilgileri olarak GRCh38/hg38 formatinda hazirlanan VCF dosyasi kullanilmigtir.
Cikan analiz sonuglar1 Tablo 2.3’te yer alan Fathmm-xf esik degerine gore (> 0.81) nsSNP’ler

patojenik olarak degerlendirilmistir.
3.3.5. SNP&GO in Siliko Araci ile Analiz

SNPs&GO (bkz. https://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html), patojenite ile

iligkili varyantlar1 tahmin etmek i¢in kullanilan aragtir. Bu arag, proteinlerin islevsel
anotasyonlarii ve Gen Ontolojisi (GO) verilerini ele alarak tahmin yapan bir Destek Vektor
Makinesi (SVM) tabanlidir. Sonug ¢iktilari arasinda her varyant i¢in “Benign” ve '""Pathogenic"
ifadesini belirtir ve bu tahmin sonucunun yaninda her tahminle birlikte giiven skoru (RI) da

sunulur (Capriotti et al., 2013). ClinVar veritabanindan alinan nsSNP verilerinin patojenik olan
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varyantlarinin belirlenmesi i¢gin bu in siliko araci kullanilmigtir. Bu tez ¢alismasinda, 29.12.
2024 tarihinde TGFp1 protein dizisi, tiim varyantlarla birlikte SNPs&GO aracina yiiklenmis
ve sadece Tablo 2.3’te belirtildigi tizere >0.86 esik degerine sahip nsSNP varyantlar1 patojenik

olarak degerlendirilmistir.

3.4. EVRIMSEL KORUNMA, FONKSIYON, STABILITE, YAPI MODELLEMESI
ANALIZI

Genetik varyantlar, proteinde birgok etkeni (protein stabilitesi, fonksiyonel bozulma,
yapisal bozulma korunmusluk vs.) degistirebilir. Artik degisen bilimle, genetik arastirmalara
yardimcr olmak i¢in makine 6grenimi kullanilmaya baslanmistir. Bu makine 6grenimi
yontemleri, 6zellikle nadir goriilen genetik varyasyonlar1 analiz etmek ve birgok hastaligin
patojenik etkilerini belirlemek, klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin etkilerini degerlendirmek
icin faydali olmaktadir. (Niroula & Vihinen, 2016). Bu nedenle, bu tez calismada makine
Ogrenimi temelli olan MutPred-2 sunucusu ve ERIS, ConSurf, -TASSER sunucular1t TGFp1
genine ait klinik dnemi belirsiz varyantlarin protein stabilitesi ve fonksiyonel ve yapisal

ozelliklerin degisimleri lizerindeki etkilerini arastirmak i¢in kullanilmistir.
3.4.1.ConSurf Amino Asit Evrimsel Korunmusluk Analizi

Bir proteinin yap1 ve fonksiyonu ile amino asit kalintilarinin evrimsel korunmasi ile siki
bir iligkisi olabilir. Bu evrimsel korunma seviyesi, ayni protein ailesine mensup olan iiyeler
arasinda homolog dizilerinden yola ¢ikarak yapilan pozisyonel korunum calismalariyla da
ortaya c¢ikarilabilir. ConSurf sunucusu (bkz. https://consurf.tau.ac.il/consurf index.php),
homoloji dizilerinden yola ¢ikarak filogenetik baglantilar iizerinden her bir amino asit (veya
niikleik asitlerdeki her bir niikleotid) i¢in evrimsel korunum analizi yapmaya yaramaktadir
(Glaser ve ark., 2003). Bu web sunucusuna giris bilgisi olarak, protein dizisi veya yapis1 (PDB
formatinda) yiiklenmektedir. ConSurf analizinin korunma skorlarina bakildiginda, maksimum
olasilik (ML) veya ampirik Bayes algoritmalartyla hesaplamasi saglanir ve bu tiir yontemler,
ConSurf sunucusunun diger yontemlere gore daha yiiksek dogruluk saglamasinda art1 olarak
goriilmektedir (Ashkenazy ve ark., 2016). ConSurf analizinin skorlar1 1-9 arasi verilmektedir.
Bu skora gore 9, en yiiksek korunum diizeyini belirtir. Bu tez ¢caligmasinda, TGFB1 proteininin
her bir amino asit rezidiilerinin korunum diizeyi 15.01.2025 tarihinde ConSurf sunucusu
kullanilarak tahmin edilmistir. Bdylece patojenik olarak belirlenen nsSNP’lerin yiiksek

derecede korunan amino asit rezidiilerinde bulunup bulunmadig: analiz edilmistir.
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3.4.2. ERIS Protein Stabilite Analizi

ERIS (bkz. https://dokhlab.med.psu.edu/eris/login.php), bir varyant iizerinde AAG

tahminini dogru ve verimli bigimde gergeklestiren bir protein stabilite analiz aracidir. Medusa
modelleme paketi kullanimi ile proteinde olusan mutasyonlar sonucunda indiiklenen hale gelen
protein kararliligindaki degisimi (AAG) hesaplar. Bu sistem, fiziksel kuvvet alani, hizli yan
zincir yerlestirme ve omurga gevsetme algoritmalarini bir arada kullanmaktadir. ERIS
sunucusu sonucuna gore, AAG<0 ise proteinin stabilitesinde degiskenlik olmadigi, AAG> 0 ise
protein stabilitesinde degiskenlik oldugunu gosterir (Yin, Ding, & Dokholyan, 2007a, 2007b;
Ding & Dokholyan, 2006). Bu tez ¢alismasinda 29.01.2025 tarihinde TGFB1 geninin patojenik
nsSNP’lerinin protein stabilitesindeki degisimi incelemek amaciyla ERIS sunucusu
kullanilmistir. Girig bilgileri i¢in Alpha Fold veritabanindan PDB dosyasi (AF-P01137-F1-v4)
indirilmistir. Sorgu gonderiminde tahmin metodu “esnek omurga” ve “omurga 6n gevsemesi”
kabul edilmistir. Cikan analiz sonuglar1 Tablo 2.5’te yer alan esik degerlere gore stabilitesi

degerlendirilmistir.
3.4.3.HOPE Yapisal Etki Analizi

HOPE sunucusu (bkz. https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/), insan proteinleri tizerindeki
varyantlarin analiz ¢aligmalarini yapmak i¢in kullanilan bir biyoinformatik web uygulamasidir.
Varyantin hastalikla olan ilisigine bagli olarak, fenotipte olusan herhangi bir degisikligin
molekiiler mekanizmasinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. HOPE sunucusu, 3B
yapi verilerini PDB veri tabanindan alirken, homoloji modellemesini ise YASARA yazilimi ile
olusturmaktadir. Bu kaynaklarin yani sira, UniProt veri tabanindan sekans verilerini; DAS
sunucusundan fonksiyonel tahminleri ve HSSP veri tabanindan korunmus boélgelerin bilgilerini
almaktadir (Venselaar ve ark., 2010). Bu tez ¢aligmasinda 15.02.2025 tarihinde, TGFB1
geninin hastalikla iligkili nsSNP’lerinin vahsi tip varyanta gére yapi biyiikligi, akimi,
polaritesindeki durumunu incelemek amacli HOPE aracit kullanilmistir. Analiz kapsami
sirasinda, her bir patojenik olarak belirlenen nsSNP varyant i¢in referans (vahsi tip) ve degisen
(mutant) TGFB1 FASTA dizisi ve UniProt ID: P01137 ile HOPE aracina bilgileri girilmistir.
HOPE araci, bu giris bilgileri ile, TGFB1 geninin patojenik nsSNP varyantlarinin yapisinda
boyutlarindaki, ytiklerindeki, polaritesindeki, konformasyonel yapisindaki degisimler lizerinde
caligilarak sonug ¢ikarilmistir. Analiz sonucunda elde edilen bu sonuglar, patojenik varyantlarin
vahsi tip varyantlara gore molekiiler etkilerinin degisimini agiklamistir. HOPE analizi ile, ilgili

TGFB1 nsSNP patojenik varyantlarin yapisal degisimi detayli calisilmistir.
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3.4.4.MutPred-2 Fonksiyonel Bozulma ve Patojenite Analizi

TGFpI1 proteininin yapisal ve islevsel 6zellikleri tizerindeki nsSNP'lerin yarttig1 etkiyi

analiz etmek amaciyla MutPred? in siliko araci (bkz. http://mutpred.mutdb.org/) kullanilmistir.

MutPred2 araci, patojenik etki gosteren varyantlar1 ortaya ¢ikarmak iizere gelistirilmistir ve
makine Ogrenimine dayali bir web aracidir. (Pejaver ve ark., 2020). MutPred-2 ayrica
varyantlarin hastalik etkenlerinin nedeni olabilecek molekiiler mekanizmalar hakkinda da bilgi
vermektedir. MutPred2 araci tahminlerini yaparken su 6zelliklere bakmaktadir: DNA baglanma
lokasyonlarinda herhangi bir degisiklik, halka/heliks yapilarinin kaybi durumu veya PTM
(post-translasyonel modifikasyon) bolgelerinde olusan kayip gibi yapisal ve islevsel 6zellikler.
Bu tez ¢alismasinda, TGFf1 proteininin amino asit dizisi (ID: P01137) ve genin nsSNP'lere ait
amino asit degisimleri 10.03.2025 tarihinde MutPred2 aracina yiliklenmis ve bu mutasyonlarin
protein fonksiyonlar1 {izerindeki potansiyel etkileri arastirilmistir P-degeri 0.05 kabul
edilmistir.
3.4.5.1-TASSER 3B Yap1 Tahmini

I-TASSER yap1 tahmini araci (bkz. https://zhanggroup.org/I-TASSER/), proteinlerin 3B

yapilariin tahmininde kullanilan bir biyoinformatik web sunucusudur. Calisma mekanizmasi
oncelikle, LOMETS ad1 verilen ¢oklu esleme yontemiyle Protein Veri Bankasi (ing. Protein
Data Bank, PDB) veritabanindan ilgili yapisal olarak sablonlar1 ayiklar ve sonrasinda sablonu
baz alarak tam uzunlukta atomik model olusturmak icin parga montaj simiilasyonlar
kullanmaktadir. Elde edilen 3B yapt modelleri kullanilarak BioLip veritabani ile protein
fonksiyonu tahmin edilmektedir (J. Yang & Zhang, 2015). I-TASSER, her bir protein girdisi
icin 5 farkli yap1 saglamakta olup ve her olusturulan yapi igin -5 ile 2 arasinda degisen bir C-
skoru ¢ikartir. Bu C-skoru ne kadar yiiksek olursa olusturulan modelin dogrulugu da o kadar
yiiksek sonucu anlasilmaktadir. Bu tez calisma kapsaminda, I-TASSER sunucusuna TGFB1
proteininin WT ve mutant sekanslar1 ayr1 ayr1 gonderilmistir. Ancak bu I-TASSER sunucusu
sadece bir sekansin gonderilmesini kabul ettigi i¢in yapisal modelleme siireci 20.04.2025

tarihleri arasinda gercgeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. BULGULARIN GENEL OZETI

Bu tez ¢alismasinin bulgularinin genel bir 6zeti olarak, Sekil 4.1. bu ¢alismanin analiz
stirecini ve patojenik varyantlarin bulgularini gostermektedir. Caligmada ilk olarak; NCBI,
UniProt, ClinVar veri tabanlarindan veri madenciligi yapilarak belirsiz klinik anlam tasiyan
varyantlar, TGFB1 protein dizisi ve MANE transkripti elde edilmistir. ClinVar veritabaninda,
missense, SNV ve klinik anlami belirsiz varyantlar i¢in filtreleme segildikten sonra, ClinVar
veri tabanindan TGFB1genine ait 170 VUS belirlenmis olup ve bu nsSNP varyantlar farkli
amacgl in siliko analizler i¢in kullanilmistir. Bu 170 nsSNP, homoloji/yapi/¢oklu 6zellik
gosteren in siliko tahmin yontemleri (SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2, Fathmm-xf, SNP&GO)

ile analiz edilmistir.
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Sekil 4.1: TGFB1 Genine Ait nsSNP Varyantlarinin In Siliko Analiz Siireci
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Bu analiz sonucunda toplam 11 nsSNP'nin patojenik oldugu belirlenmistir. Bu belirlenen
varyantlar AlphaMissence veritabaninda da dogrulanmistir. Bu patojenik olarak belirlenen 11
varyantin fonksiyonel ve yapisal etkileri (HOPE, MutPred-2) protein stabilitesi (ERIS),
evrimsel korunmusluk diizeyi (ConSurf) ve 3B tahmin yapilari (I-TASSER) araglar

kullanilmaigtir.
4.2. VERI MADENCILIGI

Veri madenciligi analiz siirecinde, TGFB1 proteinine ve transkriptine ait tiim bilgiler
NCBI-Entrez Gen veri tabanlarindan elde edilmistir. Bu veri tabanlarina gére TGFf1geni (ID:
7040), 2.780 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda olup 19q13.2 kromozom lokasyonunda yer almaktadir.
Genin farkli transkriptleri bulunmakla birlikte, bu tez calismasinda TGFB1 bilinen 1 adet
izoformu bulunmakta ve buna karsilik gelen transkript varyanti olan NM 000660.7 (2780
niikleotid) baz alinarak ¢alisilmistir. Bu transkript 7 ekzon igermektedir ve toplamda 390 amino
asit uzunlugunda olan TGFf1 proteini (NP_000651.3) sentezlenmektedir. TGFB1 proteininin
yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine dair bilgi edinmek i¢in UniProtKB veri tabani kullanilmis
ve proteinin 30-74. pozisyonlar1 arasinda straightjacket domain, 75-271 arasinda arm domain,
226-252 araliklarinda bowtie tail, 244-246 arasinda hiicre baglanma bdlgesi oldugu tespit
edilmistir. TGFPB1 genine ait klinik anlami belirsiz genetik varyantlar, 18 Eyliil 2024 tarihinde
ClinVar veri tabanindan elde edilmistir. Varyantlar filtreleme se¢eneklerinden missense, tek
niikleotid varyant, VUS secilmistir ve in siliko analiz i¢in 170 nsSNP secilmistir. Elde edilen
TGFP1 protein dizisi (P001137) ve bu 170 nsSNP, tez calismasinda TGFB1 genine ait patojenik
potansiyel varyantlar1 belirlemek amaciyla kullanilan tiim analizlerde temel veri setini
olusturmustur. Patojenik varyantlar belirlenirken baz alinan esik degerlerin optimizasyon
caligmas1 yapilmadan her in siliko aracinda da ortak patojenik ¢ikacak esik degerler manuel

olarak belirlenip Tablo 2.3’te belirtilmistir.
4.3. TGFp1 nsSNP’LERININ BELIRLENMESI

TGFP1 genine ait 170 nsSNP igerisinden, bes farkl: in siliko araciyla (SIFT, PROVEAN,
PolyPhen-2, Fathmm-xf, SNP&GO) patojenik varyantlar se¢ilmistir ve Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Bu havuzdaki nsSNP varyantlar1 daha ileri ek analizlerde incelenecektir. Bu
yapilan analiz sonucu elde edilen tiim 170 varyantlara ait bilgiler EK-3 kisminda tablo hélinde

sunulmustur.
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4.3.1. In Siliko Araclarla 170 TGFB1 nsSNP'nin Degerlendirilmesi

ClinVar veritabanindan elde edilen 170 nsSNP, in siliko tahmin araglar1 olan SIFT,
PROVEAN, PolyPhen-2, Fathmm-xf, SNP&GO aracina analiz i¢in gene ve varyanta ait bilgiler
gonderilmistir. Bu in siliko araglardan SIFT, 82 varyant1 “Damaging” olarak tahmin etmistir.
SIFT in siliko araci tahminlerini yaparken O ile 1 arasinda degisen tolerans indeksi (TI)
skorlarina gore yapmaktadir. Bu belirtilen degerin 0.05 veya daha diisiik olmasi, ilgili varyantin
zararli oldugunu gostermektedir. PROVEAN araci, 60 nsSNP’yi “Deleterious” olarak tahmin
etmisti. PROVEAN aracinin skorunun esik degeri -2.5°tir. Skor < -2.5 ise amino asit
degisimi zararli >-2.5 ise notr olarak degerlendirilir. PolyPhen-2 araci, 78 nsSNP’yi “Probably
damaging” ve 21 nsSNP’yi “Possibly damaging” olarak belirlemistir. PolyPhen-2 araci, her
varyant i¢in 0 ile 1 arasinda bir tahmin skoru iiretir; tahmin skoru 1’e yakin olan varyantlar
"Probably damaging", 0.5 civari olanlar " Possibly damaging", skoru sifira yakin olanlar ise
"Benign" olarak degerlendirilir. Fathmm-xf araci, 63 nsSNP’yi “Pathogenic” olarak tahmin
etmigtir. Fathmm-xf in siliko aracinda esik deger 0.5 olarak kabul edilmektedir. Eger analiz
sonucu >0.5 ise “Pathogenic”, <0.5 ise “Benign” olarak sonu¢ vermektedir. SNPs&GO
analizinde ise varyantlar “Benign” ya da “Pathogenic” olarak siniflandirilmis ve her biri i¢in
tahminin giivenilirligini belirten bir Giivenilirlik indeksi (RI) verilmistir. Bu araglarla yapilan
analizde SNPs&GO, 84 nsSNP’yi “Pathogenic” olarak tahmin etmistir. Bu ¢alismada,
SNPs&GO >0.081 skorlar degerlendirilmistir.

Bu araclarin tahminlerine gore, SIFT skoru 0.001, PROVEAN skoru, > -4.24, PolyPhen-
2 skoru 1, Fathmm-xf skoru >0.81 ve SNP&GO skoru olarak > 0.86 patojenik varyantlar olarak
secilmistir. Belirlenen bu kriterler sonucunda, baslangigtaki 170 varyanttan 11 nsSNP, zararl
TGFPB1 nsSNP’lerine dahil edilmistir (Tablo 4.1). Bu 11 nsSNP sunlardir: V339D, P363R,
C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T, L260P, Y328C, 149S, C387S. Tim bu varyantlar
Tablo 2.3’te de belirtildigi lizere esik degerlerin optimizasyon ¢aligmasi yapilmadan in siliko

araglarinda ortak olarak yiiksek patojenite skoru veren varyantlar secilmistir.
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Tablo 4.1:Kullanilan in siliko araglarla analiz edilen ve yiiksek patojeniteye sahip oldugu belirlenen
varyantlarin skorlari

Varvasyon Varyant | SIFT | PROVEAN Polyphen-2 Fathmm- | SNP&GO Hastahk
1D HumbDiv xf Hiskisi
2113033 V339D 0.000 -5.18 1.000 0.96 0.95 belirtilmemis
1916238 P363R 0.001 -7.00 1.000 0.92 0.86 belirtilmemis
1908752 M382T 0.000 -4.50 1.000 0.88 0.95 belirtilmemis
2073996 C387G 0.000 -8.48 1.000 0.93 0.93 belirtilmemis
1061718 H312Y 0.000 -5.07 1.000 0.92 0.93 belirtilmemis
1506364 L298P 0.000 -6.10 1.000 0.90 0.98 belirtilmemis
1490438 L260P 0.000 -4.34 1.000 0.85 0.95 belirtilmemis
2760940 Y328C 0.000 -7.29 1.000 0.82 0.95 belirtilmemis
2983733 R50C 0.000 -5.66 1.000 0.85 0.93 belirtilmemis
1956397 149S 0.000 -4.24 1.000 0.94 0.95 belirtilmemis
2696192 C387S 0.000 -7.12 1.000 0.81 0.95 belirtilmemis

4.4. CONSURF EVRIMSEL KORUNMUSLUK ANALIZI

ConSurf sunucusu, UniProt kimligi PO1137 olan TGFB1 gen dizisinin gonderilmesiyle
analizi yapilmig ve her bir varyantin amino asit kalintisinin evrimsel korunmusluk seviyesiyle
ilgili sonuclar elde edilmistir. ConSurf sunucusunun analiz ¢iktilari, TGFB1 proteinine ait 390
amino asit kalintisinin her biri i¢in 0 ile 9 arasinda evrimsel koruma skoru verilmis ve farkli
renklerle gosterilmis bir korunmusluk profili sunmakta olup bu skora ise “korunmusluk diizeyi

skoru” denilmektedir (Sekil 4.2).

Ayrica, ConSurf sunucusu her bir varyantin amino asit i¢in rezidiisiiniin lokasyonu ile

ilgili bilgi de saglamaktadir. Eger rezidii protein yiizeyindeyse “acgiga ¢ikmis kalint1 (exposed
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residue) (e)", nukleusta yer aliyorsa "gomiili kalinti (buried residue)” (b)", hem yiiksek
korunmus hem de yiizeydeyse "yliksek derecede korunmus ve agikta (highly conserved and
exposed)” ()", hem yiiksek korunmus hem de gomiilii konumdaysa ise "yiiksek derecede
korunmus ve gomiilii (highly conserved and buried) (s)" olarak siniflandirilmaktadir. Ortalama
olarak evrimsel korunmusluk skoru 5 olarak belirlenip, 9 korunmusluk skoru yiiksek derecede

korunmus kalintilar1 belirtmektedir.
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bebeb b 5 bbbbebelblb b b
fsf fs sfs e fE BT s sfsf £ ff{f!ff
Sen 361_P':’;ESBR 373 a1 C387G/C387S
OOADXETe B=0MsEvEeY (Dx»*06b0 L zu---m
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M382T
Koruma dlgegi:
BEs 4«56 7E8H
Degigken Ortalama Korunmus
_ Sinir agi algoritmasina gére aciga ¢ikmis bir kalinti.
b - Sinirag algoritmasina gére gdmull bir kalinti.
£  — Tahmin edilen bir fonksiyonel kalinti (yiiksek oranda korunmus ve agikta).

Tahmin edilen bir yapisal kalinti (yliksek oranda korunmus ve gomuli).

Sekil 4.2: TGFB1 Protein Varyantlariin Evrimsel Korunmusluk Analizi

In siliko araglarla patojenik tespit edilen 11 varyantin bulundugu TGFB1 proteinine ait
kalitilarin evrimsel korunmusluk skorlar1 Tablo 4.2°de belirtilmistir. Bu tabloya gore, bu 11
varyanttan 3’1, 7 ve 8 yliksek korunmusluk skoruna sahip konumlarda yer almaktadir. V339D,
Y328C 8 skoruna ve L260P varyanti ise 7 korunmusluk skoruna sahip olup protein
cekirdeginde konumlanmis kalintilardir. Geriye kalan patojenik varyantlar ise 9 korunmusluk
skoruna sahiptir ki bu, ConSurf web sunucusu tarafindan belirlenen en yiiksek korunmusluk
skorunu belirtmektedir. Bu skordaki varyantlar, yliksek korunmus ve yilizeyde konumlanan
kalintilar (P363R, H312Y, R50C) ile yiiksek korunmus ve goémiilii konumdaki kalintilar
(M382T, C387G, L298P, 149S, C387S) olarak siniflandirilmasi yapilmaistir.
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Tablo 4.2. ConSurf sunucusu tarafindan tahmin edilen TGFB1 geninin 11 patojenik varyanta
ait kalintilarinin korunma skorlari

Varyant Korunma Skoru Tahmin
V339D 8 Gomiilii amino asit kalintist

P363R 9 Yiiksek oranda korunmus ve agikta
M382T 9 Yiiksek oranda korunmus ve gémiilii
C387G 9 Yiiksek oranda korunmus ve gémiilii
H312Y 9 Yiiksek oranda korunmus ve agikta
L298P 9 Yiiksek oranda korunmus ve gémiilii
L260P 7 Gomiilii amino asit kalintist

Y328C 8 Gomiilii amino asit kalintisi

R50C 9 Yiiksek oranda korunmus ve agikta
149S 9 Yiiksek oranda korunmus ve gomiilii
C387S 9 Yiiksek oranda korunmus ve gomiilii

4.5. ERIS PROTEIN STABILITE ANALIZI

TGFP1 genine ait belirlenen patojenik varyantlarin protein stabilitesi iizerindeki
etkileri, AAG (kcal/mol) degerleri ve yapisal 6zellikleri ERIS sunucusunda degerlendirilmesi
yapilmistir. Yapist bilinen proteinlerde omurga yapilar1 yani a-karbon ve peptit baglarinin
tamami kat1 halde degildir; belirli bir esneklikte de olsa az seviyede konformasyonel
farkliliklara izin vermektedir. ERIS sunucusu, bu bahsedilen dogal esnekligi simiile etmek
amaciyla omurga yapisini "esnek" olarak modelleyerek daha giivenilir analiz sonuglar
vermektedir. Ayrica, ERIS sunucusunda “6n gevseme” secenegi bulunmaktadir ve bu segenek
proteinlerin yapisal modelleme simiilasyonlarinda ve stabilite analiz tahminlerinde kullanilan
bir 6n islem siirecidir. Bu “On gevsetme” islemi, ilgili proteinin primer yapisinin enetji
durumunu minimizasyon yaparak atomlarin st iiste binmesi gibi durumlar1 ve yapay
gerilimlerin ortadan kalkmasini saglamaktadir. Boylece daha giivenilir ve fiziksel olarak
bakildiginda anlamli bir baslangi¢ olarak konformasyon elde edilmektedir. ERIS sunucusunun
esik degeri 0 olarak bilinmektedir; AAG>0 durumunda ilgili proteininde varyantin stabiliteyi
degistirdigi, AAG<O durumunda ise ilgili proteininde varyantin stabiliteyi degistirmedigi

sonucuna ulasilmaktadir. Bu ¢aligma stirecinde, omurga yapisi ve 6n gevsetme secenekleri esas
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alinarak stabilite caligmas1 yapilmistir. Analiz sonuglarina gore, yiiksek derece TGFB1 geninin
stabiliteyi etkileyen varyantlar1 C387G (>10), C387S (>10), 149S (>10) varyantlaridir. Orta
derecede stabilite kaybi1 olan varyantlara bakildiginda V339D (7.28), L260P (6.60), L298P
(2.83), R50C (2.48) ve M382T (2.51) varyantlar1 oldugu goriilmektedir. Stabiliteyi arttiran
varyant ise, H312Y (-6.07) varyanti, protein stabilitesini artirabilecek potansiyele sahip oldugu
goriilmistiir. P363R (-0.03) ve Y328C (-0.08) patojenik varyantlar1 protein stabilitesi tizerinde
az bir etki gostermektedir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: ERIS protein analizi bulgular

Varyant Omurga (Backbone) On gevsetme (pre- AAG (kcal/mol)
relax)

V339D esnek evet 7.28
P363R esnek evet -0.03
M382T esnek evet 2.51
C387G esnek evet >10
H312Y esnek evet -6.07
L298P esnek evet 2.83
L260P esnek evet 6.60
Y328C esnek evet -0.08
RS0C esnek evet 2.48
1498 esnek evet >10
C387S esnek evet >10
4.6. HOPE ANALIZI

HOPE sunucu ile analizi degerlendirilen 11 patojenik varyantin ¢ogunda, amino asit
degisimi sonrasinda protein yapisini ve islevini degistirebilecek seviyede biyokimyasal agidan
degisimler gerceklesmistir. Ozellikle boyut olarak degisiklikler goz dniine alindiginda, mutant
V339D, P363R, M382T, C387G, Y328C, R50C varyantlarinin WT’ye gore daha kiigiik boyuta
geldigi goriilmektedir. H312Y varyantinda ise tam tersi olarak, mutant varyantin daha biiyiik
boyuta ulastig1 gozlemlenmistir. Elektrik yiikii (akim) ag¢isindan incelendiginde, bazi varyantlar

akim ozelliklerinde 6nemli degisiklikler géstermistir; drnegin, V339D patojenik varyanti notr
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yiikken negatif yiike, P363R patojenik varyant1 ise nétr yiikken pozitif ylike gegmistir.

Hidrofobiklik durumu acgisindan

incelendiginde,

V339D, P363R, M382T, C387G

varyantlariin hidrofobiklik durumlarinda azalma gozlemlenmistir. Diger yandan, H312Y ve

Y328C varyantlarinda tam tersi olarak hidrofobiklik durumunun arttig1 goriilmiistiir. L298P,

verisi

L260P, C387S varyantlarinda ise bazi parametreler incelemek icin analiz
bulunmamaktadir (Tablo 4.4).
Tablo 4.4: HOPE analiz bulgulari
Vahsi Tip Mutant Tip
Varyant
Boyut Akim Hidrofobiklik Boyut Akim Hidrofobiklik
Dabha fazla Daha az
V339D Daha 1 Daha =\ oo atif
kiigiik hibrofobik biiyiik hidrofobik
Daha fazla Daha az
P363R Bobe | Daha 1 p i
kiigik hibrofobik biiytik hibrofobik
Daha fazla Daha az
M382T Daha - Dl .
biiyiik hibrofobik kiigiik hibrofobik
Daha fazla Daha az
C387G pea ’ Daha -
biiyiik hibrofobik kiigiik hibrofobik
Daha az Daha fazla
H312Y Daha ; Daha ;
kiigiik hidrofobik biiyiik hibrofobik
Daha Daha
L298P biiyiik ) ) kiiciik ) )
Daha Daha
L260P biiyiik ) ) kiiciik ) )
Daha az Daha fazla
Y328C Daha - Daha -
biiyiik hidrofobik kiigiik hibrofobik
Daha az Daha fazla
R50C Daha | i Daha Notr
biiyiik hidrofobik kiigiik hibrofobik
Daha Daha fazla Daha Daha az
149S - - e -
biiyiik hibrofobik kiigtik hidrofobik
Daha fazla Daha az
C387S - - - -
hibrofobik hidrofobik




4.7. MUTPRED-2 ANALIZI

Secilen 11 patojenik TGFB1 nsSNP’sinin, islevsel ve yapisal 6zelliklerini incelemek icin
MutPred2 sunucusu kullanilmistir. MutPred2 analizinde bu 11 patojenik nsSNP, bir¢ok farkli
molekiiler mekanizmalar agisindan (Diizenli ve Diizensiz Arayiiz Degisimi, Transmembran
Degisimi, Allosterik Bolge Kazanci, DNA Baglanma Degisimi, Coziicliyle Temas Kazanci,
Metal Baglanma Degisimi, Stabilite Degisimi, Glikozilasyon/Fosforilasyon Bolgesi Kazanci,
Katalitik Bolge Kazanci, Dogal Diizensizlik Kazanci, Silfatlanma Kaybi ve Heliks
Kazanci/Kaybi1) degerlendirilmistir. MutPred2 sunucusu, tim 11 varyantin protein islevsel
ozelliklerini degistirebilecegini tahmin etmis ve her bir varyant i¢in i¢in MutPred2 skorlar1 EK-

9’da verilmistir.

Tablo 4.5: Varyantlarin TGFB1 geninde bulundugu domain kisimlari

Varyant Domain

V339D Olgun TGFp1
P363R Olgun TGFp1
M382T Olgun TGFp1
C387G Olgun TGFp1
H312Y Olgun TGFp1
L298P Olgun TGFp1
L260P Arm domain
Y328C Olgun TGFp1
R50C Straightjacket
149S Straightjacket
C387S Olgun TGFp1

Skor esigi olarak 0.5 alinmistir ve bu esik degerin tizerindeki tiim varyantlar yiiksek
MutPred2 skoru olarak degerlendirilmeye alinmigtir. Her bir varyant i¢in anlamli sonug veren
molekiiler mekanizmalar ve P-degerleri (< 0.05) EK-9’da detayli sekilde verilmistir. Bu
baglamda, en yiiksek MutPred-2 skoru olan ve arm domainde yer alan L260P varyantinda,
molekiiler mekanizmada “stabilitede degisiklik (olasilik = 0.30, P-degeri = 5.5e-03)” tespit

edilmistir. Secilen varyantlara ait domain bilgileri Tablo 4.5’da gdsterilmistir.
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Tablo 4.6: Varyantlarin MutPred-2 skorlari

Varyant MutPred-2 Skor
V339D 0.846
P363R 0.880
M382T 0.918
C387G 0.915
H312Y 0.868
L298P 0.934
L260P 0.943
Y328C 0.843
RS0C 0.670
149S 0.834
C387S 0.894

Diger MutPred2 skoru olan ve olgun TGFB1 bolgesinde yer alan L298P varyanti da zincir
kaybi (olasilik = 0.27, P = 0.02) ve C293’te disiilfit bag1 kazanimi (olasilik = 0.19, P = 0.02)
gostermistir. Olgun TGFB1 bdlgesinde yer alan diger varyantlar sirasiyla MutPred-2 skoru
0.846 olan V339D molekiiler mekanizmada “helix kazanimi (olasilik = 0.29, P = 0.02), zincir
kaybi (olasilik = 0.28, P = 0.01), Y336’da siilfatlanma kazanci (olasilik = 0.04, P = 0.01)”,
MutPred-2 skoru 0.880 olan P363R varyantinda “P-363’te ADP-ribozilasyonunun kazanci
(olasilik = 0.021, P = 0.03)”, MutPred-2 skoru 0.918 olan M382T varyantinda “coziiciiyle
temas kazanci (olasilik = 0.32, P =4.9¢-03)”, MutPred-2 skoru 0.915 olan C387G varyantinda
“yapisal diizensizlik kazanci (olasilik = 0.35, P = 0.02), ¢oziiciiyle temas kazanci (olasilik =
0.32, P =4.3¢-03), MutPred-2 skoru 0.868 olan H312Y varyantinda “¢6ziiciiyle temas kazanci
(olasilik = 0.33, P = 4.3e-03), W308’te allosterik bolge kazanci (olasilik = 0.26, P = 0.01),
Y317 de katalitik bolge kaybi (olasilik = 0.16, P =0.02)” , MutPred-2 skoru 0.843 olan Y328C
varyantinda “C326°da katalitik bolge kazanimi (olasilik = 0.28, P = 2.3e-03), C326°da disiilfit
bagi kazanimi (olasilik = 0.20, P = 0.02)”, MutPred-2 skoru 0.894 olan C387S varyantinda
“yapisal diizensizlik kazanci (olasilik = 0.40, P = 7.7e-03), ¢oziicliyle temas kazanci (olasilik
=0.35, P = 1.4e-03), C387°de disiilfit bag1 kayb1 (olasilik = 0.10, P = 0.05), C387°de katalitik
bolge kazanim (olasilik = 0.28, P = 0.05) tespit edilmistir. Straightjacket bolgesinde yer alan
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ve MutPred-2 skoru 0.670 olan R50C varyantinda “diizensiz ara yiizeyde degisiklik (olasilik
= 0.21, P = 0.03)”, bir diger Straightjacket bolgesinde yer alan MutPred-2 skoru 0.834 olan
149S varyantinda “yapisal diizensizlik kazanci (olasilik = 0.45, P = 4.1e-03)” tespit edilmistir.

4.8. I-TASSER ANALIZI

En patojenik 11 nsSNP'nin 3B yapilari, yiliksek kaliteli yapisal modelleme 6zelliginden
faydalanmak maksadiyla I-TASSER programi kullanilarak patojenik varyantlarin 3B yapilari
yeniden olusturulmustur. I-TASSER analizi, TGFB1 proteininin WT ve her bir mutant dizisi
ayr1 ayr1 sunularak analizi gergeklestirilmistir. -TASSER, her nsSNP varyant i¢in —5 ile 2
arasinda degisen C-skorlaria sahip bes farkli yapisal model iiretmistir. C-skorunun yiiksek
olmasi demek, olusturulan yapisal modelin giivenilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Her nsSNP varyant i¢in en yiiksek C-skoruna sahip varyant L260P (-0.31) secilmistir. Ayrica,
R50C (-0.27), Y328C (-0.26), C387S (-0-25), H312Y (-0.23), M382T (-0.20), P363R (-0.19),
C387G (-0.19), L298P (-0.18), V339D (-0.17) , 149S (-0.06) varyantlar1 da sirastyla yiliksek
kaliteli yapilar olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: I-TASSER analiz bulgular1

C-skor RMSD TM skor
TGFp1 _WT -0.39 7.6+4.3 0.66+0.13
V339D -0.17 7.4+4.2 0.69+0.12
P363R -0.19 7.2+4.2 0.69+0.12
M382T -0.20 7.244.2 0.69+0.12
C387G -0.19 7.2+4.2 0.69+0.12
H312Y -0.23 7.3+4.2 0.68+0.12
L298P -0.18 7.2+4.2 0.69+0.12
L260P -0.31 7.4+4.3 0.67+0.13
Y328C -0.26 7.3+4.2 0.68+0.12
R50C -0.27 7.4+4.2 0.68+0.12
149S -0.06 6.9+4.1 0.71+0.12
C387S -0.25 7.3+4.2 0.68+0.12
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5. TARTISMA
5.1. TARTISMA

Genetik polimorfizm, popiilasyonda %1’den daha fazla oranda gériilen varvasyonlardir.
Bir gen iizerindeki kodlama bolgelerinde tek bir tane niikleotidin yer degistirmesiyle bile
protein yapi1 ve iglevinde degisiklik gerceklesebilmektedir. Genetik polimorfizmler radyasyon
gibi dis etkenlerden kaynakli ya da kendiliginden gerceklesebilmektedirler. Her ne tiir etkenden
olursa olsun her tiirlii genetik polimorfizm 6nem tagimaktadir; ¢linkii hastaliklarda biyobelirteg
olarak kullanilabilir ve hasta bireylerin kullandiklar1 ilaglara verdigi tepkilerin farkliliklarini
aciklamaya yardimci olabilir (Gummadi ve Guddati, 2021). Tek niikleotid polimorfizm (SNP),
bir niikleotidin diger iig tiir niikleotidden birine doniigmesi olup genetik polimorfizmler arasinda
en sik rastlanan tiirii oldugu bilinmektedir (Shastry, 2009; Dabhi ve Mistry, 2014; Petrosino ve
ark., 2021). Tek niikleotid polimorfizmler arasinda ise en sik hastalik etkeni olarak goriilen
non-sinonim tek niikleotid varyantlar (nsSNP), proteinin genotipinde ve/veya fenotipinde
degisim yaratarak bir¢cok hastaliklara (kanser, akut lenfoblastik 16semi, tip II diyabet vb.)
sebebiyet verebilmektedir (Hassan ve ark., 2019; Petrosino ve ark., 2021). Yapilan birgok
caligmaya gore, HER2 proteinin 655. kodonundaki valin amino asidinin izoldsin amino asidine
dontistimii (Ile655Val, GTC > ATC; refSNP numarasi, rs1136201) bir nsSNP olarak meme
kanserinde bir risk faktorii olarak degerlendirilmistir (Dahabreh ve Murray, 2011). Yine ayni1
sekilde BRCA1 ve BRCA2 genlerinde de ¢cok sayida missense varyantlar tespit edilmistir (Hart
ve ark., 2019). BRCA1 genindeki 185delAG, 5382InsC, BRCA2 genindeki 6174delT,
RADS51D genindeki c.556C>T, p.Argl86* missense mutasyonlar yapilan c¢aligmalar
sonucunda meme kanseri ile iligkilendirilmistir (Schayek ve ark., 2018). Yapilan farkli calisma
sonucunda 869C/T missense polimorfizmi radyasyon pndmonisi (RP) duyarliligi, akciger
kanseri, romatoid artrit ile iliskilendirilmistir (Park ve ark., 2006;Wang ve ark., 2015;Liu ve
ark., 2020). Polimorfizm incelemesi diginda yine bakildiginda TGF- sinyalizasyonunun fazla
aktivitesi bir¢ok farkli dokuda fibrozise yol agabilmektedir. Ornegin; akciger dokusunda
idiopatik pulmoner fibrozis ve kistik fibrozis hastaliklarinda TGFB1 geninin akciger
dokusundaki alveoler epitel hiicrelerinde EMT’yi tetikleyerek fibroblast aktivasyonunu
yiikseltir. Yine benzer sekilde, bobrek dokusunda glomeriilonefrit, diyabetik nefropati ve

kronik red gibi hastaliklarda artan TGFB1 gen ekspresyonu, ECM bilesenlerinin olusmasini ve
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fibrozisi desteklemektedir. Karaciger dokusunda yine TGFB1 geni, hepatosit apoptozu ve
merkezi sinir sisteminde bulunan yildiz hiicrelerinin (astrosit) aktivasyonu yoluyla fibrogeneze
sebebiyet verir. Yapilan ¢aligmalara ve literatiir bilgilerine bakildiginda kronik yara iyilesmesi,
inflamatuar ve enfeksiyon hastaliklarinda da olmak tiizere farkli hastalik tiirlerinde TGFB1
geninin aktivitesi ve polimorfizmlerinin 6nemi oldukga fazladir. Bilgiler dogrultusunda bu tez
calismasinda, TGFB1 geninin iizerindeki zararli/tehlikeli olan non-sinonim tek niikleotid
polimorfizmleri (nsSNP) in siliko araglarla ¢ikarilip yapisal ve fonksiyonel analizlerini
hesaplamal1 yaklasimlar ile gerceklestirerek protein yapisi, fonksiyonu ve hastalik iligkisi

baglaminda calisilmasi amaglanmustir.

Dontstiirticti Biiylime Faktorii 1 (TGFB1) geni, TGF beta siiper ailesinin bir tiyesi olup
proliferasyon, apoptoz, farklilasma gibi bir¢cok biyolojik rolde gorev almaktadir(Kim ve ark.,
2018; Vitiello ve ark., 2021; Chen ve ark., 2024). TGF beta gen ailesinde TGF1 geni en fazla
calisilan formu ve neredeyse tiim insan dokusu hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Vitiello ve
ark.,2021). Literatiirde incelendiginde TGFf1 geninin nsSNP verilerinin yapisal ve fonksiyonel
analizlerine hesaplamali yaklagimlarla herhangi bir ¢alisma olmadig1 goriilmiistiir. Yapilan bu
tez calismasinda, ilk kez TGFB1 geninin nsSNP verilerinin biyoinformatik acidan hesaplamali

analizleri gergeklestirilmistir.
5.2. CALISMANIN SINIRLILIGI

In siliko araglarda patojenite siniflandirilmasinda kullanilan esik degerlerin manuel olarak
belirlenmesi, bu ¢alismanin bazi sinirlamalarini da beraberinde getirmektedir. Manuel olarak
belirlenen esik degerler, arastirmacilarin 6znel se¢imlerine bagli olabilir ve bu nedenden durum,
yanlig pozitif (tehlikeli olmayan varyantlarin patojenik olarak belirlenmesi) veya yanlis negatif
(tehlikeli varyantlarin gdzden kagirilmasi) gibi sonuglara neden olabilir. Bu ¢alismada, manuel
olarak belirlenen esik degerler secilen 11 varyanti da patojenik olarak siniflandirmis olsa da,
herhangi bir optimizasyon c¢aligsmasi yapilmamasi durumunda, sonuglarin tekrar ¢alisilmasini

ve diger ¢alismalarla olan uyumlulugunu sinirlayabilir.
5.3. SONUC

TGFB1 geninin ClinVar veritabanindan alinan 170 nsSNP varyant1 in siliko araglarla
calismasi yapilmis ve biyoinformatik agisindan analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen 170
nsSNP varyantinin listesi EK-3de verilmistir. Ilk olarak; SIFT, PROVEAN, PolyPhen-2,
Fathmm-xf, SNP&GO in siliko araclarinda patojenite tahmin skorlar1 belirlenmistir. SIFT ve
PROVEAN in siliko analiz sonuglar1 EK-4’te verilmistir. PolyPhen-2 in siliko analiz sonuglari
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EK-5’te verilmistir. Fathmm-xf in siliko analiz sonuglar1 EK-6’da verilmistir. SNP&GO in
siliko analiz sonuglar1 EK-7’de verilmistir. Her bir in siliko aracinda Tablo 2.3’te belirtildigi
iizere varsayilan esik degerlerinin {izerinde bir esik deger baz alinarak en yiiksek patojenite
skorlarina sahip olan 11 varyant (V339D, P363R, C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T,
L260P, Y328C, 149S, C387S) belirlenmistir. Bu belirlenen varyantlar AlphaMissence
veritabaninda da kontrol edilmistir. Belirlenen varyantlar Tablo 5.1°de belirtildigi iizere

AlphaMissence veritabaninda patojenite durumlari dogrulanmistir.

Tablo 5.1: AlphaMissence veritabaninin varyantlar tizerindeki patonite tahmini

Varyant Tahmin Skoru Sonug¢

V339D 0.997 Likely Pathogenic
P363R 0.942 Likely Pathogenic
M382T 0.998 Likely Pathogenic
C387G 0.995 Likely Pathogenic
H312Y 0.728 Likely Pathogenic
L298P 0.999 Likely Pathogenic
L260P 0.991 Likely Pathogenic
Y328C 0.988 Likely Pathogenic
R50C 0.987 Likely Pathogenic
149S 0.999 Likely Pathogenic
C387S 1.000 Likely Pathogenic

TGFp1 geninde in siliko analizlerle secilen 11 patojenik varyant, Tablo 2.3’te belirtilmis
olan esik degerler baz alinarak in silico araglarla yapilan ¢alismalar neticesinde se¢ilmistir. Bu
baz alman esik degerler, manuel olarak belirlenerek herhangi bir optimizasyon c¢alismasi
yapilmadan secilmislerdir. Fakat, in silico araclarin varsayilan esik degerlerinin iistiinde
degerler alinarak varyantlar patojenik olarak degerlendirilmistir. ACMG-AMP kilavuzunun
yayinina gore, PP3 kriteri in silico araglarla yapilan analizler, patojenite kanit1 olarak kabul

edilmektedir.
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Bu ¢alismada, TGFB1 geninin in siliko analizler ile se¢ilen 11 patojenik varyantin (V339D,
P363R, C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T, L260P, Y328C, 149S, C387S) evrimsel
korunmusluk skorlarin1 incelemek i¢in, ConSurf analizi kullanilmistir. ConSurf sunucusu,
proteindeki rezidiilerin evrimsel olarak korunmuslugunu incelemek i¢in uygun aragtir. Bu
ConSurf analizi, secilen 11 patojenik varyantin TGFB1 genindeki amino asit konumlariin
biyolojik agidan dnemini ortaya ¢ikarmistir. Tablo 4.2’deki ConSurf analiz sonuglara gore, bu
patojenik varyantlarin bulunmus oldugu rezidiiler yiiksek korunmusluk skorlarma (7, 8 ve 9)
sahip olmakla beraber, TGFB1 geninin islevsel ve yapisal anlamda olduk¢a 6nemli bolgelerinde
yer aldigi anlasilmaktadir. Bu analizdeki bulgular, patojenik varyantlarin TGFB1 geninin
korunmusg bolgelerinde yer almasi ve oldukca yiiksek skorlara sahip olmasindan dolayi
biyolojik fonksiyonlarini degistirebilecegini ve potansiyel patojenik etkilere neden

olabilecegini diisiindiirmektedir.

ConSurf analiz bulgularina gore, V339D, Y328C ve L260P patojenik varyantlar sirastyla
8 ve 7 evrimsel korunmusluk skorlarina sahip olmakla beraber gomiilii rezidii olarak
konumlanmalari, TGFB1 geninin niikleusunda konumlanmistir. Bu patojenik varyantlarin
belirtilen yiiksek korunmusluk skorlari, s6z konusu pozisyonlarinin evrimsel agidan oldukca
onemli oldugunu ve TGFfB1 geninin yapisal olarak biitlinliiglinde kritik bir gérev tstlendigini
gostermektedir. Protein nukleusundaki rezidiiler, genellikle proteinin katlanma stabilitesi ve
hidrofobik ¢ekirdek olusumu i¢in énemlidir. Bu nedenden dolayi, V339D, Y328C ve L260P
patojenik varyantlarinin genin nukleusunda yer almasi, TGFB1 geninin yapisal durumunda

farkliliklara neden olarak islevsel bozulmalara sebebiyet verecegini diislindiirmektedir.

Geriye kalan patojenik varyantlar ise (P363R, H312Y, R50C, M382T, C387G, L298P,
1498, C387S), ConSurf analizi sonucunda en yiiksek korunmusluk skoruna (9) sahip olarak
simiflandirilmistir ve protein yiizeyinde (P363R, H312Y, R50C) veya proteinde gomiili
(M382T, C387G, L298P, 149S, C387S) lokalizasyonda yer alan rezidiiler olarak ayrilmaistir.
Evrimsel korunmusluk skorunda 9, P363R, H312Y, R50C, M382T, C387G, L298P, 149S,
C387S varyantlarinin evrimsel olarak son derece 6nemli oldugunu ve TGFB1 geninin biyolojik
islevi agisindan vazgegilmez oldugu anlasilmaktadir. TGFB1 geninin ylizeyinde konumlanan
varyantlar (P363R, H312Y, R50C), genel olarak TGFB1 proteininin diger biyomolekiillerle
(6rnegin, reseptorler veya ligandlar) iliskilerinden sorumludur. Bu P363R, H312Y, R50C
varyantlarin ayrica yiiksek korunmus konumlarda bulunmasi, TGFB1 geninin sinyal iletiminde

veya protein-protein etkilesimlerinde bozulmalara neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ornek olarak, bu tiir kritik konumda yer alan varyantlar, TGFP1 geninin reseptdr baglanma
afinitesini veya dimerizasyon gibi biyolojik kapasitesinde degisim yaratabilir, bu da patojenik

olarak etki yaratarak kanser siirecinde veya bir¢ok hastalik baglaminda rol alabilir.

TGFBI1 geninin gdmiilii konumunda yer alan varyantlar (M382T, C387G, L298P, 1498,
C3878S), gomiilii yapili olmalarindan dolay1 proteinin nukleusunda bulunduklarindan TGFf1
geninin yapisal stabilitesi i¢in direkt etkiye sahip olabilir. Bu varyantlarin (M382T, C387G,
L298P, 149S, C387S) pozisyonlarimin evrimsel korunmusluk skorunun 9 ile yiiksek
korunmusluk gostermesi durumu, bu rezidiilerin TGFB1 geninin protein katlanma ve yapisal
biitiinligli acgisindan yine ayni sekilde diger varyantlarda oldugu gibi olduk¢a 6nem arz
etmektedir. Bu patojenik varyantlarin, protein niikleusunda sterik engellemeler yaratacagi veya
hidrofobik olarak etkilesimlerde bozulmalara neden olarak TGFB1 geninin islevsel etkinligini
olumsuz yonde etkileyebilecegi tahmin edilmektedir. Ozellikle bakildiginda, C387G ve C387S
gibi ayn1 pozisyonda (C387) bulunan patojenik varyantlarin yiiksek evrimsel korunmusluk
skoru, bu C387 pozisyonunun TGFB1 geninin yapisal ve islevsel biitiinliigli agisindan olduk¢a

kritiktir.

ConSurf analizinin sonuglar1 genel olarak, bu 11 patojenik varyantin (V339D, P363R,
C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T, L260P, Y328C, 149S, C387S) TGFpB1 geninin evrimsel
olarak korunmus lokalizasyonlarinda bulundugunu ve bu nedenden &tiirii patojenik etkilerinin
TGFP1 geninin islevsel/fonksiyonel veya yapisal 6zelliklerindeki farklilikla iliskili olabilecegi
anlagilmaktadir. Yiiksek evrimsel korunmusluk skorlar1 (7, 8, 9), bu 11 patojenik varyantin
TGFBlgeninin sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu veya immiin diizenleme gibi onemli
biyolojik islevlerinde roller oynayan pozisyonlarda bulundugunu diisiindiirmekte olup bu
varyantlarin patojenik etkilerindeki sonuglar, 6zellikle TGFB1 geninin bir¢ok hastaliklardaki
rolii kapsaminda incelendiginde (tlimdr olusumu, inflamatuar ve enfeksiyon hastaliklari, kronik

yara iyilesmesi vs.) klinik olarak dnem tasiyabilir.

ERIS analiziyle, segilen 11 varyantin TGFB1 geninin stabilitesinde etkisini incelemek
amagcli yapilmistir. ERIS sunucusunun omurga yapisi ve 6n gevsetme secenekleri esas alinarak
stabilite ¢alismasi1 yapilmistir. Boylelikle daha giivenilir sonuglarin ¢ikmasi saglanmistir.
Analiz sonuglarina gore, yiiksek derece TGFB1 geninin stabiliteyi etkileyen varyantlar1 C387G
(>10), C387S (>10), 149S (>10) varyantlaridir. Orta derecede stabilite kayb1 olan varyantlar ise
sirastyla V339D (7.28), L260P (6.60), L298P (2.83), RS0C (2.48) ve M382T (2.51) oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.3). Stabiliteyi arttiran ya da hafif etkisi olan varyantlar ise
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incelendiginde, H312Y (-6.07) varyanti, protein stabilitesini artirabilecek potansiyele sahip
oldugu goriilmiistiir. P363R (-0.03) ve Y328C (-0.08) patojenik varyantlar1 protein stabilitesi
tizerinde az bir etki gostermektedir (Tablo 4.3). Bu degerlerin analizi Tablo 2.5’te verilen esik
degerlere gore belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore, C387G, C387S ve 149S varyantlarinin
stabilite lizerinde yiiksek derecede destabilize edici etkisi oldugu belirlenmistir (AAG > 10).
Birgok patojenik varyantta, destabiliteye yol acan mutasyonlar fonksiyon kaybina sebebiyet
verebilirken; stabilitedeki daha diisiik diizeydeki farkliliklar, protein yapisinda baglanma
afinitesinde degisikliklere neden olabilmektedir (Petrasino ve ark., 2021). Bu varyantlarin,
TGFB1 proteininin ti¢ boyutlu yapisinda 6nemli konformasyonel degisikliklere yol acabilecegi
ve dolayisiyla protein fonksiyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegi diistiniilmektedir.
Ozellikle, bu varyantlarin yiiksek AAG degerleri, proteinin katlanma enerjisinde ciddi bir
kayiba isaret etmekte olup, bu durum TGFf1 sinyal yolunda fonksiyonel bozukluklara neden
olabilir. Bu varyantlarin patojenik potansiyelleri, literatiirde verilen benzer calismalarla
karsilagtirildiginda, 6zellikle sitokin sinyalizasyonunda kritik roller oynayan TGFB1 geninin
mutasyonlariin hastaliklarla iliskilendirilebilece§i diisiincesini desteklemektedir. Orta
derecede stabilite kaybina neden olan varyantlar arasinda V339D (AAG = 7.28), L260P (AAG
= 6.60), L298P (AAG = 2.83), R50C (AAG = 2.48) ve M382T (AAG = 2.51) bulunmaktadir.
Bu patojenik varyantlarin protein stabilitesi iizerindeki etkileri, daha az olsa da; TGFB1
proteininin islevsel etkilerini kismen degistirebilecegi ongoriilmektedir. Ozellikle, C387G,
C387S ve 149S varyantlarinin yani sira L260P ve V339D varyantlarinin nispeten yiiksek AAG
(kcal/mol) degerleri, bu varyantlarin proteinin konformasyonel degisiminde 6nemli farkliliklara
neden olabilecegini gostermektedir. Buna karsin, H312Y varyantinin (AAG = -6.07) protein
stabilitesini artirict bir etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Negatif AAG degeri, ERIS
sunucusunun esik degerine gore bakildiginda bu varyantin TGFB1 proteininin katlanma
enerjisini arttirict yonde etki yaratarak daha stabil bir yapiya doniisecegini gostermektedir. Bu
durum, H312Y varyantinin TGFB1 islevi iizerinde diizenleyici bir gorev alacagini
diistindiirmektedir. Ancak, bu varyantin diger proteinlerle nasil bir etkilesim i¢inde oldugu
deneysel caligmalarla dogrulanmasi gerekmektedir. P363R (AAG = -0.03) ve Y328C (AAG =
-0.08) varyantlarinin ise protein stabilitesi lizerinde 0 sonucuna yakin olmalarindan dolay1 az
bir etkisi oldugu anlasilmistir. Bu P363R, Y328C varyantlarinin diisik AAG (kcal/mol)
degerleri, TGFB1 proteininin yapisal ve islevsel 6zelliklerinde bariz bir farkliliklara neden

olmadig1 gostermektedir.
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HOPE analizinde, TGFB1 proteinindeki 11 patojenik varyantin biyokimyasal olarak
farkliliklarint degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Yapilan analiz, varyantlarin boyutlarinda,
akimlarinda ve hidrofobiklik gibi biyokimyasal durumlarinda olusan degisikliklerini tespit
ederek, bu degisikliklerin TGFB1 proteininin kimyasal yapisinda ve islevsel etkinligi lizerindeki
durumu anlamak i¢in fayda saglamistir. HOPE analiz sonuglari EK-8 kisminda verilmistir.
HOPE analiz sonuglarma gore, V339D, P363R, M382T, C387G, Y328C ve RS50C
varyantlarinin WT proteinine gére boyut olarak daha kii¢iik oldugu goézlemlenmistir (Tablo
4.4). Bu boyut degisimi, proteinin ii¢ boyutlu kimyasal yapisinda sterik tikanmalara neden
olabilir ve TGFPB1 proteinin katlanma durumunu veya diger molekiillerle olan biyolojik
etkilesimlerini degistirebilir. Ayn1 zamanda, M382T, C387G, Y328C varyantlarin TGFp1
proteininin olgun kisminda sinyal iletiminde veya protein-protein etkilesimlerinin saglandigi
kistmda yer almalart boyutsal kiiclilme nedeniyle bozulmalara sebebiyet verecegi
ongoriilmektedir. Bu varyantlarin patojenik durumlarinin, 6zellikle TGFB1 geninin hiicre
proliferasyonu gibi kanserde onemli siire¢lerdeki roliinii bozacag: diisiiniilmektedir. H312Y
varyantinin mutant formda daha biiylik bir boyuta ulastig1 tespit edilmistir. Bu boyut artisi
sonucunda, proteinin konformasyonel durumunda farkliliklara yol agarak yine ayni sekilde ve
sterik etkilerdeki degisiklik sebebiyle TGFB1 proteininin diger proteinlerle olan baglanma
bolgelerinde degisiklik yaratabilir. Ayrica, ERIS analizinde de H312Y varyantinin stabilize
yoniindeki etkisi (AAG = -6.07), protein stabilitesi iizerinde artis gergeklestirecegi ve TGFB1
geninin islevsel durumunu destekleyebilecegi yoniinde diisiiniilebilir. Elektrik yiikii yani akimi
acisindan sonuglar incelendiginde, V339D patojenik varyantinin nétr durumdan negatif yiike,
P363R patojenik varyantinin ise notr durumdan pozitif yiike gegis yaptigi tespit edilmistir. Bu
tiir yiik degisimi durumlarinda, ilgili proteinin elektrostatik etkilesim durumlarinda ve iyonik
bag olusumu siireglerinde onemli olabilecek farkliliklara neden olabilir. Mesela, V339D
patojenik varyantinin negatif yiik kazanim durumu, proteinin diger biyomolekiillerle olabilecek
elektrostatik etkilesim iliskisini arttirabilecek duruma gelebilir veya tam tersi bozabilir.
Boylece, TGFB1 geninin reseptdr baglanma afinitesini veya sinyal yolagindaki iletimini
degistirerek kanser siirecinde yer alabilir. Ayn1 sekilde, P363R patojenik varyantindaki pozitif
yiikke ge¢is durumu, TGFB1 proteininin iyonik bag iliskilerinde degisim yaratarak islevsel
sonuglara neden olabilir. Bu tiir degisiklik durumlarinin, TGFB1 geninin hiicre i¢i sinyalizasyon
gorevi 1lizerinde patojenik sayilabilecek etkilere neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Hidrofobiklik agisindan analiz sonuglar1 incelendiginde, V339D, P363R, M382T ve C387G
patojenik varyantlarinda gézlemlenen hidrofobiklik durumundaki azalma , H312Y ve Y328C
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patojenik varyantlarinda hidrofobiklik durumlarinda artis goriilmiistiir. Hidrofobiklikteki bu
tir degisiklikler, TGFf1 proteinin hidrofobik ¢ekirdegindeki stabilitik durumu veya yiizeydeki
etkilesimlerini degistirebilir. Mesela, V339D ve C387G gibi patojenik varyantlardaki
hidrofobik durumlarindaki azalma, TGFB1 proteinin katlanma stabilitesinde eksi durumlar
yaratabilir ve bu durumda ERIS analizinde tespit edilen C387G (AAG > 10) gibi yiiksek
destabilize edici etki gosteren varyantlarla da uyumlu sonug¢ gostermektedir. Diger yandan,
H312Y patojenik varyantindaki hidrofobiklik durumundaki artis, TGFB1 proteinin stabilize
yoniindeki durumunu arti yonde etkileyebilir ve bu H312Y varyantinin TGFB1 geninin
konformasyonel biitiinliiglinii giiclendirebilecegi diisiincesini gii¢lendirir. Bir diger varyant
olan, Y328C patojenik varyantindaki hidrofobiklik durumundaki artis ise, az bir stabilite etki
(AAG=-0.08) gostererek, TGFB1 proteinin yiizeysel etkilesimler kisimlarinda lokal bazh

farkliliklara neden olabilir.

MutPred-2 analizinde, hastalik fenotipi lizerindeki etkileri 6ngérmek ve TGFB1 geninin
nsSNP’leri ile olusan amino asit degisimlerinin neden oldugu molekiiler mekanizmalari
belirlemek amacli ¢alisma yapilmistir. Bu analiz degerlendirmesi yapilirken, I-TASSER’a
gonderilen her sorgu dizisi, her biri kendi C-skoruna sahip bes olas1 yapisal model iiretmektedir.
Bu C-skoru, ne kadar yiiksekse yapisal modelin giivenilirligini o derece artmaktadir. En ytiksek
C-skorlarma sahip yapilar segildi. Bu secilime gore TGFB1_WT (-0.39) gore en yiiksek C-
skoru L260P varyant1 (-0.31) ve molekiiler mekanizmasinda “stabilitede degisiklik (olasilik =
0.30, P-degeri = 5.5e-03)” degisikligi tespit edilmistir (Tablo 4.7). Diger MutPred2 skoru olan
ve olgun TGFf1 bolgesinde yer alan L298P varyanti da zincir kayb1 (olasilik = 0.27, P = 0.02)
ve C293’te disiilfit bagr kazanimi (olasilik = 0.19, P = 0.02) gostermistir. Olgun TGFB1
bolgesinde yer alan diger varyantlar sirasiyla MutPred-2 skoru 0.846 olan V339D molekiiler
mekanizmada “helix kazanimi (olasilik = 0.29, P = 0.02), zincir kaybi (olasilik = 0.28, P =
0.01), Y336’da siilfatlanma kazanci (olasilik = 0.04, P = 0.01)” , MutPred-2 skoru 0.880 olan
P363R varyantinda “P-363’te ADP-ribozilasyonunun kazanci (olasilik = 0.021, P = 0.03)” ,
MutPred-2 skoru 0.918 olan M382T varyantinda “¢oziiciiyle temas kazanci (olasilik = 0.32, P
= 4.9¢-03)”, MutPred-2 skoru 0.915 olan C387G varyantinda “yapisal diizensizlik kazanci
(olasilik = 0.35, P = 0.02), ¢oziiciiyle temas kazanci (olasilik = 0.32, P = 4.3e-03), MutPred-2
skoru 0.868 olan H312Y varyantinda “¢oziiciiyle temas kazanci (olasilik = 0.33, P = 4.3e-03),
W308’te allosterik bolge kazanci (olasilik = 0.26, P = 0.01), Y317’de katalitik bolge kaybi
(olasilik=0.16,P=10.02)" , MutPred-2 skoru 0.843 olan Y328C varyantinda “C326°da katalitik
bolge kazanimi (olasilik = 0.28, P = 2.3e-03), C326°da disiilfit bag1 kazanimi (olasilik = 0.20,
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P = 0.02)”, MutPred-2 skoru 0.894 olan C387S varyantinda “yapisal diizensizlik kazanci
(olasilik = 0.40, P = 7.7e-03), ¢oziicliyle temas kazanci (olasilik = 0.35, P = 1.4e-03), C387°de
distilfit bag1 kayb1 (olasilik = 0.10, P = 0.05), C387’de katalitik bolge kazanimi (olasilik = 0.28,
P = 0.05) tespit edilmistir. Straightjacket bdlgesinde yer alan ve MutPred-2 skoru 0.670 olan
R50C varyantinda “diizensiz ara ylizeyde degisiklik (olasilik = 0.21, P = 0.03)”, bir diger
Straightjacket bolgesinde yer alan MutPred-2 skoru 0.834 olan 149S varyantinda “yapisal
diizensizlik kazanci (olasilik = 0.45, P = 4.1e-03)” tespit edilmistir. Sonug olarak, MutPred2
analizi, 11 patojenik varyantin hepsinin TGFf1 geni iizerinde yapisal veya islevsel 6zelliklerini

etkileyebilecegini gostermektedir.

Bu I-TASSER analizi ¢alismasinda, TGFB1 genindeki 11 patojenik varyantin (V339D,
P363R, C387G, H312Y, L298P, R50C, M382T, L260P, Y328C, 149S, C387S) WT proteini
esas alarak ii¢ boyutlu (3B) yapisal degisikliklerindeki durumlar degerlendirilmistir (Tablo
4.5). I-TASSER analizi, protein yapilarinin 3B modellenmesi ve patojenik varyantlarin yapisal
etkilerindeki degisimleri tahmin etmek i¢in kullanilan bir in silico aragtir. -TASSER analizinde
Olciit olarak C-skoru olduk¢a 6nemlidir; ¢iinkii olusturulan 3B yapisal modellerin dogrulugunu
6l¢mede kanit sunar. Yiiksek bir C-skoruna sahip yap1 modeli, o modelin dogruluk seviyesini
vermektedir. Bu tez calismasinda elde edilen analiz sonuglari, 11 patojenik varyantlarin TGF1
geninin yapisal durumunda farkli derecelerde farkliliklara neden oldugunu ortaya ¢ikarmaistir.
Analiz sonuglarma gore, L260P patojenik varyanti en yiiksek C-skoruna (-0.31) sahip oldugu
tespit edilerek olusturulan bu 3B yapisal modelin en yiiksek dogruluga sahip oldugu
anlagilmistir. Bunu sirasiyla takip eden patojenik varyantlar R50C (-0.27), Y328C (-0.26),
C387S (-0.25), H312Y (-0.23), M382T (-0.20), P363R (-0.19), C387G (-0.19), L298P (-0.18),
V339D (-0.17) ve 149S (-0.06) olmustur. Tiim bu patojenik varyantlar i¢in elde edilen C-
skorlar1 sonuglarinin negatif degerlerde olmasi, I-TASSER aracinin skorlama algoritmasinda
kaynakli beklenen bir olaydir; fakat, bu analiz degerlerin yliksek sonuglarda olmasi, olusturulan
yapisal modellerin genel olarak dogrulugunun yiiksek oldugunu gdstermektedir. Ozellikle
L260P, R50C, Y328C ve C387S patojenik varyantlarinin yiliksek olan C-skorlari, bu
varyantlarin 3B yap1 modellerinin giivenilir bir sekilde yapisal modellendigini ve TGFp1
genindeki yapisal olarak gerceklesen farkliliklarin giivenilir bir sekilde analiz edilebilecegini
ortaya koymaktadir. -TASSER analizindeki varyantlarin neden oldugu TGFp1 proteininin 3B
yapisinda farkliliklar, proteinin islevsel etkilerini degistirebilecegini diisiindiirmektedir.
Mesela, L260P patojenik varyantinin yiiksek ¢ikan C-skoru, bu patojenik varyantin TGFp1

proteinin katlanma veya konformasyonel etkilerinde 6nemli farkliliklara neden olabilecegini
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diisiindiirmektedir. Onceki analiz olan ERIS analizi ile uyumlu olarak, L260P patojenik
varyantinin orta derecede goriilen destabilize edici etkisi (AAG = 6.60) oldugu tespit edilmisti.
Bu durum, L260P varyantinin TGFB1 protein stabilitesini azaltma yaratarak yapisal olarak
biitlinliigli degistirebilecegini ve bundan 6tiirii TGFB1 geninin sinyal iletim mekanizmasini
degistirecegi anlagilmaktadir. Aynmi sekilde, ERIS analizinde ¢ikan C387G ve C387S gibi
yiiksek olarak degerlendirilen destabilize edici etkilere sahip varyantlar (AAG > 10) i¢in I-
TASSER analiz sonuglari, bu C387G ve C387S varyantlarinin TGFB1 proteinin 3B yapisal
etkisinde onemli konformasyonel farklilik yaratarak kanser ve diger baglantili hastalik
stirecinde rol alabilecegini desteklemektedir. Yapilan HOPE analiziyle iliskili olarak, V339D,
P363R, M382T ve C387G patojenik varyantlarinin boyutlarindaki ve hidrofobiklik
durumlarindaki azalma ve elektrik yiikii (akimlarinda) farklilik olabilecegi tespit edilmisti. I-
TASSER analiz sonuglari, bu V339D, P363R, M382T ve C387G varyantlarin 3B yapisal
modelleme degisikliklerini daha kapsamli bir sekilde ortaya ¢ikararak, biyokimyasal olarak
gerceklesen degisikliklerin TGFB1 proteinin katlanma kisimlarinda veya yiizey kisimlarindaki
molekiillerle olan etkilesim alanlarinda nasil bir sonuca neden olabilecegini gostermektedir.
Ornek olarak, V339D patojenik varyantinin notr durumdan negatif yiik durumuna gecisi ve
hidrofobiklik etkisindeki azalmasi, I-TASSER tarafindan olusturulan modellerinde TGFf1
proteinin yiizeydeki 6zelliklerinde elektrostatik yonden farkliliklara neden olabilir, bu durum
neticesinde TGFp1, ilgili reseptorlerine (TGFBR1, TGFBR2) baglanma veya dimerizasyon gibi
asamalar1 degistirebilir. H312Y patojenik varyanti, daha dnceki ERIS ve HOPE analizlerde
olan stabilize edici etkisi (AAG = -6.07) ve hidrofobiklik durumundaki artis1 tespit edilmisti.
I-TASSER analizinde H312 varyantinin C-skoru (-0.23), bu varyantin olusturulan 3B yapisal
modelinin gilivenilir olabilecegini ve TGFB1 proteinin 3B yapisinda stabilize edici yonde
farkliliklara sebebiyet verecegini diisiindiirmektedir. Bu H312Y varyantin mutant formda daha
biiylik bir boyuta gelmesi, TGFB1 proteinin konformasyonel durumunda arti yonde bir
diizenlemeye neden olabilir ve TGFB1 geninin iglevsel olarak etkisini artirabilir. [49S patojenik
varyantinin ise [-TASSER sonuclarinda en diisiik C-skoruna (-0.06) sahip olmasi, bu patojenik
varyantin yapisal modellemesinde daha diisiik bir dogruluk oldugunu belirtmektedir. Ayni
zamanda, ERIS analizinde yapilan sonuca gore 149S varyantinin yiiksek destabilize edici etkisi
(AAG > 10) oldugu tespit edilmisti. Bu durum neticesinde, 149S patojenik varyantinin TGFfB1

protein yapisinda 6nemli olabilecek degisikliklere neden olabilecegini diisiindiirmektedir.
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5.4. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, TGFB1 genine ait biyoinformatik nsSNP verileri esas alinarak 6nemli
sonuglar elde edilmis olsa da, bu sonuglarin kesinliginin ve giivenirliliginin artirilmasi igin
TGFp1 geninin fonksiyonunun in vitro yontemlerle (hiicre kiiltiirii, gen ekspresyon ¢aligmalari,
rekombinant plazma yontemleri vs.) daha ayrintili olarak laboratuvar ortaminda incelenmesi

gerekmektedir.

Ayrica, in siliko araglarin manuel olarak esik deger belirlenip analizler gerceklestirilmistir.
Optimizasyon ¢alismasi, esik degerlerin TGFB1 genine 6zgii biyolojik 6zellikleri dikkate alarak
kalibre edilmesini saglamaktadir. Ornegin bir optimizasyon g¢aligmasi olarak Alici Isletim
Karakteristigi Egrisi (ing. Receiver Operating Characteristic, ROC) analizi veya daha yenilikg¢i
makine O0grenimi tabanli yontemler g¢alisilarak esik degerlerin hassasiyeti ve ozgulligi
acisindan daha giivenilir sonuglar c¢ikartilabilir. Bu tiir optimizasyon caligmalari, yanlis
patojenite siniflandirmasini azaltarak klinik kisimda karar alma durumlarinda daha net sonuglar

verilebilir.
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rs2123103533
rs201055697

rs151105395

rs199882566
rs746228911
rs779534698
rs201430293

rs2123098956 |
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TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1
TGFB1

D226N
S227N
R228K
R228S
D229G
G238R
F239I

T240A
T241A
T241|
G2425
R25G
12505
R25Q
H251R
G2525
R255W
R255Q
R255L
L259
L260P
M261L
M261T
M2611
P264L
A268V
H270Y
R275Q
R277C
R277H
R278G
D281N
§287C
G29R
G29R
S288F
T289A
T289M

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

41848111
41848107
41848104
41848103
41848101
41848075
41847933
41847930
41847930
41847927
41847926
41847924
41858877
41847899
41858876
41847896
41847894
41847885
41847884
41847884
41847873
41847869
41847867
41847866
41847865
41847857
41847845
41847840
41847824
41847819
41847818
41847816
41847807
41847789
41858865
41858865
41838184
41838182
41838181

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

41342206
41342202
41342199
41342198
41342196
41342170
41342028
41342025
41342025
41342022
41342021
41342019
41352972
41341994
41352971
41341991
41341985
41341980
41341979
41341979
41341968
41341964
41341962
41341961
41341960
41341952
41341940
41341935
41341919
41341914
41341913
41341911
41341902
41341884
41352960
41352960
41332279
41332277
41332276

2963600
2415689
2996320
1380392
2884647
803560
1029928
1389042
1422888
1972775
1431578
2072152
2112648
2048181
2800888
2898901
2876363
3007487
1907528
2788190
2750314
1490438
1930104
963045
2964956
1467482
2812615
2632666
2099663
2114206
2102313
1416735
1478546
2110344
2414800
1358332
2013824
2068765
1932954

3117466
1940796
3163028
1421214
3053658
791931

1018582
1476622
1412781
2033203
1490875
2120092
2167930
2107367
2962868
3060536
3035633
3158784
1955673
2939398
2919272
1433507
1991576
950803

3117523
1356989
2975847
2797106
2147221
2172100
2165358
1487475
1429782
2160464
1947303
1460631
2067907
2129854
1985372

rs771288773
rs1454205854
rs569594975
rs148552731
rs148552731

rs72480424

rs2123098293

rs2038060686

rs146182311

rs1599888650
rs1348401868

rs200868154
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TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFB1
TGFB1
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFBI
TGFB1
TGFB1
TGFB1

629
V295M
R2966
298P
13007
D301
R303H
A
(309R
31V
K312y
E313K
B3130
K315
PO
Y328

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

41858864
41838164
41833161
41838154
41838148
41838146
41838139
41858859
4183811
41838116
41838113
41838110
41838108
41838103
41838074
41838064

19
19
19
19
19
19
19
1
1
19
19
19
19
19
19
1

41352959
41330059
4133225
4133049
4133043
41332041
41332034
41352054
41330216
IRV
41332208
41332005
41332003
4133198
41332169
41332159

1461638
2763957
245238
1506364
1972017
1365198
199873
1356361
2015218
2743656
1061718
2606638
2148803
1383975
1917611
2760940

1494581
1929816
1907298
1430288
2029446
150242
2044812
1348412
2068016
2903849
1051331
L
1881130
147N
19678%
1918234

199758500 |

152123080457
rs2037941311

1561761349

rs2123080343

15199516461
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EK-4

SIFT ve PROVEAN ANALIZ VERILERI

PROTEIN ID  PROTEIN KONUMU VE DEGISIMI PROVEAN TAHMIN SKORU #SEQ #CLUSTER SIFT SKOR TAHMINI MEDYAN_INFO  #SEQ

ENSPQ0000221930 334 T M -3.18 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.87 137
ENSPQ0000221930 335 Q R -1.09 Neutral 220 30 0.072 Tolerated 2,87 136
ENSP00000221930 338 K T -1.95 Neutral 220 30 0.314 Tolerated 2.87 136
ENSP00000221930 339 Vv D -5.18 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.87 136
ENSP00000221930 341 A T -1.81 Neutral 220 30 0.039 Damaging 2.87 136
ENSPQ0000221930 341 A S -0.54 Neutral 220 30 0.879 Tolerated 2,87 136
ENSP00000221930 344 N T -3.41 Deleterious 220 30 0.002 Damaging 2.87 136
ENSP00000221930@ 354 P S -6.33 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.88 134
ENSPQ0000221930 360 A v 0.04 Neutral 220 30 0.396 Tolerated 2.88 134
ENSPQ0000221930 363 P R -7.00 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2,87 135
ENSP00000221930 366 I v -0.77  Neutral 220 30 0.000 Damaging 2,87 134
ENSPQ0000221930 367 ) M -0.33  Neutral 220 30 0.095 Tolerated 2.87 134
ENSPQ0000221930 367 ) L 0.46 Neutral 220 30 1.000 Tolerated 2.87 134
ENSPQ0000221930 370 ) L -1.53  Neutral 220 30 0.073 Tolerated 2,87 134
ENSP00000221930 377 E K -3.00 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,87 134
ENSP00000221930 38 M T -2.89 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2.86 124
ENSPQ0000221930 381 N H -3.75 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.87 134
ENSPQ0000221930 381 N S -3.75 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,87 134
ENSP00000221930 382 M T -4.50 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,87 134
ENSPQ0000221930 383 I F -2.79 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2.88 132
ENSPQ0000221930 385 R G -3.37 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2,88 131
ENSPQ0000221930 385 R H -2.43  Neutral 220 30 0.001 Damaging 2,88 131
ENSP00000221930 387 C G -8.48 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,86 129
ENSPQ0000221930 387 c S -7.12  Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.86 129
ENSP00000221930 39 E A -3.36 Deleterious 220 30 0.016 Damaging 2.86 124
ENSP00000221930 4 S F -0.56 Neutral 220 30 0.000 Damaging 4,32 10
ENSP00000221930 41 v G -3.50 Deleterious 220 30 0.016 Damaging 2,86 124
ENSP00000221930 5 G R -0.45 Neutral 220 30 0.000 Damaging 4,32 10

ENSP00000221930 49 I S -4.24 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.86 124
ENSP@0000221930 50 R C -5.66 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,86 124
ENSP00000221930 51 G R -5.39 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2,86 124
ENSP00000221930 53 I T -3.84 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.86 126
ENSP@0000221930 57 L M -1.49  Neutral 220 30 0.000 Damaging 2.86 126
ENSP@0000221930 60 A G -1.12  Neutral 220 30 0.081 Tolerated 2,87 126
ENSP00000221930 61 S R -0.97 Neutral 220 30 0.053 Tolerated 2.86 127
ENSP00000221930 62 P T -3.45 Deleterious 220 30 0.068 Tolerated 2.86 127
ENSPQ0000221930 64 S T -0.80 Neutral 220 30 0.051 Tolerated 2.89 108
ENSP@0000221930 69 P L -2.30  Neutral 220 30 0.009 Damaging 2,90 124
ENSP@0000221930 7 R L -0.67 Neutral 220 30 0.000 Damaging 4,32 10

ENSP00000221930 71 G D 0.42  Neutral 220 30 0.556 Tolerated 2.87 107
ENSP00000221930 72 P L -1.14  Neutral 220 30 0.179 Tolerated 2.87 106
ENSP@0000221930 81 Y C -6.92 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2,87 130
ENSP00000221930 83 S T -2.24  Neutral 220 30 0.003 Damaging 2.87 130
ENSP00000221930 85 R C -3.14 Deleterious 220 30 0.000 Damaging 2.87 130
ENSP00000221930 86 D H -2.58 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2.87 130
ENSP@0000221930 86 D Y -3.81 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2,87 130
ENSP00000221930 86 D E 1.11  Neutral 220 30 0.923 Tolerated 2.87 130
ENSP@0000221930 91 E K -0.22  Neutral 220 30 0.275 Tolerated 2.9 129
ENSP00000221930 91 E G -2.46 Neutral 220 30 0.029 Damaging 2.90 129
ENSP@0000221930 95 P Q -0.77 Neutral 220 30 0.576 Tolerated 2,85 129
ENSP00000221930 98 E K -0.94 Neutral 220 30 0.099 Tolerated 2.87 130
ENSP00000221930 98 E Q -0.31 Neutral 220 30 0.136 Tolerated 2.87 130
ENSP00000221930 99 P T 0.36 Neutral 220 30 0.727 Tolerated 2.87 130
ENSP@0000221930 99 P S 0.62 Neutral 220 30 1.000 Tolerated 2,87 130
ENSP00000221930 10 P R 0.11 Neutral 220 30 0.109 Tolerated 4,32 10

ENSP00000221930 100 E D -1.11  Neutral 220 30 0.381 Tolerated 2.87 132
ENSP00000221930 101 A Vv -0.79  Neutral 220 30 0.041 Damaging 2.87 132
ENSP00000221930 102 D Y -3.91 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 2.87 132
ENSP00000221930 11 L Q -1.54 Neutral 220 30 0.059 Tolerated 3.47 13

ENSPQ0000221930 113 M T -2.68 Deleterious 220 30 0.001 Damaging 3.4 132
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ENSP00000221930 115
ENSP00000221930 116
ENSP00000221930 120
ENSP00000221930 122
ENSP00000221930 123
ENSP00000221930 124
ENSP00000221930 125
ENSP00000221930 127
ENSP00000221930 129
ENSP00000221930 130
ENSP00000221930 13

ENSP00000221930 131
ENSP00000221930 132
ENSP00000221930 132
ENSP00000221930 133
ENSP00000221930 136
ENSP00000221930 136
ENSP00000221930 137
ENSP00000221930 14

ENSP00000221930 141
ENSP00000221930 143
ENSP00000221930 145
ENSP00000221930 148
ENSP00000221930 151
ENSP00000221930 152
ENSP00000221930 156
ENSP00000221930 161
ENSP00000221930 161
ENSP00000221930 162
ENSP00000221930 167
ENSP00000221930 168
ENSP00000221930 169
ENSP00000221930 173
ENSP00000221930 177
ENSP00000221930 179
ENSP00000221930 184
ENSP00000221930 185
ENSP00000221930 185
ENSP00000221930 19

ENSP00000221930 19

ENSP00000221930 190
ENSP00000221930 191
ENSP00000221930 192
ENSP00000221930 202
ENSP00000221930 204
ENSP00000221930 205
ENSP00000221930 205
ENSP00000221930 209
ENSP00000221930 210
ENSP00000221930 210
ENSP00000221930 220
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-0.51
-0.57
-0.53
0.09
-0.48
0.29
-0.91
0.06
-1.40
-1.03
-2.11
-0.54
-1.24
-1.13
-0.56
-3.97
-2.64
-1.49
-0.10
-0.79
-1.04
0.65
0.21
-0.42
-4.33
-3.88
-1.14
-0.91
1.60
-2.17
-1.02
-2.42
0.19
0.62
-1.12
-1.45
-5.31
-2.12
-2.67
-2.31
0.63
-0.27
-2.74
-0.08
-5.47
-3.67
-4.54
-0.75
-2.54
1.48
-1.47

Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral.
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
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220
220
220
220
220
220
220

0.346
0.329
0.030
0.497
0.986
0.498
0.268
0.666
0.116
0.180
0.002
0.110
0.155
0.081
0.457
0.016
0.081
0.120
0.584
0.074
0.244
1.000
0.269
0.919
0.001
0.000
0.059
0.084
0.744
0.001
0.101
0.000
1.000
1.000
0.098
0.027
0.001
0.057
0.006
0.004
1.000
0.499
0.094
0.124
0.000
0.009
0.002
0.575
0.063
1.000
0.007

Tolerated
Tolerated
Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Tolerated
Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Damaging

Tolerated
Damaging

Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging

Damaging

Damaging

Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
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ENSP00000221930 220
ENSP00000221930 220
ENSP00000221930 221
ENSP00000221930 222
ENSP00000221930 222
ENSP00000221930 226
ENSP00000221930 227
ENSP00000221930 228
ENSP0@000221930 228
ENSP00000221930 229
ENSP00000221930 238
ENSP00000221930 239
ENSP0@000221930 240
ENSP00000221930 240
ENSP00000221930 241
ENSP00000221930 241
ENSP00000221930 242
ENSP00000221930 25

ENSP00000221930 250
ENSP00000221930 25

ENSP00000221930 251
ENSP00000221930 252
ENSP00000221930 255
ENSP0@000221930 255
ENSP00000221930 255
ENSP00000221930 259
ENSP0@000221930 260
ENSP00000221930 261
ENSP00000221930 261
ENSP00000221930 261
ENSP00000221930 264
ENSP00000221930 268
ENSP00000221930 270
ENSP00000221930 275
ENSP0@000221930 277
ENSP00000221930 277
ENSP00000221930 278
ENSP0@000221930 281
ENSP00000221930 287
ENSP00000221930 29

ENSP00000221930 29

ENSP0@000221930 288
ENSP00000221930 289
ENSP00000221930 289
ENSP00000221930 29

ENSP0@000221930 295
ENSP00000221930 296
ENSP00000221930 298
ENSP0@000221930 300
ENSP00000221930 301
ENSP00000221930 303
ENSP00000221930 31

ENSP0@000221930 309
ENSP00000221930 311
ENSP00000221930 312
ENSP00000221930 313
ENSP00000221930 313
ENSP00000221930 315
ENSP00000221930 325
ENSP00000221930 328
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-1.47
-1.58
-0.82
-4.71
-6.10
-0.90
0.90

.99

0.16

-1.58
-5.46
0.31

-0.76
-0.41
-0.48
-1.50
0.26

0.32

-2.32
-0.10
0.09

0.64

-3.63
-0.66
-2.04
-0.93
-4.34
-2.22
-4.04
-3.06
-8.50
-0.64
-2.52
-3.33
-5.31
-3.27
-5.38
-3.14
-2.41
-2.03
-2.03
-3.48
-1.07
-1.00
-0.28
-1.44
-5.90
-6.10
-4,31
-5.38
-4,13
-2.05
-2.04
-0.72
-5.07
-2.18
-2.35
-1.86
-1.72
-1.25

Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Neutral
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Deleterious
Neutral
Neutral.
Neutral
Deleterious
Neutral
Neutral
Neutral
Neutral
Deleterious
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220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220
220

0.007
0.091
0.185
0.004
0.006
0.610
1.000
1.000
0.394
0.251
0.001
0.896
0.209
0.363
0.555
0.179
0.685
.528
021
.078
.174
.000
003
.244
.239

>

-
—
-~

.001
.004
.148
002
.000
.426
.041
000
.000
.001
.000
.007
.020
.025
025
.002
.687
.098
660
.004
.001
.000
.000
.001
.001
006
.090
175
.000
058
.004
.005
.515
.000
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Damaging
Tolerated
Tolerated
Damaging
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Damaging
Tolerated
Damaging
Damaging
Tolerated
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Tolerated
Tolerated
Tolerated
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Damaging
Tolerated
Tolerated
Damaging
Tolerated
Damaging
Damaging
Tolerated
Damaging
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137
137
137
137
137
137
138
137
137
138
139
138
139
139
137
137
133

136
78

135
135
137
137
137
139
139
139
139
139
139
138
138
138
138
138
138
138
138
114
114
138
138
138
114
138
138
138
138
138
138
120
138
138
138
138
138
138
138
138



EK-5 POLYPHEN-2 ANALIiZ VERILERI

Varyant

T334M

Q335R
K338T

V339D

A341T

A341S

N344T

P354S

A360V

P363R

1366V

V367M

V367L
V370L

E377K

M38T

N381H

N381S

HumDiv Skor

0.999

0.738

0.866

1.000

1.000

0.886

0.996

1.000

0.019

1.000

1.000

0.999

0.012

0.219

1.000

0.999

1.000

1.000

Sonu¢

Probably
Damaging

Possibly Damaging

Possibly Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Possibly Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Benign

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Benign

Benign

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging
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Hassashk

0.14

0.85

0.83

0.00

0.00

0.82

0.55

0.00

0.95

0.00

0.00

0.14

0.96

0.91

0.00

0.14

0.00

0.00

Duyarhhk

0.99

0.92

0.93

1.00

1.00

0.94

0.98

1.00

0.80

1.00

1.00

0.99

0.78
0.88

1.00

0.99

1.00

1.00



M382T

I383F

R385G

C387G

C387S

E39A

S4F

V41G

G5R

149S

R50C

G51R

I53T

L57M

A60G

S61R

P62T

S64T

P69L

R7L

1.000

0.999

1.000

1.000

1.000

1.000

0.981

1.000

0.006

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0.036

0.109

0.053

0.002

0.872

0.998

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Benign

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Probably
Damaging

Benign

Benign

Benign

Benign

Possibly Damaging

Probably
Damaging
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0.00

0.14

0.00

0.00

0.00

0.00

0.75

0.00

0.97

0.00

0.00

0.00

0.00

0.00

0.94

0.93

0.94

0.99

0.83

0.27

1.00

0.99
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EK-6 FATHMM-XF ANALIZ VERILERI

# Chromosome Position Ref. Base Mutant Base Coding Score
19 41331065 C G 0.819538 — pathogenic
19 41331066 A C @.938865 —_ pathogenic
19 41331071 C i3 0.104110 — benign

19 41331072 G C 0.704962 - pathogenic
19 41331078 T A 0.250888 - benign

19 41331080 A G 0.884979 — pathogenic
19 41331083 T C @.730149 - pathogenic
19 41331084 i G 8.747140 - pathogenic
19 41331096 C T 0.872206 - pathogenic
19 41331117 C G @.368124 - benign

19 41331126 C T 0.065129 - benign

19 41331126 C G @.105462 - benign

19 41331129 i ¥ C 0.914114 - pathogenic
19 41331137 G C @.921755 - pathogenic
19 41331146 G A @.057816 - benign

19 41331165 G A 0.918082 —_— pathogenic
19 41331194 T G @.792553 - pathogenic
19 41331204 C T @.245350 -- benign

19 41331204 C A 0.271134 == benign

19 41331209 A T 8.961201 - pathogenic
19 41332129 T G 9.252781 - benign

19 41332138 T C 0.388865 - benign

19 41332141 G A @.275608 - benign

19 41332159 T C 0.823398 - pathogenic
19 41332169 G C @.199563 - benign

19 41332198 T C 0.212930 - benign

19 41332203 C A @.373573 - benign

19 41332205 C T @.629095 - pathogenic
19 41332208 G A 0.923021 - pathogenic
19 41332211 T C 0.707816 — pathogenic
19 41332216 T C 0.524072 - pathogenic
19 41332234 C T 0.816100 e pathogenic
19 41332241 C G 0.808064 _— pathogenic
19 41332243 A G 8.939597 - pathogenic
19 41332249 A G 0.901227 - pathogenic
19 41332256 G C @.668196 —_ pathogenic
19 41332259 C T @.156148 - benign

19 41332276 G A @.088226 — benign

19 41332277 T G @.056827 - benign

19 41332279 G A @.451318 == benign

19 41341884 T A 0.205872 - benign

19 41341902 C T @.755386 - pathogenic
19 41341911 G C @.388966 — benign

19 41341913 C T @.445570 — benign

19 41341914 G A 8.753270 - pathogenic
19 41341919 C T @.492346 - benign

19 41341935 G A 8.520979 - pathogenic
19 413419490 G A @.843263 - pathogenic
19 41341952 G A 0.703341 - pathogenic
19 41341960 C G 0.698735 - pathogenic
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EK-7 SNP&GO ANALIZ VERILERI

Protein Varyant Patojenite Tahmin Skoru Tahminin glvenilirlik seviyesi (RI)
P01137 K309R Pathogenic 0.7084826762246117 4
P@1137 R85C Pathogenic 0.9325077399380804 9
P01137 H167D Pathogenic 0.7767145135566188 6
P01137 K161N Pathogenic 0.5404411764705884 1
P01137 H129R Benign 0.32827324478178366 3
P01137 K125R Benign 0.2648648648648648 5
P@1137 H312Y Pathogenic 0.9304662379421221 9
P@1137 E39A Benign 0.26562500000000006 5
P@1137 L298P Pathogenic 0.9814814814814815 10
P01137 T137K Benign 0.4113636363636364 2
P01137 F124V Benign 0.22937625754527163 5
P@1137 P325A Pathogenic 0.7084826762246117 4
P01137 R185W Pathogenic 0.9301310043668122 9
P@1137 D229G Pathogenic 0.7191151919866443 4
P01137 D191N Benign 0.14873603762492651 7
P01137 N177D Benign 0.16747337850919652 7
P@1137 N381H Pathogenic 0.7405857740585774 5
P01137 S220R Pathogenic 0.6153846153846154 2
P01137 G5R Benign 0.05997638724911451 9
P@1137 R228S Pathogenic 0.4838709677419355 (%]
P81137 S287C Pathogenic 0.8909646739130435 8
P@1137 D86H Benign 0.34234234234234234 3
P@1137 R255Q Pathogenic 0.5404411764705884 1
P@1137 S151F Pathogenic 0.5404411764705884 1
P@1137 G29A Benign 0.4113636363636364 2
P@1137 S19@R Benign 0.23890967397113844 5
P01137 E313K Pathogenic 0.8909646739130435 8
P@1137 1366V Pathogenic 0.6239130434782607 2
P01137 A360V Benign 0.2566445182724252 5
P@1137 R156H Pathogenic 0.7191151919866443 4
P@1137 H222R Pathogenic 0.8909646739130435 8
P81137 S31A Benign 0.3610955841252096 3
P01137 E115K Pathogenic 0.7191151919866443 4
P@1137 S4F Benign 0.05997638724911451 9
P@1137 H251R Benign 0.2857142857142857 4
P@1137 T289A Benign 0.2892561983471074 4
P@1137 S130G Benign 0.32827324478178366 3
P@1137 R255L Pathogenic 0.8375478927203065 7
P@1137 E98K Benign 0.23890967397113844 5
P01137 Y328C Pathogenic 0.9529945120496301 9
P@1137 (387G Pathogenic 0.9304662379421221 9
P@1137 V367L Benign 0.4501347708894879 1
P@1137 R255W Pathogenic 0.8597038191738113 7
P01137 M2611 Benign 0.4630321135175504 1
P@1137 V204G Pathogenic 0.5844504021447721 2
P01137 F2391 Benign 0.4630321135175504 1
P@1137 T240P Pathogenic 0.7767145135566188 6
P@1137 R25G Benign 9.1111111111111111 8
P@1137 A60G Benign 0.34234234234234234 3
P@1137 R25Q Benign 0.0886899918633035 8
P@1137 A143V Benign 9.1111111111111111 8
P@1137 N184K Pathogenic 0.6153846153846154 2
P@1137 L162S Benign 0.3760092272202999 2
P@1137 M38T Benign 0.3423913043478261 3
P01137 M113T Pathogenic 0.5145228215767634 (%]
P@1137 V168M Benign 0.3760092272202999 2
P81137 R275Q Pathogenic 0.8909646739130435 8
P@1137 L57M Pathogenic 0.8197358197358198 6
P@1137 D1@2Y Benign 0.2892561983471074 4
P81137 R7L Benign 0.132412672623883 7
P@1137 M382T Pathogenic 0.9529945120496301 9
P@1137 R141Q Benign 0.0967741935483871 8
P@1137 G238R Pathogenic 0.9301310043668122 9
P@1137 S288F Pathogenic 0.8197358197358198 6
P01137 K123E Benign 0.3472222222222222 3
P@1137 I53T Pathogenic 0.9529945120496301 9
P@1137 N381S Pathogenic 0.7191151919866443 4
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0.8597038191738113
0.2566445182724252
0.4630321135175504
0.9529945120496301
0.7767145135566188
0.23890967397113844
0.4222222222222222
0.6239130434782607
0.9534497090606816
0.9550881182490051
0.8909646739130435
0.5145228215767634
0.08120950323974083
0.7767145135566188
0.5404411764705884
0.8909646739130435
0.23890967397113844
0.607661822985469
0.9529945120496301
0.08120950323974083
0.4630321135175504
0.8909646739130435
9.9301310043668122
0.4107142857142857
9.1111111111111111
0.26562500000000006
0.23890967397113844
0.9301310043668122
0.2566445182724252
0.21336032388663967
9.11337030191004313
0.2648648648648648
0.8375478927203065
0.5145228215767634
0.132412672623883
0.21336032388663967
0.9550881182490051
0.5404411764705884
0.8652815013404825
0.7191151919866443
0.7084826762246117
0.4501347708894879
0.7611940298507462
0.9550881182490051
0.9164179104477612
9.21336032388663967
0.3423913043478261
0.3472222222222222
0.4113636363636364
0.23890967397113844
9.21336032388663967
0.7191151919866443
0.23890967397113844
0.26562500000000006
0.05997638724911451
9.6153846153846154
0.7084826762246117
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PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
P0O1137
P0O1137
P0O1137
PO1137
PO1137
P0O1137
P0O1137
P0O1137
PO1137
PO1137
P0O1137
P0O1137
P0O1137
PO1137
P0O1137
PO1137
P0O1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137
PO1137

S127T
T241A
H270Y
P72L

W179R
P354S
Y81C

A268V
G71D

L19P

V367M
R205G
Q335R
R205W
A341T
K161R
12505
E169Q
R278G
A101V
Y132H
S192L
T2411
R277H
D301H
M261T
S61R

N1365
L2591
M261L
R303H
D86Y

P99T

E100D
K173E

Benign
Benign
Benign
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Benign
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Benign
Benign
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Benign
Benign
Pathogenic
Pathogenic
Benign
Benign
Benign
Pathogenic

[ SIS IS IS IS IS IS IS IES IS G B SR SR S B S B IS S S S B S S IS IS S S IS IS S IS IS IS S S

.16747337850919652
.14873603762492651
+3472222222222222
.16747337850919652
.7767145135566188
.6239130434782607
.9550881182490051
.23890967397113844
.3760092272202999
.47395171537484115
.5581395348837208
.4630321135175504
.9304662379421221
.6543778801843316
.3508771929824561
.4630321135175504
.3610955841252096
.8909646739130435
.9529945120496301
.08120950323974083
.34234234234234234
.26562500000000006
.132412672623883
.8375478927203065
.9529945120496301
.7084826762246117
.14873603762492651
.3760092272202999
.22937625754527163
.6153846153846154
.8909646739130435
.2857142857142857
.0967741935483871
.08811104405552203
.7084826762246117
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EK -8 HOPE ANALIZ VERILERI

Kirmizi yapi: mutant
sonrast degisen kisim
Yesil yapi: mutant
oncesi kendi yapist

Varyant Kimyasal Yapisindaki Degisim

V339D

P363R

M382T

95







Y328C

RS0C

149S

C387S




EK-9 MUTPRED-2 ANALIiZ VERILERI

Varyant P-degeri < 0.05 olan molekiiler| p- Olasilik (g- | MutPred-
mekanizmalar degeri |degeri) 2 skoru
Helix kazanim 0.02 0.29
V339D | Zincir kaybi 0.01 0.28 0.846
Y336’da siilfatlanma kazanci 0.04 0.01
P363R | P-363’te ADP-ribozilasyonun kazanci 0.03 0.21 0.880
M382T | Cozinebilirlik kazanci 49 e- 0.32 0.918
03
Yapisal diizensizlik kazanci 0.02 0.35
C387G | Coziinebilirlik kazanci 43 e- 0.32 0.915
03
Coziinebilirlik kazanci 4.3 e- 0.33
03
H312Y 0.868
w3s2'de | allosterik bolge kazanci 0.01 0.26
Y317’de katalitik bolge kaybi 0.02 0.16
Zincir kayb1 0.02 0.27
L298P | C293’te disiilfit bag1 kazanimi 0.02 0.19 0.934
L260P | Stabilitede degisiklik 55e- 0.30 0.943
03
C326°da katalitik bolge kazanimi 23 e- 0.28
03
Y328C 0.843
C326°da disiilfit bagi kazanim 0.02 0.20

98




R50C | Diizensiz ara yiizeyde degisiklik 0.03 0.21 0.670
I49S | Yapisal diizensizlik kazanci 4.1e- 0.45 0.834
03
Yapusal diizensizlik kazanci 7.7 e- 0.40
03
Coziiniirlik kazanci 1.4e- 0.35
C387S 0.894
03
C387de disiilfit bag1 kayb1 0.05 0.10
C387’de katalitik bolge kazanimi 0.05 0.08
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