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OZET

BALIK GOZU HASTALIGI iLE iLISKILENDIRiLEN LCAT GENINDEKI
ZARARLI SNP’LERIN IN SiLiCO YONTEMLER iLE BELIRLENMESI

Balik gozii hastalig, lesitin kolesterol agil transferaz eksikliginin serum serbest kolesterol
seviyesinin ylikselmesine yol agan, olduk¢a nadir goriilen bir kolesterol metabolizmasi
hastaligidir. Giiniimiizde DNA’da kodlanan bdlgelerde ve kodlanmayan bdlgelerde
bulunan SNP’lerin birgok hastalikla iligkisi gosterilmistir. Bunlar arasinda, yanlis anlamli
SNP'ler insanlarda proteinlerin fonksiyonel c¢esitliligi ile sonuglanan amino asit
farkliliklarindan sorumlu olduklari i¢in oldukg¢a 6nemlidir. Bu tez ¢calismasinda in siliko
yontemler kullanilarak bir analiz calismasi yapilmistir. Balik gozii hastaligr ile
iligkilendirilen LCAT genindeki yanlis anlamli SNP’lerin in siliko analizlerini
yapabilmek amaciyla, kullanim1 kamuya agik olan veri tabanlar1 ve ¢evrimici yazilim
araclar1 kullanilmistir. LCAT geninde bulunan SNP’lerin bilgilerine NCBI dnSNP veri
tabanindan ulasilmigtir ve 2836 SNP tespit edilmistir. Bu SNP’lerden yanlis anlaml

olanlar filtrelenmis ve tespit edilen 795 SNP arastirma i¢in se¢ilmistir.

SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, Mutation Assessor, SNAP2 ve PhD-SNP
yazilim araglarinin her birinde ayni anda zararli oldugu tahmin edilen amino asit
degisimleri filtrelenmistir. Toplam 7 adet varyantin tiim programlarda zararli oldugu

tespit edilmistir.

Daha sonra zararli oldugu tespit edilen 7 adet varyantin protein stabilizasyonu tizerindeki
olast etkilerini tahmin etmek amaciyla I-Mutant ve MUpro yazilim araglari kullanilmustir.
I-Mutant 3.0 yazilim araci ile yapilan ¢alismada 7 varyantin da protein stabilizasyonunu

azaltic1 etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

LCAT genine ait yanlis anlamli SNP’ler arasinda zararli/ hastalikla iligkili olabilecegi
belirlenen 7 SNP’nin MUpro ¢evrimigi yazilim araci ile yapilan analiz ¢alismasinda elde

edilen bulgular sonucunda amino asit degisiminin timiiniin protein stabilizasyonunu



azalttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma tanisal ve deneysel caligmalara yol gostermek

amaciyla yapilmistir.

Yiiksek riskli oldugu tahmin edilen SNP’lerin, balik gozii hastaligs ile iligkili deneysel ve

klinik calismalarda oncelikli olarak degerlendirilmesi dnerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Balik gozii hastaligy,, In siliko, LCAT geni, Tek niikleotid
polimorfizmi (SNP)



SUMMARY

IDENTIFICATION OF HARMFUL SNPS IN THE LCAT GENE ASSOCIATED
WITH FISH-EYE DISEASE USING IN SILICO METHODS

Fish eye disease is an extremely rare disease of cholesterol metabolism in which lecithin
cholesterolacyl transferase deficiency leads to increased serum free cholesterol levels.
Today, SNPs located in coding regions and non-coding regions of DNA have been shown
to be associated with many diseases. Among these, missense SNPs are very important as
they are responsible for amino acid differences that result in functional diversity of
proteins in humans. In this thesis study, an analysis study was carried out using in silico
methods. In order to perform in silico analyzes of missense SNPs in the LCAT gene
associated with fisheye disease, publicly available databases and online software tools
were used. Information about SNPs in the LCAT gene was accessed from the NCBI
dnSNP database and 2836 SNPs were detected. Among these SNPs, the missense ones
were filtered and 795 detected SNPs were selected for research.

Amino acid changes predicted to be deleterious were simultaneously filtered out in each
of the SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, Mutation Assessor, SNAP2 and PhD-
SNP software tools.

A total of 7 variants have been found to be harmful in all programs. I-Mutant and MUpro
software tools were used to predict the possible effects of 7 variants, which were later
found to be deleterious, on protein stabilization. In the study conducted with the I-Mutant

3.0 software tool, it was determined that all 7 variants had a reducing effect on protein

stabilization.

As a result of the analysis conducted with the MUpro online software tool, it was
determined that all of the amino acid changes reduced protein stabilization of 7 SNPs that
were determined to be harmful/disease-related among the missense SNPs of the LCAT

gene.



This study was conducted to guide diagnostic and experimental studies. It is
recommended that SNPs predicted to be high risk be evaluated as a priority in

experimental and clinical studies related to fish eye disease.

Keywords: Fish eye disease, In silico, LCAT gene, Single nucleotide polymorphism
(SNP),
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1. GIRIS

Balik gozii hastaligi (FED), lesitin kolesterolagil transferaz (LCAT) eksikliginin serum
serbest kolesterol seviyesinin yiikselmesine yol agan, oldukga nadir goriilen bir kolesterol
metabolizmasi hastaligidir (Ranawaka vd, 2021). Bilateral kornea opakligi, FED’1 ayirt
etmek i¢cin 6nemli bir klinik 6zelliktir ve ilk kez Carlson ve Philipson tarafindan ortaya

konulmustur (Carlson ve Philipson, 1979).

FED, otosomal resesif kalitima sahip, bilateral ilerleyen korneada bulaniklik ve
dislipoproteinemi ile karakterize bir hastaliktir (Rader ve deGoma, 2012; De Smedt vd.,
2001). Kornea opaklig1 geng bireylerde goriilmekte ve korneanin periferinden baglayip
merkezine dogru ilerleyen, gérmede azligina sebep olan kiiciik beyaz, sar1 ve gri renkli
noktalardan olusmus olan belirgin kornea bulaniklig1 vardir (Cogan vd., 1992; Tateno vd.,

2012; Winder ve Borysiewicz., 1982; Gustafson vd., 1979).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), DNA’daki tek bir bazda meydana gelen ve en sik
gozlenen degisikliklerdir. Oldukca bol bulunan ve genom boyunca yayilan SNP’ler,
popiilasyondaki bireysellik, cesitlilik ve hastaliklara yatkinlik gibi bir¢ok faktorle
iligkilidir. Giinlimiizde SNP ile iliskilendirilmis kanser, diyabet, norodejeneratif ve
norogelisimsel bozukluklar gibi birgok hastalik oldugu bildirilmistir; bununla birlikte
FED de bunlardan biridir (Shastry, 2002).

SNP, insan genomundaki en yaygin varyasyon kaynaklarindandir. SNP’lerin biyolojik
etkisiyle bir veya birden fazla hastaliga yatkinlik artabilmektedir. Hastaliga yatkin olmay1
ve hastaligin seyrine etki eden SNP'lerin tanimlanmasi, hasta ve sagliklilarda SNP'lerin
genotiplemesi ve frekanslarinda sistematik farkliliklar aranmasiyla saglanmaktadir

(Harley ve Narod, 2009; Ozkan vd., 2015).

Hastaliklarla iligkili SNP’lerin belirlenmesi i¢in Oncelikle in siliko araglar kullanilarak
SNP’lerin muhtemel zararl etkilerinin belirlenmesi, elde edilen verilere gore genotipleme

caligmalariin planlanmasi giinimiizde terci—h edilmektedir (Poli vd., 2003).
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Gliniimiizde 6zellikle genetik alaninda deneysel siireglere rehber olmak adina yapilmis
bir¢cok in siliko analiz araci bulunmaktadir. Bu araglar; genlerin protein kodlayan
bolgelerinde olusan SNP’lerin sonucunda, protein yapisinda meydana gelen amino asit

degisimlerinin olasi etkilerini tahmin edebilmektedirler (Kong vd., 2008).

SNP, DNA molekiiliiniin herhangi bir par¢asindaki belirli bir konumunda bulunabilen,
sadece tek bir niikleotidin (A, T, G, S) popiilasyondaki bireyler arasinda farklilik
gostermesiyle tamimlanan genetik dizi varyasyonlaridir (Brookes, 2007). SNP’ler
popiilasyonda %1'den fazla bir dagilim siklig1 ile insan genomunda bulunabilen en yaygin
genetik varyasyon tiirii olarak kabul edilmektedir (Marcolino vd., 2016; Wang ve Moult,
2001).

Bu sebeple, genellikle tek baz insersiyon/delesyon varyantlart SNP tanimina dahil
edilmez (Brookes, 1999; Brookes, 2007). SNP’ler DNA’da genlerin kodlanan ve
kodlanmayan dizilerinde veya genler arasi bolgelerde goriilebilir (Kaman vd., 2019).
SNP’ler temel olarak kodlanan ve kodlanmayan DNA bolgelerinde bulunmalaria gore
iki grupta incelenir. Kodlanan bolgede bulunan SNP’ler de es anlamli ve es anlamli

olmayan olarak incelenirler (Chen vd., (2010).

Es anlamli SNP’ler genin kodladig1 protein dizisinde farklilik olusturmazken, es anlaml
olmayan SNP’ler protein dizisinde amino asit farkliligina sebep olurlar (Gebert vd.,
2020). Nokta mutasyonun es anlamli olmayan SNP’lerde amino asit farkliligina sebep
olmas1 yanlis anlamli mutasyona neden olurken, mRNA dizisinde durdurucu kodon

olusturmasi1 anlamsiz mutasyona neden olmaktadir (Yamaguchi-Kabata vd., 2008).

Gilinlimiizde DNA’da kodlanan bolgelerde ve kodlanmayan bdlgelerde bulunan
SNP’lerin bir¢ok hastalikla iliskisi gosterilmistir (Deng vd., 2017; Zhu vd., 2018). Bunlar
arasinda, yanlis anlamli SNP'ler insanlarda proteinlerin fonksiyonel cesitliligi ile
sonug¢lanan amino asit farkliliklarindan sorumlu olduklari i¢in oldukg¢a 6nemlidir (Cargill
vd., 1999).
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2. GENEL BILGILER

2.1.Balik Gozii Hastahig

Balik Gozii Hastalig1 (FED), LCAT eksikliginin serum serbest kolesterol seviyesinin
artmasina neden olan, olduk¢a nadir goriilen bir kolesterol metabolizmasi hastaligidir
(Ranawaka vd, 2021). Bilateral kornea opakligi, FED’in ayiric1 énemli bir klinik
ozelligidir ve ilk kez Carlson ve Philipson tarafindan ortaya konulmustur (Carlson ve
Philipson, 1979). Yogun kornea opasifikasyonu yavas ilerler ve 15 yas ve sonrasinda

ciddi gérme bozukluguna neden olur (Barchiesi vd, 1991).

FED; otozomal resesif kalitima sahip, bilateral ilerleyen kornea bulanikligi ve
dislipoproteinemi goriilebilen bir hastaliktir (Rader ve deGoma, 2012; De Smedt vd.,
2001). Kornea opakligi genc kisilerde goriilmekte ve kornea periferinden merkezine
dogru ilerleyen gérme azligina neden olan kiigiik sar1, beyaz ve gri renkli noktalardan
olusan kornea bulanikligidir (Cogan vd., 1992; Tateno vd., 2012; Winder ve Borysiewicz,
1982; Gustafson vd., 1979).

A

Resim 2.1. Balik Gozii Hastaligi (Kanai vd.,2018).
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FED’de LCAT aktivitesi diigiiktiir. HDL (yliksek yogunluklu lipoprotein)’nin serbest
kolesteroliiniin esterlesememesine ve buna bagli olarak esterlesmemis kolestroliin
dokularda birikimi s6z konusudur. FED, LCAT eksikliginin kismi hastalifi olarak
bilinmektedir (Rader ve deGoma, 2012; De Smedt vd., 2001). FED'li hastalar HDL
partikiillerinde bulunan serbest kolesterolii esterlestiremediginden, kolesteroliin kornea
stromasinda biriktigi diistiniilmektedir. Seffaflik korneanin temel bir optik 6zelligidir ve
serbest kolesterol birikmesi bu seffafligi azaltarak gérme islevini bozabilir (Tateno vd,
2012).

2.2. Polimorfizm

Polimorfizm Latince kdkenli poli (¢oklu) ve morfizmos (sekil) kelimelerinin birlesmesi
ile olusan bir kelime olup ¢ok sekillilik anlamina gelmektedir. Cografi ve etnik farkliliklar
polimorfizmlere neden olabilmektedir. Polimorfizmlerin olugmast etkiledigi genin
fonksiyonuna gore farkli sonuglara sebep olmaktadir. Bir gende SNP’ler fonksiyon
degisikligine yol agmissa aktivite artisi, azalig1 veya disfonksiyona sebep olabilmektedir.
Polimorfizmler  ¢ogunlukla  hastaliklara  yatkinlik nedeni  olabilmektedirler.
Polimorfizmler birgok alanda arastirma konusudurlar. Ornegin; DNA parmak izi
caligmalarinda, = babalik  testinde,  pedigrinin  belirlenebilmesinde, soyun
belirlenebilmesinde, prenatal tanida, farmogenetik caligmalarda, genetik haritalama
calismalarinda, immiinogenetikte, bir¢ok genetik hastaliklarin tanisinda vb. konularda

polimorfizmlerden yararlanilmaktadir (Bozkaya,2009; Teama, 2018).

Polimorfizm, bireyler arasi farkliligin olusmasini saglayan g¢ok kiigiik genetik kod
farkliliklaridir. Kisiye 6zgii genomlarin %99,9’u 6zdestir (Aksoy ve Soydemir., 2017).
Genetik farkliliklarin, bir popiilasyonda %1’den fazla siklikta goriilmesi polimorfizm

olarak adlandirilmaktadir (Genetik Polimorfizmler ve iliskili Hastaliklar, n.d.).

DNA polimorfizm olusma sekilleri; bir veya daha fazla bazda insersiyon (ekleme),
delesyon (silme), inversiyon (yeniden diizenleme) veya tek niikleotid degisimidir.
Delesyon; DNA dizisinden niikleotid silinmesi, insersiyon; DNA dizisine niikleotid
eklenmesi, inversiyon; dizinin tersine ¢evrilmesi, tek niikleotid polimorfizmi ise; dizideki

bir bazin degistigi durumlarda gozlenmektedir. Polimorfizmler, bireyler arasinda
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varyasyonlara sebep olabilmektedir. Bazilarinin sebep oldugu gen kopyalanmasi veya

silinmesiyle birlikte hastaliklara sebep olabilmektedir (Wright, A. F. 2005).
2.2.1 Tek Niikleotid Polimorfizmi

Bireyler arasinda DNA’da tek bir baz dizilimindeki degisiklikler, tek niikleotid
polimorfizmi ya da kisaca SNP olarak adlandirilmaktadir (SNP. (n.d.). Nature.)

Tek Niikleotid Polimorfizimleri (SNP), DNA molekiiliiniin herhangi bir boliimiindeki
spesifik bir konumda bulunabilen, sadece tek bir niikleotidin (A, T, G, S) popiilasyondaki
bireyler arasinda farklilik gostermesiyle tanimlanan genetik dizi varyasyonlaridir. Bu
nedenle, genellikle tek baz insersiyon/delesyon varyantlar: (indeller) resmi olarak SNP
tanimina dahil edilmez (Brookes, 2007). Bu alellerin frekansinin o toplumda % 1 veya
daha fazla olmasi gerekmektedir, % 1’den az olan aleller SNP olarak kabul edilmez

(Lonetti ve ark., 2016).

SNP’lerdeki niikleotid degisim bigimleri; transisyon ve transversiyon seklindedir.
Transisyon; bir piirin bazinin piirin bazina (A,G) veya bir pirimidin bazinin pirimidin
bazina (C,T) degisimidir. Transversiyon ise; bir piirin bazinin pirimidin bazina veya
pirimidin bazimnin piirin bazina dontsimiidir. G>A, C>T transisyonlari, insan

genomundaki SNP’lerin %25’in1 olusturmaktadir (Sonmezoglu, 2010).

SNP’ler DNA’da genlerin kodlanan ve kodlanmayan dizilerinde veya genler arasi
bolgelerde gortilebilir (Kaman vd, 2019). En sik gézlenen SNP’lerin ¢cogu (%75), insan
genomunda kodlanmayan bélgelerde (non-coding region SNPS) olusmaktadir. %25°1 gen
kodlama bélgelerinde (coding region SNPs) olusur. Bunlarin sinonim olmayan ve
sinonim olmak tizere 2 tipi gozlenmektedir. Sinonim olmayan SNP’ler amino asit dizisini
veya diizenleyici dizinin islevini degistirerek gen fonksiyonunu etkilerken, sinonimlerin

amino asit dizileri lizerinde etkileri goriilmemektedir (Harley ve Narod, 2009).

SNP’ler temel olarak kodlanan ve kodlanmayan DNA bdlgelerinde bulunmalarina gore
iki grupta incelenir. Kodlanan bolgede bulunan SNP’ler de es anlamli ve es anlaml

olmayan olarak smiflandirilir (Chen vd, 2010). SNP’ler ifade edilen ve ifade edilmeyen
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DNA bolgelerinde bulunabilmektedirler (KARCICIO, 2006). SNP’lerin birgok ¢esidi

bulunmaktadir .
Promoler
region Intron
rSNP iSNP
(regulatory SNP) (intron SNP) <SNP sSNP
(non-Synonymous) KSynonyrmous)
amino acid N0 amino acid
substitution substitution
Possible phenolype change

Sekil 2.1. Gendeki Pozisyona Bagli Olarak Farkli SNP Tiirleri (Sénmezoglu, O.
A.2010)

Es anlamli SNP’ler genin kodladigi protein dizisinde degisiklik olusturmazken, es
anlamli olmayan SNP’ler protein dizisinde amino asit degisimine sebep olurlar (Gebert

vd, 2020).

Giliniimiizde DNA’da kodlanan bolgelerde ve kodlanmayan bolgelerde bulunan
SNP’lerin bir¢ok hastalikla iliskisi gosterilmistir (Deng ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2018).
Bunlar arasinda, yanlis anlamli SNP'ler insanlarda proteinlerin fonksiyonel ¢esitliligi ile
sonuglanan amino asit degisimlerinden sorumlu olduklari i¢in olduk¢a dnemlidir (Cargill
ve ark., 1999). Fonksiyonel varyasyonlar protein yapisi veya fonksiyonu iizerinde notr
etki edebilir veya bu varyasyonlar zararli etkileri nedeniyle patolojiye yol agabilir
(Capriotti ve Altman, 2011). Insan genom projesi ¢aligmalari sonucunda insanlarda

yaklasik 3 milyon SNP bulundugu bildirilmistir (Russell, 2001).

Oldukca bol bulunan ve genom boyunca yayilan SNP’ler, popiilasyondaki bireysellik,
cesitlilik, hastaliklara yatkinlikla iligkilidir. Tek-¢ift yumurta ikizleri ve kardegler ile
yapilan karsilastirmali ¢aligmalar, genetik varyasyonlarin bir¢ok hastaliga yatkinlikla

iligkili faktorlerden biri oldugunu gostermektedir (Shastry, 2002).
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SNP’lerin genom veya proteinler {iizerindeki etkileri hastalik olusma riskini
arttirabilmektedir (Ozkan ve ark, 2015). Tek niikleotid polimorfizmleri, hastaligin asil
nedeni olmadan yatkinlik olusturarak veya birikimli etki gostererek hastaligin ortaya

cikisini kolaylastirmaktadir (Battaloglu ve Basak, 2010).

GWAS (Genom Boyu iliskilendirme Calismalar1) arastirmalarinda, 200’den fazla
hastalik incelemesi yapilmis ve toplamda 4000’den fazla hastalik-polimorfizm iliskisi
bulunmustur. Calismalarin artmasiyla birlikte bir¢ok hastalikla iligkili risk genleri
bulunmustur. Olusan polimorfizmlerin, 6zellikle protein kodlayan genlerde olusan
SNP’lerin protein islevini degistirmesinin, insan lizerindeki etkileri yadsinamamaktadir

(Aksoy ve Soydemir, 2017).

SNP’ler genlerin ifade edildigi bolgelerinde bulunuyor ise ve amino asit dizilerinde
farkliliga sebep oluyor ise fenotipik farkliliklara yol agabilmektedirler (Sunyaev vd,
1999). Zarar verici etkiler nedeniyle gen regiilasyonu degisebilir, protein yapisi
kararsizlagabilir, protein translasyonu, dinamigi, stabilitesi, yiikli, geometrisi,
hidrofobikligi ve proteinler arasi etkilesimler etkilenebilir (Yates ve Sternberg, 2013;

Petukh ve ark., 2015; Arshad ve ark., 2018).
2.3 Biyoinformatik

Biyoinformatigin ilk kez ortaya ¢iktig: tarih tam bilinemese de Pauling ve Corey’in 1951
yilinda proteinlerin sekonder yapisinin tahmini i¢in yapmis olduklart ¢calisma baslangic
sayllmaktadir. Scientific American dergisinde 1966 yilinda yayimlanan c¢alisma ile
verilerin daha dogru goriintiilenebilmesi i¢in bilgisayarda molekiiler grafiklerin
cizilmesinin gerekliligi vurgulanmigtir. Paulien Hogeweg ve Ben Hesper bilim insanlar1
tarafindan 1970 yilinda “biyotik sistemlerde bilisimsel siireclerin incelenmesi” adli

makale ile biyoinformatik kelimesi kullanilmistir (Lapidus, t.y.).

Biyoinformatik; biyoloji, bilisim teknolojileri ve bilgisayar bilimlerinin disiplinler arasi
caligmasini gerektiren bir bilim dalidir. Gelecek zamanda DNA dizilerinde bulunan
genom diizeyinde saklanan ve gerektigi zaman kullanilan yasam sifresi biyoinformatik

bilimindeki ¢alismalar ile daha hizli ¢oziilebilir ve bu sayede kanserin tani ve tedavisine
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kadar bir ¢ok biyolojik olayin altinda yatan mekanizmalar ¢ézlimlenebilir (Scherer,

2001).

Biyoinformatigin asil amaci ilk basta, biyolojik veri tabanlarinin olusturulmasi ve
verilerin kategorize edilerek muhafaza edilmesi ile ilgili ¢aligmalar yapmak iken,
giiniimiiz kosullarinda gesitli biyolojik verilere ulasim, yeni verilerin veri tabanina girisi
veya mevcut verilerin degistirilmesi ile ilgili veri tabanlarinin olusturulmasi ile gelismis
ve kapsami genislemistir. Mevcutta bulunan biyolojik verilerin normal fizyolojik
sartlarda ve hastalik sirasinda hiicresel olaylarin diizenlenmesinde kullanilmasi amaciyla
birgok biyoinformatik analiz yoOntemleri gelistirilebilmektedir. Biyoinformatik
bilimindeki gelismeler daha ¢ok bu verilerin analizi ve yorumlanmasi ydniindedir.
Niikleotid ve amino asit dizi analizi, proteinlerin islevsel alt birimleri ve protein yap1
analizleri bilisimsel biyoloji ile ¢6ziimlenmektedir. Bu ¢alismalar baslica gesitli tiirlerdeki
biyolojik bilgilere verimli olarak erigim, kullanim ve idaresi i¢in gereken yazilimlarin
gelistirilmesi ve uygulanmasini ve bu ¢alismalar ile gerceklestirilen biiyiik veri kiimeleri
arasindaki iligkilerin degisik algoritmalar ve istatistiksel yontemler ile agiga ¢gikarilmasini

kapsamaktadir (Baxevanis, 2001).

Biyoinformatik; molekiiler biyoloji, medikal biyoloji ve genetik bilgi birikimlerinden
yararlanilip olusturulan bilgisayar programlari kullanilarak sonuclar ¢ikarmamiza ve
boylelikle tanminler yapabilmemize olanak saglamaktadir. Temel amaci, genomu verilen
organizma ile ilgili tiim fonksiyonlarin anlasilmasin1 saglamaktir. Biyoinformatik
yontemler, daha az maliyetli olmasiyla ve kisa siirede verilerin son derece etkin toplanip
sonuca giden adimlar1 hizlandirmasi nedeniyle laboratuvar g¢alismalarina kiyasla biiyiik

avantaj saglamaktadir (Polat ve Karahan, 2009).

Bilimsel ¢alismalar1 yapmak bazi durumlarda uzun zaman ve maliyet almaktadir.
Bioinformatik veritabanlarinin karsilastirmali bilgilerinin kullanilmasi, arastirmanin
spesifikligini arttirarak zaman ve maliyet kazanci saglamistir. Bu kapsamda biyoloji
diinyasinda in siliko terimi gelismistir. In siliko terimi “bilgisayar veya bilgisayar
simiilasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilen” anlamindadir. Biyolojik ¢alismalarda ise
kimyasal maddelerin veya DNA dizi degisikliklerinin etkileri ile ilgili hesaplamalar

yaparak verilerin bilimsel analiz edilmesi ve organizasyonu anlamina gelmektedir.
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In siliko terimi ilk kez 1987 yilinda Christopher Langton tarafindan, Los Alamos Ulusal
Laboratuvari'ndaki Dogrusal Olmayan Calismalar Merkezi'nde yapay yasami tanimlamak

i¢in bir ¢alistaymn duyurusunu iletirken kullanilmistir (Hameroff, S.R., 2014).
2.3.11n Siliko

In siliko galigmalar, bilgisayar ve simiilasyon calismalarii ifade eden biyoinformatik
biliminin alt dalidir. in siliko teknikler, gen ¢alismalari, protein tasarimi, hiicre davranis
modellemesi gibi alanlarda uygulanabilmektedir. In siliko teknikler SNP’lerin olasi
etkilerinin tahmininde de kullanilmakta ve deneysel calismalar 6ncesinde 6nemli veriler
saglamaktadir (Altuntas ve Gok., 2020). In siliko terimi yazili olarak ise bir Fransiz ekip
tarafindan 1990 y1linda kullanilmigtir (Danchin vd., 1991). in siliko teriminin bulundugu
ilk referans kitap boliimii ise Hans B. Sieburg tarafindan 1990 yilinda yayimlanmistir

(Sieburg., 1990).

In siliko teriminin giincel olarak kullandigimiz tanimi 1989 yilinda Meksika Ulusal
Otonomi Universitesinde gorev alan Pedro Miramontes tarafindan New Mexico'daki
“Hiicresel Otomata: Teori ve Uygulamalar” seminerinde yapilmistir (Miramontes.,1992).
Hastaliklarla iligkili olan SNP’lerin belirlenmesi i¢in in siliko araglar kullanilarak
SNP’lerin olas1 zararl etkilerini belirlenmesi ve elde edilen bulgulara gore genotipleme

caligmalariin planlanmasi giiniimiizde tercih edilen yaklagimlar arasinda yer almaktadir

Poli vd, 2003).

Gilintimiizde 6zellikle genetik alaninda deneysel siireclere kilavuz olmak adina yapilmis
birgok in siliko analiz aract mevcuttur. Bu araglar; genlerin protein kodlayan bolgelerinde
gerceklesen tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) sonucu olarak, protein yapisinda
meydana gelen amino asit 2 degisimlerinin olasi ektilerini tahmin edebilmektedirler

(Kong vd., 2008).

Hastaliklarla ilgili SNP’lerin belirlenmesi, ilaglarin ve diger kimyasal maddelerin
viicuttaki etkilerinin bilgisayar modelleri ile tahmin edilmesi isleminde in siliko metotlar
kullanmak maliyet, zaman, hiz bakimindan biiylik avantaj kazandirmaktadir. Cok fazla
verinin ayn1 anda, dogruluk degeri yiiksek olarak analiz edilmesine olanak saglamaktadir

(Yavuz ve Marangoz,2018).
21



2.4 Lesitin Kolesterol Ac¢il Transferaz

Lesitin Kolesterol Acil Transferaz (LCAT) geni, hiicre dis1 kolesterol esterlestirici enzim
olan lesitin kolesterol asiltransferazi kodlar. 1. kromozomun wuzun kolunda
konumlanmistir (16g22.1) ve 440 amino asitlik bir proteini kodlar. Kolesteroliin
taginmasi i¢in kolesteroliin esterlesmesi gereklidir. Bu gendeki mutasyonlarin FED’e ve

LCAT eksikligine neden oldugu bulunmustur (NCBI).

LCAT enzimi, serbest kolesterolil kolesterol esterlerine doniistiirerek olgunlasmis HDL
olusumunu saglar. LCAT geninde 40’tan fazla gok mutasyon tanimlidir. Bu mutasyonlara
gore klasik LCAT eksikligi (tam eksiklik) veya FED (kismi eksiklik) olmak iizere iki
hastaliktan biri ortaya ¢ikar. FED hastalarinda korneada bulaniklik en dnemli bulgudur

(Kastelein vd, 1992; Bourcier vd. 2005).

LCAT, cevre dokularda yer alan artik kolesteroliin karacigere gonderilme hizini arttiran
bir enzimdir. Bu enzimdeki fonksiyonlarin herhangi bir defekti kolesteroliin dokularda
birikmesine sebep olur. Buna bagli olarak kornea bulanikligi, kornea arkusu, ateroskleroz
ve bobrek yetmezligi olusabilir. Korneay: etkileyen serum lipoproteinlerinin anormal
diizeyde azalmasi; LCAT eksikligi, Tangier ve FED hastaliklarinda goriilmektedir
(Cogan vd., 1992; Tateno vd.,2012).

LCAT insan plazmasindaki kolesterol esterlerinin sentezinden sorumludur. LCAT
eksikligi nadir goriilen otozomal resesif kalitimla gegen bir hastaliktir. Hastalarda LCAT
aktivitesinin azalmasi, HDL eksikligi, hemolitik anemi, proteiniiri, bobrek yetmezligi gibi

durumlar goriilebilir (Calabresi ve Franceschini, 2010).

22



2.5. Lipitler

Lipitler, insan hiicreleri ve plazma lipoproteinlerinde kritik rol oynayan bilesenlerdir.
Lipitler, basit yapili veya kompleks yapili olarak ayrilabilmektedir. insan plazmasinda
yer alan baslica lipitler; trigliseritler, fosfolipitler, kolesterol ve esterleridir (Gotto, 2011,
Thompson, 1991).

2.5.1 Trigliseritler

Trigliserit, gliserol ve buna bagli {i¢ yag asidinden meydana gelmektedir. Yag asitleri
doymus, tekli doymamis veya ¢oklu doymamis olabilir. Trigliseritlerin biiyiik miktari

lipoproteinler araciligiyla tasinmaktadir (Dayspring ve Pokrywka, 2010).

Trigliseritler viicutta en ¢ok bulunan kompleks lipitlerdir ve yag dokusunda biiyiik lipit
damlaciklar1 olarak depolanmaktadir. Ayrica trigliseritten zengin lipoproteinler olan
silomikron ve Very Low Density Lipoproteinin (VLDL) i¢inde yapi tasi olarak da
bulunurlar. Trigliseritler hidrolize edilerek yag asitlerine doniistiiriiliip, enerji saglamak

icin viicut tarafindan kullanilabilirler (Mahley, 1993.)

Fosfolipitler, yapisal olarak trigliseritler ile benzerlerdir. Trigliseritlerdeki gliseroliin 3.
karbonundaki yag asiti bir fosfat ve ilaveten alkol gibi bir polar grupla yer degistirilmistir

Fosfolipitler akciger siirfaktan maddenin ana bileseni ve safranin esas komponentidir

(Laker, 1998).
2.5.2. Kolestrol

Insan ve hayvan dokularinda yer alan temel steroller olarak tanimlanir. Kolesterol, polar
bir basa ile apolar hidrokarbon gdvdeye sahiptir. Kolesteroliin polar basindaki 3.
karbondaki -OH grubu 5. ve 6. karbonlar1 arasindaki ¢ift bag, kolesteroliin reaktif
kisimlaridir. Kolesterol 3. karbonundaki —OH grubu esansiyel yag asitleri 6zellikle
linoleik asit ile esterlesir. Bu esterlesmeyi LCAT enzimi katalizler. Besinlerle alinan
kolesterol bagirsak mukoza hiicreleri, karaciger ve bdbrek korteksinde esterlesir.
Kolesterol, organizmada karaciger, safra, bagirsak mukozasi, beyin, sinir dokusu, deri ve

plazmada bulunmaktadir. Saglikli kisilerde total kolesteroliin plazma diizeyi 150-200
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mg/100mL’dir. Plazmada total kolesteroliin 3/4’1 ester, 1/4 ‘Ui ise serbest sekilde yer
almaktadir (Giirdol, 2006).

2.5.2.1. Kolestrol Tarihcesi

Kolesterol ilk kez Fransiz kimyact M.E. Chevreul tarafindan 1815 yilinda insan safra
tagindaki bir bilesen olarak bulunmus ve kolesterin olarak adlandirilmistir. Molekdiler
formiilii 1888 yilinda F. Reinitzer tarafindan C27H460 olarak belirlenmistir.

1932 yilinda kolesteroliin gergek yapisi tam olarak ortaya konulmustur. Kolesteroliin
biyosentezi 1952 yilinda Kondrad Bloch tarafindan 6zetlenmis ve 1964°te Nobel 6diili
almistir (Vance ve Van den Bosch, 2000).

CH3 CHZ CH2 CH3

v 7

Kolesterol CH CH, CH
CHj N
CH3

CH3

HO

Sekil 2.2. Kolestrol Yapisi
(https://acikders.ankara.edu.tr/pluginfile.php/1027/mod_resource/content/1/9.%20L.ipid
%20Metabol%20%28Kolesterol%20Metabolizmas%C4%B1%29.pdf).

Lipitler viicutta enerji dengesi, iireme ve organ fizyolojisi ve hiicresel biyolojinin devami
icin mutlaka gereklidir. Lipitler cok hassas dengeler iizerinde olup bu dengenin bozulmasi

obezite, kalp hastaligi, enflamasyon ve diyabet gibi hastaliklara neden olabilmektedir
(Lee vd., 2003).
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Kolesterol steroid ve alkoliin birlesiminden olusan ve kanda tasinan bir molekiildiir.
Ayrica hiicre membran bileseni olmasinin yani sira; steroid hormon, Vitamin D ve safra
tuzlarmin sentezinde o©nclil molekiildiir. Diyetle alinabildig1 gibi, viicutta da
sentezlenebilir. Kolesterol biyosentezinin ana merkezi karaciger ve santral sinir
sistemidir. Dokulardan emilmeyen kolesterol safra tuzlari seklinde, bagirsaktan ve
deriden atilabilmektedir. Giinliik fekal yolla atilim 550 mg, safra tuzlar olarak 250 mg,
deriden 100 mg civarindadir. Bir giinde 900 mg kolesteroliin endojen olarak sentezi ve

eksojen olarak alinmasi gereklidir (Levy vd., 2007).

2.5.2.2. Kolesterol Sentezi

Kolesterol sentezlenmesi dort evreden olusmaktadir. Birinci evrede ti¢ asetat alt1 karbonlu
mevalonat1 olusturmak iizere yogunlasmaktadir. ikinci evre mevalonatin aktif izopren
birimlerine gevirilmesini icerir. Ugiincii evre ise 30 karbonlu dogrusal yapida skualen
olusturmak igin alt1 adet bes karbonlu izopren biriminin polimerlesmesini igerir.
Dérdiincii evrede skualen halkasal bir yapiya doniisiir ve steroid ¢ekirdegin 4 halkasi
olusur. Sonrasinda; oksidasyon, metil gruplarinin uzaklagsmasi, yer degistirmesi gibi
birtakim degisiklikler sonucunda son iirtin olan kolesterol olusmaktadir (Nelson ve CoX,
2005).

Kolesterol sentezlenebilmesi igin asetil KOA baslangig substratidir. 2 molekiil asetil KoA
birleserek asetoasetil KoA’y1 olusturur. Ugiincii asetil KoA molekiilii yapiya kondanse
olarak 3-Hidroksi-3-Metilglutaril KoA (HMG-KoA) meydana gelir.

HMG-KoA maddesi HMG-KoA rediktaz enzimi ile mevalonik aside doniisiir.
Mevalonik asit bir¢ok reaksiyon sonrasinda kolesterole dontisiir. Hiicre iginde kolesterol
miktar arttikca HMG-KoA rediiktaz enzimi lizerinde negatif feedback olusur ve HMG-
KoA rediiktaz aktivitesi diiserek kolesterol sentezi azalir (Rudney ve Fanini, 1993).
Kolesterol viicutta parcalanarak eliminasyon yapilamayan bilesiklerden biridir ve
kullanim haricinde yalnizca karaciger yoluyla atilabilir.

Karacigerden kolesterol ya dogrudan bagirsaga atilir veya safra asitlerine gevrilerek safra
ile bagirsaga atilabilmektedir (Grundy,1990).

Bagirsaga dogrudan atilan kolesteroliin yarist emilim yoluyla dolasima girerken, diger

yarist digkiyla atilir. Safra asitleri icinde barsaga atilan kolesteroliin %97’si
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bagirsaklardan geri emilir, portal sisteme girer ve karaciger tarafindan tutulur. Safra
asitlerinin geri alinimi azaltilarak safra asidi kaybi saglanirsa, karacigerde safra asidi
yapimi ve kolesterol kullanimi artar, boylece plazma kolesterol diizeyinde azalma olur

(Stone vd., 1985).

2.5.3. Plazma Lipoproteinleri

Plazma lipoproteinleri lipit ve proteinden olusan karmasik molekiillerdir ve suda
¢coziinmeyen kolesterol, trigliserit gibi makromolekiillerin vucut sivilarinda tagimasi

lipoproteinlere baghidir (Gotto, 2011; Yalc¢in ve Cetin, 2001).

Lipoproteinler ilk kez Machebouf tarafindan 1920°1i yillarda tanimlanmistir. Machebouf,
lipoproteinleri ayirmak i¢in amonyum siilfat kullanmistir. 1940'larda ise Onclay ve
arkadaglar1 lipoproteinleri fraksiyonlandirmada Cohn ydntemini kullanmistir. Goffman
ve arkadaglari ise ultra santrifiij yontemini kullanmiglardir. Sonrasinda gelistirilmesiyle
beraber standart bir yontem olusmustur. Hatch ve arkadaslari ise lipoproteinlerin

ayrilmasinda elektroforez teknigini kullanmislardir (Kizildag, 1997).

Lipoproteinler ultra santrifiijleme teknigi ile yogunluklarina gore silomikronlar, VLDL,

IDL, LDL, HDL ve Lipoproteina (Lp(a)) olmak iizere alt1 gruba ayrilirlar.

Kolesteroliin biiytlik bir kism1 LDL vasitasiyla taginmakta; endojen trigliseridler ise asil
olarak VLDL ile taginirlar. Karacigerin disindaki dokulardan karacigere tersine tasinmasi

1se HDL ile gergeklestirilir (Tamer ve ark, 2011).

2.5.3.1. Silomikronlar

Silomikronlar ince bagirsak mukoza hiicreleri tarafindan Uretilmektedir. Besin
maddelerindeki molekiiller, bagirsaklar tarafindan silomikronlara doniistiiriilerek
bagirsaktan karacigere ve periferik hiicrelere tasinir. Silomikronlar esas olarak
trigliseritlerden olugmakta olup yapisina kolesterol, fosfolipit, Apo B-48 ve Apo A’da
dahil olmaktadir. Elektroforezde hareket yetenekleri yoktur ve ¢ogu zaman santrifiije

gerek kalmadan plazmanin {istiinde toplanirlar (Komsuoglu, 1992).
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Yemeklerden sonra kandaki silomikron miktarinin artmasina bagli kan serumunda
bulanik bir gorlinti olusmaktadir (Stein ve Myers, 1994; Bhagavan, 1992).
Silomikronlarin plazmadan temizlenme siiresi ¢ok hizli olup yarilanma Omiirleri bir
saatten azdir. 12 saatlik aclik sonrasinda kanda hi¢ silomikrona rastlanmaz. Elektroforetik
mobilitesine gore plazma lipopriteinleri incelendiginde, plazmanin en biiyiik lipoprotein

molekiilii silomikronlardir (Telefoncu ve ark, 2008).

Apolipoprotain

Kolesterol Fosfolipid

Triagilgliserol ve kolasterol
esteri

Sekil 2.3. Silomikronun Yapis: (Telefoncu ve ark, 2008).

Silomikronlar besinlerle alinan yag asitlerini kullanilacaklar1 ya da depolanacaklari
dokulara tasirlar. Silomikron kalintilar1 kan dolasimi ile karacigere tasinirlar. Bu
kalintilarin i¢inde neredeyse hi¢ triagilgliserol kalmamasina karsin; kolesterol, apoE,
apoB-48 bulunmaktadir. Karacigerde bulunan reseptorler silomikron kalintilarindaki
apoE’ye baglanirlar ve onlar1 endositoz yardimiyla hiicre igine alirlar. Karacigere
ulastiktan sonra kalintilarda olan kolesterol serbest birakilir ve lizozomlar tarafindan

parcalanir (Mahley vd., 1984; Nelson ve Cox,2013).
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Sekil 2.4. Silomikron Metabolizmasi

(https://tr.wikipedia.org/wiki/Lipoproteinler#/media/Dosya:Lipoprotein trafik2 tr.pnqg)

(Erisim Tarihi:17.10.2022)

2.5.3.2. Cok Diisiik Dansiteli Lipoproteinler

Sekil ve icerik olarak silomikronlara benzeyen, VLDL trigliserit igerigi daha az,
kolesterol, fosfolipit ve protein miktar1 daha fazla olmasi yoniiyle farkliliklar gosterir.
Yapisinda Apo C, Apo E ve Apo B-100 bulunmaktadir. Sentez yeri ve tasidiklari
trigliseritlerin tiiri VLDL ve silomikron arasindaki esas farkliliklardir (Tanrikulu,2004).
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Sekil 2.5. VLDL Yapist (http://what-when-how.com/wp-
content/uploads/2012/04/tmp8625.jpg)(Erisim tarihi: 29.10.2022)

En ¢ok karacigerde sentezlenen VLDL’in temel gorevi dokular i¢in gerekli endojen
kaynakli lipitleri tagimaktir. Baz1 VLDL'ler ise ince bagirsakta sentezlenir ve safra
kokenli yag asitleri ve endojen kolesteroliin reabsorbsiyomunda gorev alir. Asiri
karbohidrat alimina bagli olarak endojen yag asitlerinin hepatik sentez hizinin ve
karacigere serbest yag asitlerinin giris hizinin artmasina bagli VLDL sentezinde artis

izlenmigtir (Baykara,2003).

Yag asitlerinin biiyiik bir kismi enerji ihtiyacini kargilamak igin karacigerde oksidasyona
ugrar. Trigliseritlerin bir kismi ise esterlesmeyi engellemek i¢in karacigerden
salgilanmaktadirlar. Tiim bu reaksiyonlar VLDL sayesinde olmaktadir. HDL’ nin Apo
C’yi VLDL’ye vermesinden sonra, VLDL ekstrahepatik kapiller LPL ile reaksiyona
girerek serbest yag asitlerine doniisiir. Bu arada HDL“den alinan Apo C, HDL’ye geri
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verilir. VLDL kalintilar1 ise karacigerde Apo E reseptorleri aracilifi ile hepatik
lizozomlara alinir ve safra ile atilir.

Insanlarda VLDL yikimi esnasinda LDL’ye gecis IDL yoluyla olmaktadir. IDL nispeten
daha kisa 6mre sahiptir. ApoE ve C’nin ayrilmasindan sonra VLDL, sirasiyla IDL’ye ve
LDL’ye doniisiir. Bu esnada IDL, hepatik LDL ile reaksiyona girerek serbest yag
asitlerine doniisiir. Ekstrahepatik dokular tarafindan hidrolize edilen VLDL nin yikimi
sirasinda Apo B normal olarak kalirken, Apo C’nin tamamina yakint HDL’ye tekrar
transfer olur. HDL, Apo C ve esterlesmemis kolesterol i¢in reseptor gorevi yapmaktadir.
Apo C, HDL’den yeni sentezlenen silomikronlara veya VLDL’ye gegerek baska bir
dongii olusturur (Dalgig, 1985).
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Sekil 2.6. VLDL Metabolizmasi (Berber, 2013).
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2.5.3.3. Ara Dansiteli Lipoproteinler

Ara Dansiteli Lipoproteinler (IDL), LDL onciisiidir ve plazmada ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Lipazlarin etkisiyle plazmada olusturulan VLDL
katabolizmasi iiriinlerinden biridir (Rosenson,2004). VLDL dolasimda yikilir ve olusan
katabolizma tiriinlerinden IDL’nin 6nemli bir kismi1 karaciger tarafindan alinir. Geri kalan
kisimdan ise serbest yag asitleri ayrilir ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) olusur
(Smith vd, 1978). VLDL'nin LDL’ye ddniisiimiinde ara iirlin olarak meydana olusan
IDL’e VLDL kalintis1 (remnant) da denilebilir. Baslica protein yapi taglart Apo B-100 ve
Apo E'dir. Dolasimdan LDL reseptorlerince temizlenir ya da hepatik lipoprotein lipaz

enzimi ile LDL olusumuna katilirlar (Kizildag, 1997).
2.5.3.4. Diisiik Dansiteli Lipoprotein

Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL) yaklasik olarak 1.019 ile 1.063 g/mL aras1 yogunluga
ve 200 A° capa sahip LDL yiizde 75 oraninda lipit igermektedir. Plazmada esas kolestrol
tagiyict lipoprotein olup temel gorevi kolesteroliin karacigerden periferik dokulara
taginmasini saglamaktir. Plazmadaki LDL nin biiyiik kism: VLDL nin yikimindan sonra
olusan artik triinlerden oldugu diisiiniilmektedir. LDL nin tek apoliproteini ApoB-100
diir (Yalgin ve Cetin, 2001).
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Sekil 2.7. LDL Yapisi (https://www.news-medical.net/health/LDL-Cholesterol-and-

Heart-Disease.aspx).
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Fibroblast, lenfosit ve arteryel diiz kas hiicre kiiltiirleri ve karacigerde yapilan ¢aligmalar
sonucunda LDL’in spesifik baglanma reseptoriiniin Apo B-100 oldugunu tespit
edilmistir. Plazmadaki LDL, Apo B-100 ile doku reseptdr proteinlerine baglanir ve

endositoz ile hiicre i¢ine alinir.

Hiicre i¢inde lizozom ile birlesen LDL'deki apoproteinler hiicre i¢i hidrolitik enzimler
tarafindan amino asitlerine ayrilir. Kolestrol esterleri ise lipaz enzimi araciligi ile serbest
kolesterol ve yag asitlerine pargalanir. Olusan serbest kolesterol ise hiicre i¢erinde degisik
amaglarla kullanilir. Serbest kolesterol fazlaliginda ise acil KoA kolesterol transferaz
enzimi aktive edilerek serbest kolestrol, ester kolesterole ¢evrilir ve bu sekilde depolanir
(Telefoncu ve ark, 2008).
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Sekil 2.8. LDL Metabolizmas: (Bilici, 2010).

Plazmadaki LDL’den alinan kolestrol yeterli seviyeye ulastiginda, hiicre icerisinde asir1
kolesteroliin birikmesini engellemek amaciyla kolesterol sentez hizi azaltilir (Nelson ve

Cox, 2013).
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2.5.3.5. Yiiksek Dansiteli Lipoprotein

Yaklasik olarak 1.063-1.21 g/mL yogunluga ve 70-120 A° ¢apa sahip Yiiksek Dansiteli
Lipoprotein (HDL)’in kiitlesinin yaklasik yarist proteinlerden olusur. HDL’nin temel
gorevi  kolesteroliin  periferik hiicrelerden karacigere tagimasini saglamaktir.
Yogunluklarina gére HDL;, HDL> ve HDL3 olmak iizere iige ayrilir. HDL; total plazma
Apo E’sinin yarisina sahiptir (Yal¢in ve Cetin, 2001).

Plazmadaki kolesteroliiniin yaklasik tigte ikisi ile beste dordii LDL igindedir. Kiigiik bir
miktar ise VLDL i¢inde bulunmaktadir. Kalan kolestroliin biiyiik bir kism1 HDL i¢inde
bulunmaktadir. HDL, dokulardan fazla kolesterolii alir ve karacigere veya VLDL gibi

diger lipoprotinlere tasinmasini saglar (Durrington ve Sniderman, 2004).
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Sekil 2.9. HDL Yapis1 (https://medlineplus.gov/genetics/condition/familial-hdl-
deficiency/).

HDL'in yapisinda temel apoprotein Apo Al olmakla beraber ayrica Apo All ve Apo
AlV'de igerir. HDL taneciklerinin protein kiitlesinin yiizde 70 'ini Apo Al, yiizde 20’sini
Apo All geriye kalani ise Apo C'ler Apo E, D ve Apo J gibi diger apoproteinler tarafindan
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olugsmaktadir. Plazmada Apo E'nin biiyiik kism1 HDL'de bulundugu i¢in HDL, Apo E
deposu olmak gibi ek islevleride bulunmaktadir (Tanrikulu,2004).
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Sekil 2.10. HDL Metabolizmasi (Hong ve ark, 2017).

Plazmadaki HDL ve VLDL konsantrasyonlar1 arasinda karsilikl bir iliski vardir. Yiiksek
karbohidrath diyet alimi sonucunda goriilen HDL konsantrasyon diismesinin, artmis

katabolizma ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Thomson, 1990).



3.GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Bu tez calismasinda in siliko yontemler kullanilarak bir analiz ¢aligmasi yapilmistir. Balik
g0zii hastaligr ile iliskilendirilen LCAT genindeki yanlis anlamli SNP’lerin in siliko
analizlerini yapabilmek amaciyla, kullanimi kamuya agik olan veri tabanlar1 ve ¢evrimigi

yazilim araclar1 kullanilmigtir. Gergeklestirilen biyoinformatik analizlerin is akis1 sekil

11°de gosterilmistir.

LCAT Gen

Veri Eldesi

Yanlig Anlamli
SNP'lerin
Fonksiyonel Analizi

Yanlig Anlamli SNP'lerin
Fonksiyonel Analizi

Belirlenen genlere ait
SNP'lerin NCBI
dbSNP;

genlerin kodladig|
proteinin dizileri ve
erisim numaralarinin
“Uniprot” veri
tabanindan
kaydedilmesi

Yapisal Analiz

Gen-Gen
Etkilegimlerinin Analizi

SNP'lerin Olas| Zararli
Etkilerinin
Biyoinformatik Analizler
ile Tahmini,
Zararlihasar verici
SNP'lerin
belirlenebilmesi icin;
‘SIFT’, “PolyPhen-2",
‘PROVEAN’, “Mutation
Assessor’, “SNAP2',
‘PhD-SNP" yazilim
araglarinin kullaniimasi

SNP'lerin Olasi Zararli
Etkilerinin
Biyoinformatik Analizler
ile Tahmini,
Zararli/hasar verici
SNP'lerin
belirlenebilmesi igin;
“SIFT", “PolyPhen-2",
“PROVEAN", “Mutation
Assessor’, “SNAP2",
“PhD-SNP" yazilim
araglarinin kullaniimasi

Zararli SNP'lerin
“Project HOPE" fle
Modellenmesi, “Project
HOPE" yazilim aract ile
amino asit degisiminin
proteinin d¢ boyutlu
yapisini etkileyip
etkilemedigini belirlemek
i¢in analiz yapiimasi

Sekil 3.11. Is Akis Semas1
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3.2. Veri Eldesi

LCAT genindeki SNP’lere NCBI dbSNP veri tabanindan erigilmistir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Bu SNP’ler arasindan yanlis anlamli (missense)
SNP’ler secilmistir. Cevrimici analiz araglarinda kullanmak amaciyla segilen yanlig
anlamli SNP’lere ait referans numaralari, dogal ve mutant tip niikleotid bilgileri, dogal ve
mutant tip amino asit bilgileri ve pozisyonlar1 kayit altina alinmistir. LCAT geninin
kodladig1 protein dizileri ve erisim kodlari, NCBI Gene

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) ve Uniprot veritabanlarindan

(http://www.uniprot.org/) elde edilmistir.

Arastirmamizda herhangi bir insan/hayvan 6rnegi kullanilmamistir ve kullanilan analiz
araclarmin erigimi halka agik oldugu i¢in ¢alismamiz etik kurul onay1 gerektirmemektedir
(Su ve ark. 2019).

Balik gozii hastalig: ile iligkili LCAT genindeki SNP’leri belirlemek icin NCBI dbSNP
veri tabanindan LCAT [All Field] filtresi kullanilarak 2836 SNP belirlenmistir.

National Library of Medicine | Giris yapmak |
National Center for Biotechnology Information

dbSNP Lear a2

Uyari olugtur  Gelismis Yardim
Klinik Onem Gorintd ayarlar: ~ Ozet, sayfa bagina 20, SNP_ID'ye gore siralandi Gonderildi: »  Filtreler: Filtreleri Yonet
iyi huylu
mubiemelsn fyEhuyhe ilgili verileri bulun .
muhtemel patojenik Arama Sonuglan 9
patojenik = i Veri tabani

Ogeler: 1ila 20 /2836 Sayfa[1 |142 | Sonraki> | Son>>
Dogrulama
Durumu o
ALFA tarafindan ( rs5922 [Homo sapiens]
yan kiime 1
yan frekans Varyant turd SNV Ayrintilan ara &
aleller: G>A  [Kanatlan Goster] LCAT[ALL Fields]
o Kromozom 16:67942514 (GRCh38)
Lo Apkient; 16:67976417 (GRCh37)
PuibMecden shink Kanonik SPDI : NC_000016.10:67942513:G:A
PubMed Baglantii Gen LCAT ( Varview ) y
: coding_sequence_variant,eganlamli_variant
iglev Snift \lovsalBonug b gf ke < = Arama e
Klinik nemi : elirsiz-onemli Daha fazla gor.
cerceve igi silme
N, S Dogrulandi frekansa gore, alfaya gore, kimeye gore
an-m 2 MAF- A=0.000427/6 ( ALFA)
S — A=0.000068/17 (GnomAD_exomes) Son Etkinlik -
yanlis i
esanlamli AZ0.00001519(EC) e Kapat Temiziemek
aha fazla .

Varyasyon Sinifi HGVS NC_000016.10:0.67942514G>A , NC_000016.9'g 67976417G>A , Q LCAT (2836)
del NG_033098.1:g.31181C>T , NG_009778.1:9.6599C=T , NM_000229.2:¢ 597C>T

NM_000228.1:¢.597C>T

. Daha fazla gor.
ins PubMed  LitVar
mnv
[J  rs5923 [Homo sapiens]

Dipnot 2
somatl Varyant tiri SNV
Kiiresel MAF aleller: G>A  [Kanatlan Goster]
Ozel seri Kromozom! 16:67940050 (GRCh38)

16:67973953 (GRCh37)

. Kanonik SPDI : NC_000016.10:67940049.G:A
e Gen LCAT ( Varview )
Ek filtreleri goster islevsel Sonug: coding_sequence_variant,eganlamii_variant
Klinik dnemi : iyi huylu
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Analiz edilen LCAT geninin NCBI Gene veri tabanindaki erisim numarasi (Gene ID)
3931°dir. LCAT genine ait toplam 2836 SNP tespit edilmistir ve tespit edilen SNP’lerden
LCAT [All Fields] AND (missense variant [Function_Class] OR non coding transcript
variant [Function_Class] Or synonymous variant [Function_Class]) filtreleri kullanilarak

belirlenen 795 SNP arastirma i¢in secilmistir.

Girig yapmak

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

dbSNP SNP v ||LCATIAIl Fields] AND (missense variant[Function_Class] OR non coding transcript variant{Functio® | [XZEE)

Uyan olugtur  Gelismis Yardim
Klinik Onem Gorinti ayarlan: ~ Ozet, sayfa bagina 20, SNP_ID'ye gore siralandi Gonderildi: ~  Filtreler: Fiitreleri Yonet
iyi huylu

muhiemelen iyi huylu

ilgili verileri bulun &
muhtemel patojenik Arama Sonuglan 9
patojenik - . Veri tabani:
Ogeler: 1ila20/795 Sayfa[1_]40 | Sonraki> | Son>>
Dogrulama
Durumu _
ALFA tarafindan [ rs5922 jHomo sapiens]
yan kime 1
yan frekans Varyant tiru SNV Ayrintilari ara -
o aleller G>A  [Kanatlan Gbster] LCAT[AIL Fields] AND (missense

Yeum. Kromozom: 16:67942514 (GRCh38) variant[Function_Class] OR non coding
Licer Agikiamal) 16:67976417 (GRCh37) transcript variant[Function_Class] OR
RashModden slnf Kanonik SPDI : NC_000016.10:67942513.G:A synonymous variant[Function_Class])
PubMed Baglantili Ban LCAT (Varview )
R islevsel Sonug: coding_sequence_variant,esanlamii_variant
|:neon y Klinik onemi : belirsiz-6nemlii 4

Dogruland frekansa gore, alfaya gore, kimeye gore = B
yanlis anlama i AR
esanlamil MAF: A=0.00042716 (ALFA) Arama Daha fazia gor

° A=0.000068/17 (GnomAD_exomes)

Dipnot A=0.000075/9 (EXAC)
somatik ...daha fazla Son Etkinlik 2

HGVS NC_000016.10:9.67942514G=A , NC_000016.9:9.67976417G>A p L o
Kiiresel MAF NG_033098.1:g 31181C>T , NG_009778 1.9 6599C>=T , NM_000229.2:¢ 597C>T SaoxL: Tamene
Ozel seri NM_000229.1:¢.597C>T Q, LCAT[Tim Alanlar] VE (hatali

PubMed  LitVar

kromozomlar

degisken[Fonksiyon_Sinifi] VEYA kodsuz SNF

Ozellestirme - Q LCAT AND ((hatali dedisken[Function_Class]
I L) rs5923 [Homo sapiens] VEYA esanlamii degiken... (795) SNP
Kromozom Araligt 2 ‘ . :
Ozel seri Varyant tiirii SNV Q_ LCAT AND (hatali degisken[Function_Class])
aleller G>A  [Kanatlan Goster] (505)
nrameaslenian Kromozom: 16:67940050 (GRCh38) Q@ LCAT (2836)
~.Seemek 16:67973953 (GRCh37)
Kanonik SPDI : NC_000016.10:67940049:G:A % z 7 A
Hepsini temizle Gen: LCAT ( Varview ) Q@ LCATAND ((hatali qggwgken[Fundxon_C\ass;
islevsel Sonuc: coding_sequence_variant,esaniamii_variant VEYA esanlami| degigken... (2240) P
Ek filtreleri goster s i i huyl
Klinik onemi Iyl huylu Daha tazta goe.
Dogruland: frekansa gore, alfaya gére, kimeye gore

A=0 0RDDUARRAT ( AL EAN

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=LCAT%5BAII%20Fields%5D%20AND%20
%28missense%20variant%5BFunction_Class%5D%200R%20non%20coding%20trans
cript%?20variant%5BFunction_Class%5D%200R%20synonymous%20variant%5BFun
ction_Class%5D%29&cmd=DetailsSearch) (Erisim Tarihi:09.11.2022).

3.2.1. LCAT lc¢in Gen- Gen Etkilesimleri

GeneMANIA yazilim aracindan elde edilen LCAT genine ait gen-gen etkilesimleri Sekil
12°de gosterilmektedir. En fazla goriilen etkilesim sekli (%77,64) fiziksel etkilesimdir.
LCAT geni APOAL, APOA2, APOE, A2M, ALB, PIKFYVE genleri ile fiziksel etkilesim

icerisinde bulunmaktadir.
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APOAL, APOA2, APOE, ALPL, ADRA2B, CA5A, C3, C4BPB, COL9A2, CYP2B6 ve

F10 genleri ile birlikte ifade edilmektedir. APOA1, CHIC2, ZMYNDS8, ZMYND11 geni
arasinda fonksiyonel etkilesim oldugu tahmin edilmektedir. ADRA2B, ALPL, CAS5SA,
C3, C4BPB, COL9A2, CYP2B6, F10, IGFBP4, TBXAZ2R genleri ile birlikte
konumlanmaktadir. APOA1 geni ile ayn1 yolakta bulunmaktadir. PLA2G15 geni ile ortak

protein bolgesi bulundurmaktadir (https://genemania.org/search/homo-sapiens/LCAT/).

E> Fiziksel Etkilegimier
@ APOA1
;> Beraber Ekspresyon
[> Tahmin Edilen

¢> Birlikte Lokalizasyon

@ I::> Yolak
G AIBXAZR . s
@ * E"> Genetik Etkilegimler
o E"> Paylasilan Protein Bolgeleri

Sekil 3.12. LCAT Geni lle Ilgili Genler Arasindaki Etkilesim Ag
https://genemania.org/search/homo-sapiens/LCATY/).
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3.3. Zararh SNP’lerin Belirlenmesi

LCAT genindeki yanlis anlamli SNP’lerin protein yapisi ve fonksiyonu {izerindeki olas1
etkilerini tahmin etmek amaciyla SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, Mutation
Assessor, SNAP2 ve PhD-SNP yazilim araglart kullanilmistir. Kullanilan yazilim
araglarinin her birinde zararli oldugu tahmin edilen varyantlar ileri analiz ¢calismalari igin

sec¢ilmistir.
3.3.1. Sift

SIFT, Cevrimigi yazilim araci ile tespit edilen SNP’lerin protein yapis1 ve fonksiyonu
tizerindeki etkisini tahmin etmek icin her bir SNP’ye ait referans numaralari
kullanilmistir. Veri girisi yapildiginda, SIFT Cevrimi¢i yazilim araci amino asit
varyasyonlarinin tahmini etkileri i¢in zararli (deleterious) ve tolere edilebilir (tolerated)
olmak iizere iki sonuca ulasilmaktadir. Bu iki sonug, amino asit varyasyonlarinin SIFT
skoruna gore olugmaktadir. SIFT skoru 0 ile 1 arasinda degisir. Skor <0,05 oldugunda
amino asit degisimi zararli olarak tahmin edilirken, skor >0,05 oldugunda amino asit
degisimi tolere edilebilir olarak tahmin edilir. Bu sonuglar incelenip LCAT genine ait
SNP’lerin SIFT tahmini ve SIFT skoru her bir varyasyon i¢in kayit altina alinmistir. Ek
olarak SIFT, her bir SNP referans numaras: i¢in ilgili genin kodladig1 protein dizisi
disinda genin diger isoform protein dizilerine ait sonuglarini da gostermektedir. Bu
nedenle, diger isoform protein dizilerine ait sonuglardan diziye ait sonuglari

ayiklayabilmek i¢in protein dizisine ait protein erisim numarasi kullanilmistir.
3.3.2. PolyPhen-2

PolyPhen-2 ¢evrimigi yazilim aract yardimiyla SNP’lerin protein yapist ve fonksiyonu
tizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in LCAT proteinine ait UniProtKB erisim Kimlikleri,
amino asit varyasyonlarmin gerceklestigi pozisyonlar ve dogal ve mutant tip amino asit
bilgileri kullanilmistir. Her bir amino asit degisimi i¢in PolyPhen-2 yazilimin sundugu
HumDiv ve HumVar tahmin modellerinin her ikisi de kullanilmistir. Yazilim, yanlis
pozitif oran esik degerlerine dayali olarak varyasyonlari; “Iyi Huylu” (Benign),” Biiyiik
Ihtimalle Zararli” (Probably Damaging) veya “Muhtemelen Zararli” (Possibly

Damaging) olarak niteliksel olarak degerlendirir.
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Esik degerleri HumDiv i¢in %5 ve %10 iken HumVar i¢in %10 ve %20’dir. Birinci esik
degerlerindeki veya altindaki yanlis pozitif oranlar biiyiik ihtimalle zarar verici olarak,
ikinci esik degerlerindeki veya altindaki yanlis pozitif oranlar muhtemelen zarar verici
olarak, ikinci esik degerleri Ustiindeki yanlis pozitif oranlar ise iyi huylu olarak
degerlendirilmektedir. Ek olarak yazilim amino asit degisikliginin zarar verme olasiligina
ait 0 ile 1 arasinda bir skor sunmaktadir. Veri girisleri sonunda niteliksel tahminler ve

zarar verme olasiligina asit skorlar kayit altina alinmuastir.

3.3.3. Provean

PROVEAN ¢evrimi¢i yazilim aract yardimiyla SNP’lerin protein fonksiyonu iizerindeki
etkisini tahmin etmek icin LCAT proteinine ait UniProtKB erisim kimlikleri, amino asit
varyasyonlarinin gergeklestigi pozisyonlar ve dogal ve mutant tip amino asit bilgileri
kullanilmistir. Bu yazilim araci amino asit varyasyonlariin tahmini etkilerini PROVEAN
skoruna gore olusturmaktadir. PROVEAN skorunun esik degeri -2.5’dir. PROVEAN
skoru bu esik degere esit veya bunun altindaysa, protein varyantinin zararl (deleterious)
bir etkiye sahip oldugu tahmin edilir. Eger bu skor esigin iizerindeyse, varyantin notr
(neutral) bir etkiye sahip oldugu tahmin edilir. Bunlar géze alindiginda LCAT genine ait
SNP’lerin PROVEAN tahminleri ve PROVEAN skorlar1 kayit altina alinmustir.

3.3.4. SNPs & Go

SNPs&GO ¢evrimigi yazilim araci1 yardimiyla SNP’lerin protein fonksiyonu iizerindeki
etkisini tahmin etmek igin LCAT proteinine ait UniProtKB/Swiss-Prot erisim kimlikleri,
amino asit varyasyonlarimin gergeklestigi pozisyonlar ve dogal ve mutant tip amino asit
bilgileri kullanilmigtir. Bu yazilim arac1 amino asit varyasyonlarmin tahmini etkilerini
olasilik skoruna gore olusturmaktadir. SNPS&GO yazilim araci Hastalik olasilik skoru
>(0.5 oldugunda hastalik (disease) sonucunu verirken, bu skor 0.5’ten kiigiik veya 0.5’e
esit oldugunda ise notr (neutral) sonucunu vermektedir. Ek olarak SNPs&GO her bir
varyasyon i¢in bir giivenilirlik indeksi olusturmaktir. Buna gére her bir varyasyon i¢in

SNPs&GO tahmini, olasilik skoru ve gilivenilirlik indeksi kayit altina alinmistir.
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3.3.5. Mutation Assessor

Mutation Assessor ¢evrimig¢i yazilim aracit yardimiyla SNP’lerin protein fonksiyonu
tizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in LCAT proteinine ait UniProtkKB/Swiss-Prot erisim
kimlikleri, amino asit varyasyonlarmin gergeklestigi pozisyonlar ve dogal ve mutant tip
amino asit bilgileri kullanilmistir. Bu yazilim aract amino asit varyasyonlarinin etkilerini;
tahmini islevsel olarak yiiksek (high) veya orta (medium), tahmini islevsel olmayan
olarak diisiik (low) veya nétr (neutral) seklinde 4 sonugta vermektedir. Program bu tahmin
sonuglarin1 vermek icin fonksiyonel etki birlesik skorunu (FIS (Functional impact
combined score)) kullanmaktadir. Fonksiyonel etki birlesik skoru; < 0.8 ise varyasyon
notr etkili, 0,8 <FIS < 1,9 ise varyasyon diisiik etkili, 1,9 <FIS < 3,5 ise varyasyon orta
diizeyde etkili ve FIS > 3,5 ise varyasyon yiiksek etkili olarak tahmin edilmektedir. Tlgili
verilerin dnemine gore tiim varyasyonlar icin Mutation Assessor tahmin sonuclart ve

Fonksiyonel etki birlesik skorlar1 kayit altina alinmistir.
3.3.6. SNAP2

SNAP2 c¢evrimigi yazilim aract yardimiyla SNP’lerin protein fonksiyonu iizerindeki
etkisini tahmin etmek i¢in LCAT proteinine ait FASTA formatindaki protein dizileri
kullanilmigtir. SNAP2 amino asit degisimlerinin tahminini, etkili (effect) ve nétr (neutral)
olmak iizere 2 sonugta vermektedir. Program tahmin sonuglarini vermek i¢in tahmin
skorunu kullanmaktadir. Tahmin skoru (TS) -100 ile 100 arasinda degigsmektedir. Tahmin
skoru -100 < TS < 0 ise sonug notr olurken, 0 <TS < 100 ise sonug etkili olmaktadir.
Bunun disinda SNAP2 her bir varyasyon igin beklenen dogruluk oranlarini da
sunmaktadir. SNAP2 protein dizisindeki her pozisyondaki amino asit i¢in 20 amino asit

degisimi yaparak sonu¢ vermektedir.

Bu nedenle sadece ilgili amino asit degisimleri i¢in tahmin sonuglari, skorlar1 ve beklenen

dogruluk oranlar1 kayit altina alinmustir.
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3.3.7. PhD-SNP

PhD-SNP ¢evrimig¢i yazilim araci yardimiyla SNP’lerin protein fonksiyonu tizerindeki
etkisini tahmin etmek i¢in LCAT proteinine ait UniProtKB/Swiss-Prot erisim kimlikleri,
amino asit varyasyonlarinin gergeklestigi pozisyonlar ve mutant tip amino asit bilgileri
kullanilmigtir. PhD-SNP yazilim1 amino asit degisimlerinin tahminini, hastalik (disease)
ve notr (neutral) olmak iizere 2 sonugta vermektedir. Bununla birlikte yazilim her bir
varyasyon i¢in glvenilirlik indeksi bilgisini de sunmaktadir. Her bir varyasyon igin

tahmin sonuglar1 ve giivenilirlik indeksi sonuglari kayit altina alinmastir.

3.4. Zararh Oldugu Tahmin Edilen SNP’lerin Protein Stabilizasyonu Uzerine

Etkilerinin Tahmini

Bu asamada, ilk olarak her bir amino asit degisimi i¢in; SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN,
SNPs&GO, Mutation Assessor, SNAP2 ve PhD-SNP yazilim araglarinin her birinde ayni
anda zararli oldugu tahmin edilen varyantlar tespit edilmistir. ikinci asamada ise tespit
edilen bu varyantlarin protein stabilizasyonu iizerindeki olasi etkilerini tahmin etmek

amaciyla [I-Mutant 3.0 ve MUpro yazilim araglar1 kullanilmistir.
3.4.1. I-Mutant 3.0

I-Mutant 3.0 cevrimi¢i yazilim araci yardimiyla amino asit degisimlerinin protein
stabilizasyonu tizerindeki olasi etkilerini tahmin etmek i¢cin LCAT proteinine ait tek harfli
amino asit kodlarindan olusan protein dizileri, amino asit varyasyonlarinin gergeklestigi
pozisyonlar ve mutant tip amino asit bilgileri kullamilmistir. [-Mutant, veri girisi
yapildiginda niteliksel olarak artan (increase) veya azalan (decrease) olmak lizere iki
farkli sonugtan birisini vermektedir. Bu sonuglar amino asit degisiminin proteinde ortaya

cikardig1 serbest degisim enerjisi degerine gore belirlenmektedir.

Serbest degisim enerjisi degeri 0 ise stabilizasyonun arttigini gostermektedir. Bu
degerlere ek olarak giivenilirlik indeksi de sonuglarda sunulmaktadir. Veri girisleri
yapildiktan sonra sunulan bilgilerden, her bir varyasyon i¢in niteliksel degerler, serbest

degisim enerjisi degerleri ve giivenilirlik indeksleri kayit altina alinmistir.
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3.4.2. MUpro

MUpro ¢evrimi¢i yazilim aract yardimiyla amino asit degisimlerinin protein
stabilizasyonu tizerindeki olasi etkilerini tahmin etmek i¢cin LCAT proteinine ait tek harfli
amino asit kodlarindan olusan protein dizileri, amino asit varyasyonlarinin gerceklestigi
pozisyonlar ve dogal ve mutant tip amino asit bilgileri kullanilmistir. Yazilima veri girisi
yapildiginda serbest enerji degisim degeri ve bu degerin protein stabilizasyonu lizerindeki
etkisi sonu¢ ekraninda karsimiza ¢ikmaktadir. Serbest enerji degisimi i¢in 0'dan kiigiik
bir deger, mutasyonun protein stabilitesini azalttig1 anlamina gelirken, 0'dan biiytik bir
deger, mutasyonun protein stabilitesini arttirdigi anlamina gelmektedir. Buna gore veri
girisleriyle elde edilen sonucglardan serbest degisim enerjisi degerleri ve niteliksel

degerler kayit altina alinmistir.
3.5. Zararh Oldugu Tahmin Edilen Varyasyonlarin U¢ Boyutlu Modellemesi
3.5.1. Hope

HOPE cevrimigi yazilim araci yardimiyla protein yapisinda ortaya ¢ikan mutasyonun
etkisini belirlemek i¢in her iki proteine ait UniProtKB erisim kimlikleri, amino asit
varyasyonlarinin  gerceklestigi pozisyonlar ve mutant tip amino asit bilgileri
kullanilmistir. Yazilimin kullanimi sonucunda; dogal ve mutant tip amino asitlere ait
gosterimler, dogal ve mutant tip amino asitlerin Ozellikleri hakkinda bilgiler,
mutasyonlari bulundugu bolgelere ait veriler, mutant proteinlere ait ti¢ boyutlu modeller
ve amino asit degisimlerinin bulundugu bolgelerin yakindan ti¢ boyutlu gésterimleri elde

edilmis olup bu veriler kayit altina alinmistir

43



4. BULGULAR
4.1. Veri Eldesi

Incelenen LCAT geninin NCBI gene veri tabanindaki erisim numarasi (Gene ID) 3931°
dir. 440 amino asit (aa) uzunluga sahip olan genin ifade ettigi protein dizisine ait

UniProtKB kodu P04180 ve UniProtKB/Swiss-Prot kodu LCAT HUMAN dur.

Sekans

Siradurumu’

Tamamlamak Siraigleme | Geriintilenen sekans,olgun bir forma dondstiirilmek tzere daha fazla slenir

Aletler * & indirmek 8 Ekle Vurgulamak ™ Sirayikopyala

Uzunluk 440
Kiitle (Da) 49.578

Songincelleme 1987-03-20v1
saglamatoplami’ B315EF118AATA378

10 2 30 49 50 60 70 8 % 160 110 120 139 148 156 160
NGPPGSPHQN VTLLLGLLLP PAAPFULLNV LFPPHTTPKA ELSNHTRPVI LVPGCLGNQL EAKLOKPOW NWMCYRKTED FFTIWLOLNM FLPLGVOCWI ONTRWYNRS SGLVSNAPGV QIRVPGFGKT ysveyldssk LAGYLHTLVQ NLVNNGYVRD
179 180 1% 200 2 20 80 . 248 250 260 279 260 299 300 3o 320
ETVRAAPYOH RLEPGOQEEY YRKLAGLVEE NHAAYGKPVF LIGHSLGCLH LLYFLLRQPQ AWKDRFIDGF ISLGAPWGGS IKPLVLASG ~DNQGIPIMSS IKLKEEKRIT TTSPWMFPSR MAWPEDHVFI SPSFNYTGR DFQRFFADLH FEEGHYMALQ

330 349 350 360 370 360 39 409 419 420 430 44
SROLLAGLPA PGVEVYCLYG VGLPTPRTYI YDHGFPYTOP VGVLYEDGDD TVATRSTELC GLHQGRQPQP VHLLPLHGIQ HLNMVESNLT LEHINAILLG AYRQGPPASP TASPEPPPPE

Hesaplamall olarak eslenmis potansiyel izoform dizileri’

Bu girise eslenen 6 potansiyelizoform var

Hepsini gor
B girig giis adi genadi Uzunluk
0 13L3R0 I3L3R0 INSAN LCAT 9%
0 13215 131215 INSAN LCAT 61
0 131Q6 13016 INSAN LCAT 107
0 13L0J6 13L0J6 NSAN LCAT 80
0 J3QKT0 J3QKTOINSAN LCAT 1%
[ J30SES J30SE5 INSAN LCAT 25

LCAT geninde bulunan SNP’lerin bilgilerine NCBI dnSNP veri tabanindan ulagilmistir
ve 2836 SNP tespit edilmistir. Bu SNP’lerden yanlis anlamli olanlar filtrelenmis ve tespit
edilen 795 SNP arastirma icin secilmistir.
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4.2. Zararh SNP’lerin Belirlenmesi
4.2.1. Sift Sonuclar

SIFT cevrimig¢i yazilim aracina LCAT genine ait yanlis anlamli 795 SNP’nin referans
numaralar girilmistir ve girilen 795 SNP i¢in 189 sonug elde edilmistir. SIFT elde edilen
189 sonugtan 131 tanesi i¢in “Bulunamadi” (not found) bilgisini vermistir ve 7 varyasyon
icin ise SIFT skoru bilgisine ulasilamamistir. Yazilim ile yapilan analizler sonucu 11 adet
varyasyonun ic¢in “’Tolere edilebilir” oldugu, 7 adet varyasyon i¢in ’Zararli (Diislik

diizeyde)’’ oldugu, 33 adet varyasyon i¢in ise ‘’Zararli’’oldugu saptanmistir.

SIFT SONUC DAGILIMI

mTOPLAM  m SIFTSONUCU TESPIT EDILEN VERI BULUNAMADI

189

138

33
|| [
TOPLAM Tolere edilebilir Zararli (Disiik diizeyde) Zararh

Grafik 4.1. Sift Sonu¢ Dagilimi

45



Cizelge 4.1. Tolere Edilebilir Olarak Tespit Edilen VVaryasyonlar

SNP Referans | Alternatif Amir.lq as:it SIFT SIET Tahmini
Alel Alel degisimi Skoru

rs202180445 T C K170R 0.072 Tolere edilebilir
15202180445 T K242R 0.076 Tolere edilebilir
rs28942087 A G L161P 0.057 Tolere edilebilir
1528942087 A G L233P 0.064 Tolere edilebilir
rs4986970 A T S54T 0.133 Tolere edilebilir
1528940886 C T A26T 0.063 Tolere edilebilir
1528940886 C T A117T 0.199 Tolere edilebilir
rs28940886 C T A45T 0.272 Tolere edilebilir
rs151178077 G A L136L 1 Tolere edilebilir
rs151178077 G A L45L 1 Tolere edilebilir
rs151178077 G A L64L 1 Tolere edilebilir

Cizelge 4.2. Zararli (Diisiik Diizeyde) Olarak Tespit Edilen Varyasyonlar

Referans | Alternatif | Amino asit SIFT -
SNP Alel Alel degisimi Skoru SIFT Tahmini
Zararl1 (Dustik
5370803551 G A R423C 0.001 Diizeyde)
Zararlh (Dustk
rs202180445 T C K64R 0 Dizeyde)
Zararl1 (Diistik
Diizeyde)
rs28942087 A G L55P 0.002
Zararl1 (Diistik
Diizeyde)
rs376973514 A G 124T 0.002
Zararl (Dustik
rs199560940 C T G37S 0 Diizeyde)
Zararl1 (Dustik
Diizeyde)
rs199717050 C T R32H 0.013
Zararl1 (Diistik
Diizeyde)
rs140068549 G A R32C 0
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Cizelge 4.3. Zararli Olarak Tespit Edilen Varyasyonlar

SNP Referans | Alternatif | Amino asit SIFT SIET Tahmini
Alel Alel degisimi Skoru
rs149991087 A G V391A 0 Zararh
rs200506753 G A R375C 0.014 Zararh
rs121908053 G A T371M 0 Zararl
rs199711526 G T P360T 0.002 Zararl
rs57506973 c T D352N 0.017 Zararh
rs28940888 G A T345M 0 Zararl
rs112299487 c A G340C 0.002 Zararl
rs375740669 A G Y339H 0.011 Zararl
rs121908048 C T M317I 0 Zararli
rs121908048 C T M245| 0 Zararli
rs121908054 A T M276K 0.001 Zararh
rs121908054 A T M204K 0.001 Zararh
rs121908049 G T N252K 0.005 Zararli
rs121908049 G T N180K 0.008 Zararli
rs4986970 A T $232T 0.006 Zararli
rs4986970 A T S160T 0.006 Zararli
rs376973514 A G 1130T 0.001 Zararli
1376973514 A G 1202T 0.002 Zararli
rs28940887 G A R159W 0 Zararli
rs28940887 G A R87W 0 Zararli
rs121908057 T C N155D 0.018 Zararl
rs121908057 T C N83D 0.02 Zararl
rs121908050 G A T1471 0.003 Zararl
rs121908050 G A T751 0.005 Zararl
rs199560940 C T G128S 0.003 Zararl
rs199560940 C T G563 0.003 Zararl
rs199717050 C T R51H 0.017 Zararl
rs199717050 C T R123H 0.018 Zararl
rs140068549 G A R123C 0 Zararl
rs140068549 G A R51C 0 Zararl
rs267607211 A G W170R 0 Zararl
1267607211 A G WOI8R 0 Zararl
rs121908051 G A P34L 0.004 Zararh
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4.2.2. Polyphen-2 Sonuglar:

Polyphen-2 cevrimigi yazilim aracina LCAT genine ait 189 SNP i¢in SIFT yazilim
aracinda zararli (deleterious) oldugu tespit edilen 33 adet varyasyonun referans

numaralart girilmistir. HumDiv ve HumVar tahmin modelleri kullanilmistir.

Polyphen-2 yazilim aracina tarafindan yapilan tahmin analizine gére HumDiv tahmin
yontemi SIFT yazilim aracinda zararli (deleterious) oldugu tespit edilen 33 adet
varyasyon igin 19 varyasyonun ¢’ Biiyiik Thtimalle Zararli (Probably Damaging)’’oldugu,
2 varyasyon i¢in Muhtemelen Zararli (Possibly Damaging)’” oldugu, 1 varyasyon igin ise

“Iyi Huylu” (Benign) oldugu ve 11 varyasyon icin ise hata yanitin1 vermistir.

POLYPHEN-2 SONUC DAGILIMI
(HumDiv Tahmin Modeli)

mTOPLAM  m POLYPHEN-2 SONUCU TESPIT EDILEN VERI BULUNAMADI

2 1
-—_—
TOPLAM Bilyiik Intimalle Zararl ~ Muhtemelen Zararli iyi Huylu

Grafik 4.2. PolyPhen-2 HumDiv Tahmin Modeli

Polyphen-2 yazilim aracina tarafindan yapilan tahmin analizine gére HumVar tahmin
yontemi SIFT yazilim aracinda zararli (deleterious) oldugu tespit edilen 33 adet
varyasyon igin 15 varyasyonun ¢’Biiyiik Ihtimalle Zararl1 (Probably Damaging)’’oldugu,
4 varyasyon i¢in ‘’Biiyiik Thtimalle Zararli (Probably Damaging)’> oldugu, 3 varyasyon

i¢in ise ’Iyi Huylu” (Benign) oldugu ve 11 varyasyon i¢in ise hata yanitini vermistir.
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POLYPHEN-2 SONUGC DAGILIMI
(HumVar Tahmin Modeli)

u TOPLAM = POLYPHEN-2 SONUCU TESPIT EDILEN = VERI BULUNAMADI
33
22
15
1
4 3
] 1
TOPLAM Buyuk ihtimalle Zararh ~ Muhtemelen Zararli iyi Huylu
Grafik 4.3. PolyPhen-2 HumVar Tahmin Modeli
Cizelge 4.4. PolyPhen-2 Sonuglart
Amino asit
HumVar
degisimi HumDiv
Skor Tahmin Skor Tahmin

Biiyiik [htimalle

V391A 1.000 Biiyiik ihtimalle Zararh 1.000 Zararl
0.994 Biiyiik fhtimalle

R375C 1.000 Biiyiik Thtimalle Zararh Zararlt
Biiyiik Thtimalle Zararh 0.972 Biiyiik Thtimalle

T371M 1.000 Zararlt
Biiyiik Thtimalle Zararh 0.999 Biiyiik Thtimalle

P360T 1.000 Zararl
Biiyiik Thtimalle Zararh 0.926 Biiyiik Thtimalle

D352N 0.998 Zararh
Biiyiik [htimalle Zararl 0.999 Biiyiik ihtimalle

T345M 1.000 Zararl
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Cizelge 4.4. (Devam.)

Biiyiik Thtimalle Zararh Biiyiik ihtimalle
Y339H 1.000 1.000 Zararh
Biiyiik Thtimalle Zararlt 0.989 Biiyiik Ihtimalle
G340C 1.000 Zararlt
0.993 Biiyiik Thtimalle Zararh 0.984 Biiyiik Thtimalle
M3171 Zararlt
M2451 Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
M276K 0.434 Tyi huylu 0.346 fyi huylu
M204K Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.991 0.730
N252K Biiyiik Thtimalle Zararlt Muhtemelen Zararl
N180K Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.831 0.265
S232T Muhtemelen Zararh fyi huylu
S160T Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
o Biiyiik [htimalle
T130I 1.000 Biiyiik Ihtimalle Zararh 0.999
Zararh
1.000 0.993 Biiyiik fhtimalle
1202T Biiyiik ihtimalle Zararli Zararh
1.000 0.997 Biiyiik ihtimalle
R159W Biiyiik Thtimalle Zararl Zararh
R87W Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
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Cizelge 4.4. (Devam.)

0.982 0.754
N155D Biiyiik Thtimalle Zararh Muhtemelen Zararli
N83D Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.997 0.734
T1471 Biiyiik Thtimalle Zararlt Muhtemelen Zararli
T751 Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
1.000 o 0.999 Bityiik ihtimalle
G128S Biiyiik Ihtimalle Zararl:
Zararl
G56S Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
R51H Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.986 0.510
R123H Biiyiik Thtimalle Zararl Muhtemelen Zararli
1.000 o 0-999 Biiyiik fhtimalle
R123C Biiyiik Ihtimalle Zararh
Zararl
R51C Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.997 o 0.958 Bilyiik ihtimalle
W170R Biiyiik Thtimalle Zararh
Zararl
WOI8SR Sonug yok Sonug yok Sonug yok Sonug yok
0.952 0.244
P34L Muhtemelen Zararl Iyi huylu
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4.2.3 Provean

PROVEAN ¢evrimigi yazilim aracina LCAT genine ait 189 SNP i¢in Polyphen-2 yazilim
aracinda HumDiv ve HumVar tahmin modellemesine gére ‘’Biiyiik Ihtimalle Zararl
(Probably Damaging)’’, ‘’Muhtemelen Zararli (Possibly Damaging)’’ ve ’lyi Huylu
(Benign)”’ oldugu tespit edilen 22 amino asit degisimin her biri i¢in LCAT proteininin
UniProtKB erisim kimligi, ilgili amino asit degisiminin pozisyonu ve dogal ve mutant tip
amino asit bilgisi girilmistir. Provean yazilim araci sonuglarina gore; 17 adet varyasyonun
“Zararl1” (Deleterious) oldugunu, 4 adet varyasyonun ise “Notr” (Neutral) oldugu tahmin

etmistir. 1 varyasyon i¢in ise sonu¢ bulunamamuistir.

PROVEAN SONUG DAGILIMI

ETOPLAM  mPROVEAN SONUCU TESPIT EDILEN VERI BULUNAMADI

17
4
1 .
TOPLAM Zararll Notr

Grafik 4.4. Provean Sonu¢ Dagilimi
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Cizelge 4.5. Provean Sonugclari

Varyant PROVEAN puam Tahmin (kesme noktasi= -2.5)
V391A -3.503 Zararli
R375C -5.700 Zararli
T371M -5.425 Zararli
P360T -5.445 Zararli
D352N -2.210 Notr
T345M -5471 Zararli
G340C -8.160 Zararli
Y339H -2.857 Zararli
M3171 -3.181 Zararli
M276K -4.592 Zararli
N252K -4.119 Zararli
S232T -1.550 Notr

1202T -3.763 Zararh
R159W -6.859 Zararli
N155D -1.265 Notr
T1471 -3.637 Zararli
G128S -5.172 Zararli
R123H -3.704 Zararli
R123C -6.379 Zararli
W170R -8.777 Zararli

P34L -2.143 Notr
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4.2.4. SNPs & Go Sonuclar

SNPs&GO ¢evrimigi yazilim aracina, LCAT genine ait ve provean yazilim aracinda
“Zararl” (Deleterious) ve “Notr” (Neutral) oldugu tespit edilen 21 amino asit degisimi
icin LCAT proteininin UniProtKB/Swiss-Prot erisim kimligi, ilgili amino asit
degisiminin pozisyonu ve dogal ve mutant tip amino asit bilgisi girilmistir. SNPs & GO
yazilim aract sonuglaria gore; 20 adet varyasyonun “Hastalik” (Disease) olusturdugu,1

adet varyasyonun ise “Notr” (Neutral) oldugu tespit edilmistir.

SNPs&GO SONUC DAGILIMI

22 21
I

TOPLAM Hastalik Notr

Grafik 4.5. SNPs & Go Sonug¢ Dagilimi
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Cizelge 4.6. SNPs & Go Sonuglari

Pozisyon Dogal Tip Mutasyona Etki Giivenilirlik
Proteinde Ugramis Indeksi
Kalint1 Kalint1
391 Y, A Hastallk |7
375 R C Hastalik 8
371 T M Hastalik 8
360 ) T Hastalik 2
352 D N Hastalik 1
345 T M Hastalik 8
340 G C Hastalik 8
339 Y H Hastalik 8
317 M | Hastalik 7
276 M K Hastalik 7
252 N K Hastalik 8
232 S T Notr 1
202 I T Hastalik 6
159 R W Hastalik 9
155 N D Hastalik 4
147 T I Hastalik 2
128 G S Hastalik 9
123 R H Hastalik 5
123 R C Hastalik 7
170 W R Hastalik 9
34 ) L Hastalik 4
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4.2.5 Mutation Assessor

Mutation Assessor g¢evrimi¢i yazilim aracina,LCAT genine ait ve provean yazilim
aracinda “Zararli” (Deleterious) ve “No6tr” (Neutral) oldugu tespit edilen 21 amino asit
degisimi i¢cin LCAT proteininin UniProtKB/Swiss-Prot erisim kimligi, ilgili amino asit
degisiminin pozisyonu ve dogal ve mutant tip amino asit bilgisi girilmistir. Mutation
Assessor tahmini fonksiyonel etki birlesik skorlarina gére, LCAT proteinindeki 13 adet
amino asit degisiminin protein islevinde “Orta diizeyde” (Medium) etki olusturdugu, 1
adet amino asit degisiminin protein islevinde “Diisiik diizeyde” (Low) etki olusturdugu,
7 adet amino asit degisiminin protein islevinde “Yiksek diizeyde” (High) etki

olusturdugu tespit edilmistir.

MUTATION ASSESSOR SONUC DAGILIMI

21
13
7
1
.
TOPLAM Yiksek Orta Disuk

Grafik 4.6. Mutation Assessor Dagilimi
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Cizelge 4.7. Mutation Assessor Sonuglari

Varyant Fonksiyonel Islevsel etkKi Varyant Varyant
etki birlesik koruma ozgiilliik
puam (FI) puam (VC) puani (VS)
T371M Yiksek 3.69 461 2.77
T345M Yuksek 3.735 4.64 2.83
G340C Yuksek 3.725 4.62 2.83
R159W Yuksek 3.555 4.28 2.83
G128S Yuksek 3.72 4.61 2.83
R123H Yuksek 3.59 441 2.77
R123C Yuksek 3.59 441 2.77
V391A Orta 3.165 3.50 2.83
R375C Orta 2.715 2.87 2.56
P360T Orta 2.975 3.18 2.77
D352N Orta 2.125 161 2.64
Y339H Orta 2.365 1.90 2.83
M3171 Orta 2.675 2.58 2.77
M276K Orta 3.005 3.18 2.83
N252K Orta 2.77 2.83 2.71
S232T Orta 1.97 1.23 2.71
1202T Orta 2.33 3.16 1.50
T1471 Orta 3.12 3.47 2.77
W170R Orta 3.38 3.93 2.83
P34L Orta 2.08 2.08 2.08
N155D Dusuk 1.525 0.75 2.30
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4.2.6. SNAP2

SNAP2 c¢evrimi¢i yazilim aracina, LCAT genine ait ve mutation assessor yazilim
aracinda high (yiiksek), mediim (orta etkili) ve low (disiik etkili) oldugu tespit edilen 21
varyasyon i¢in LCAT proteinine ait ve UniProt veri tabanindan elde edilen FASTA
formatindaki protein dizisi girilmistir. Incelenen varyasyonlar i¢in SNAP2 yazilim araci

12 varyant icin Notr, 9 varyant i¢in Etkili sonucu vermistir.

SNAP2 SONUC DAGILIMI

21

12

TOPLAM Etkili Notr

Grafik 4.7. SNAP2 Sonug Dagilimi
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Cizelge 4.8. SNAP2 Sonuglari

Dogal_ Tip Pozisyon | Mutasyona | Ongoriilen Puan Beklenen
Pgﬁ':ge Leramis Etki Dogruluk

T 371 M Notr -19 57%
T 345 M Notr -27 61%
G 340 C Etkili 51 75%
R 159 w Etkili 62 80%
G 128 S Notr -13 57%
R 123 H Etkili 23 63%
R 123 C Etkili 54 75%
V 391 A Notr -46 2%
R 375 C Etkili 51 75%
P 360 T Notr -19 57%
D 352 N Etkili 45 71%
Y 339 H Etkili 29 63%
M 317 | Notr -68 82%
M 276 K Notr -20 5%
N 252 K Notr -26 61%
S 232 T Notr -51 78%
I 202 T Notr -9 53%
T 147 | Notr -19 57%
W 170 R Etkili 44 71%
P 34 L Etkili 14 59%
N 155 D Notr -5 53%
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4.2.7. PhD-SNP Sonuclari

PhD-SNP ¢evrimigi yazilim aracina, LCAT proteinine ait ve SNAP2 yazilim aracinda
Etkili ve Notr olarak tespit edilen 21 adet varyasyonun amino asit degisiminin pozisyonu
ve mutant tip amino asit bilgisi girilmistir. PhD-SNP yazilim araci sonuglarina gore 18
adet varyasyon icin “Hastalik” (Disease) olusturdugunu, 3 adet varyantin ise “Notr”

(Neutral) oldugu tespit edilmistir.

PHD-SNP SONUG DAGILIMI

21
18
3
TOPLAM Hastalk Notr

Grafik 4.8. PhD-SNP Sonug¢ Dagilimi
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Cizelge 4.9. PhD-SNP Sonugclar1

Dogal Tip Pozisyon Mutasyona Tahmin Giivenilirlik
Proteinde Ugramis Indeksi
Kalint1 Kalnti
T 371 M Hastalik 6
T 345 M Hastalik 9
G 340 C Hastalik 8
R 159 W Hastalik 8
G 128 S Hastalik 8
R 123 H Hastalik 7
R 123 C Hastalik 9
\% 391 A Hastalik 3
R 375 C Hastalik 3
P 360 T Hastalik 4
D 352 N Hastalik 4
Y 339 H Hastalik 8
M 317 I Hastalik 6
M 276 K Hastalik 7
N 252 K Hastalik 7
S 232 T Notr 6
I 202 T Notr 2
T 147 | Hastalik 2
w 170 R Hastalik 6
P 34 L Hastalik 2
N 155 D Notr 4
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4.3. Zararh Oldugu Tahmin Edilen SNP’lerin Protein Stabilizasyonu Uzerine
Etkileri

Sift, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, Mutation Assessor, SNAP2 ve PhD-SNP
yazilim araglarinin her birinde ayni anda zararli oldugu tahmin edilen amino asit
degisimleri filtrelenmistir. Toplam 7 adet varyantin tiim programlarda zararli oldugu
tespit edilmistir. Bu 7 adet varyanta ait SNP referans numaralar1 ve ilgili amino asit
degisiklikleri; 1rs200506753(R375C), rs112299487(G340C), 1s375740669(Y339H),
rs28940887(R159W), rs199717050(R123H), rs140068549(R123C),
rs267607211(W170R) olarak saptanmistir. Her bir SNP’ye ait tahmin sonuglari gizelgede
gosterilmistir. Daha sonra zararli oldugu tespit edilen 7 adet varyantin protein
stabilizasyonu lizerindeki olas1 etkilerini tahmin etmek amaciyla I-Mutant ve MUpro

yazilim araglar1 kullanilmisgtir.
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Cizelge 4.10. Zararli Oldugu Tahmin Edilen SNP’ler

SNP ID rs200506753 | rs112299487 rs375740669 rs28940887 rs199717050 rs140068549 rs267607211
Amino Asit R375C G340C Y339H R159W R123H R123C W170R
Degisimi
SIFT Sonucu Zararh Zararli Zararli Zararli Zararli Zararh Zararh
SIFT Skoru 0.014 0.002 0.011 0 0.018 0 0
Po |yP hen-2 Biiyiik Biiytik Biiytik Biiytik Biiytik Biiytik Biiytik
Sonucu Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle
(HumDiv) Zararh Zararl Zararl Zararl Zararl Zararl Zararh
PolyPhen-2 1.000 1.000 1.000 1.000 0.986 1.000 0.997
Skoru (HumDiv)
PolyPhen-2 Biiyiik Biiyiik Biiyiik Biiyiik Muhtemelen Biiyiik Biiyiik
Sonucu Ihtimalle Ihtimalle Ihtimalle Thtimalle Zararh Ihtimalle Ihtimalle
(H umVa r) Zararh Zararl Zararl Zararl Zararl Zararh
PolyPhen-2 0.994 0.989 1.000 0.997 0.510 0.999 0.958
Skoru (HumVar)
PROVEAN Zararl Zararl Zararh Zararl Zararl Zararl Zararh
Sonucu
PROVEAN -5.700 -8.160 -2.857 -6.859 -3.704 -6.379 -8.777
Skoru
SNPs&GO Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik
Sonucu
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Cizelge 4.10. (Devamu.)

SNPs&GO 8 8 8 9 5 7 9
Giivenilirlik

Degeri

MutationAssessor Orta Yuksek Orta Yiksek Yuksek Yuksek Orta
Sonucu

MutationAssesor 2.715 3.725 2.365 3.555 3.59 3.59 3.38
FI Skoru

MutationAssesor 2.87 4.62 1.90 4.28 441 441 3.93
VC Skoru

MutationAssesor 2.56 2.83 2.83 2.83 2.77 2.77 2.83
VS Skoru

SNAP-2 Sonucu Etkili Etkili Etkili Etkili Etkili Etkili Etkili
SNAP-2 Skoru 51 51 29 62 23 54 44
SNAP-2 Beklenen 75% 5% 63% 80% 63% 5% 71%
Dogruluk

PhD-SNP Sonucu Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik Hastalik
PhD-SNP Skoru 3 8 8 8 7 9 6
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4.3.1. I-Mutant 3.0 Sonuclar

LCAT genine ait yanlis anlamli SNP’ler arasinda zararli/ hastalikla iligkili olabilecegi
belirlenen 7 adet SNP oldugu tespit edilmistir. I-Mutant 3.0 yazilim araci ile yapilan
calismada 7 varyantin da protein stabilizasyonunu azaltic1 etkiye sahip oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.11. I-Mutant 3.0 Sonuglar1

SNP ID Niikleotid | Amino | I-Mutant | DDG Ri
Degisimi | Asit 3.0 (Kcal/mol) (Giivenilirlik
Degisimi | Tahmini | (Serbest Indeksi)

Enerji
Degisimi
Degeri)

rs200506753 | G>A R375C Azalan -0.54 1
Kcal/mol

rs112299487 | C>A G340C Azalan -0.93 4
Kcal/mol

rs375740669 | A>G Y339H Azalan -1.35 7
Kcal/mol

rs28940887 | G>A R159W Azalan -0.57 7
Kcal/mol

rs199717050 | C>T R123H Azalan -151 9
Kcal/mol

rs140068549 | G>A R123C Azalan -1.19 4
Kcal/mol

rs267607211 | A>G W170R Azalan -0.77 6
Kcal/mol
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4.3.2 Mupro

LCAT genine ait yanlis anlamli SNP’ler arasinda zararli/ hastalikla iliskili olabilecegi
belirlenen 7 SNP’nin MUpro cevrimigi yazilim araci ile yapilan analiz ¢alismasinda
elde edilen bulgular sonucunda amino asit degisiminin tiimiiniin protein

stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.12. Mupro Sonuglar

SNP ID Niikleotid | Amino MUpro DDG (Kcal/mol) (Serbest

Degisimi | Asit Tahmini Enerji Degisimi Degeri)
Degisimi

rs200506753 | G>A R375C Azalan -0.246748

rs112299487 | C>A G340C Azalan -0.58661922

rs375740669 | A>G Y339H Azalan -1.5033121

rs28940887 | G>A R159W | Azalan -0.85932354

rs199717050 | C>T R123H Azalan -1.2106116

rs140068549 | G>A R123C Azalan -0.68322658

rs267607211 | A>G W170R | Azalan -1.272353

4.4, Zararh Oldugu Tahmin Edilen Varyasyonlarin U¢ Boyutlu Modellemesi
4.4.1. Project Hope

Tim ¢evrimici yazilim araglarinda fonksiyonel olarak zararli olabilecegini tahmin
edilen 7 varyasyon i¢in HOPE yazilim araci ile analiz yapilmistir. HOPE ¢evrimici
yazilim aracina, LCAT proteinindeki 7 amino asit degisimin her biri i¢in; LCAT
proteininin UniProtKB erisim kimligi, amino asit degisiminin pozisyonu ve mutant tip

amino asit bilgisi girilmistir.
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Cizelge 4.13. Project Hope Modelleme Sonuglari

SNP ID MODELLEME
rs200506753 " MH
\H
(R375C) | i
; OH
OH row
HN 0
0
* wild-type
P mutant residue
Agciklama:Polimorfizmin sonucu olarak 375.pozisyondaki Arginin
amino asidi Sistein amino asidine dontismiistiir.
rs112299487 SH
(G340C) OH

Aciklama:Polimorfizmin sonucu olarak 340.pozisyondaki Glisin

amino asidi Sistein amino asidine dontismiistiir.
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Cizelge 4.13. (Devaml.)

rs375740669

OH
»
(Y339H) : H
OH
HoN 0
o}
‘k .
Aciklama:Polimorfizmin sonucu olarak 339.pozisyondaki
Tirozin amino asidi Histidin amino asidine dontismiistiir.
rs28940887
(R159W)

Aciklama: Polimorfizmin sonucu olarak 159.pozisyondaki Arginin

amino asidi Triptofan amino asidine doniismiistiir.
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Cizelge 4.13. (Devaml.)

rs199717050 s
HZN\(
(R123H)
Agciklama: Polimorfizmin sonucu olarak 123.pozisyondaki Arginin
amino asidi Histidin amino asidine doniismiistiir.
rs140068549
(R123C)
Aciklama: Polimorfizmin sonucu olarak 123.pozisyondaki Arginin
amino asidi Sistein amino asidine dontismiistiir.
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Cizelge 4.13. (Devaml.)

rs267607211

(W170R)

Aciklama:Polimorfizmin sonucu olarak 170.pozisyondaki

Triptofan amino asidi Arginin amino asidine doniigmiistiir.
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Cizelge 4.14. Project Hope Sonuglarina Gore Dogal Tip ve Mutant Kalinti Amino
Asit Ozellikleri

SNP ID AMINO DOGAL TIiP KALINTI OZELLIKLERI MUTASYONA UGRAMIS KALINTI
ASIT OZELLIiKLERI
DEGiSiMI BOYUT YUK HIDROFOBIKLIK | BOYUT | YUK HIDROFOBIKLIK

rs200506753 R375C > Pozitif < < Notr >
rs112299487 G340C < - < > - >
rs375740669 Y339H > - > < - <
rs28940887 R159W < Pozitif < > Notr >
rs199717050 R123H > Pozitif - < Notr

rs140068549 R123C > Pozitif < < Notr >
rs267607211 WI170R > Notr > < Pozitif <

Amino asit degisimleri boyutsal olarak karsilastirnldiginda; G340C(rs112299487)
ve R159W(rs28940887) pozisyonlarindaki mutant kalintilar, dogal tip kalintilara gore
boyutsal olarak daha biiytliktiir. R375C(rs200506753), Y339H(rs375740669),
R123H(rs199717050), R123C(rs140068549) ve W170R(rs267607211)
pozisyonlarindaki mutant kalintilar, dogal tip kalintilara gore boyutsal olarak daha

kiigtiktiir.

Amino asit degisimleri sahip olduklar1 elektriksel yiik baz alimarak
karsilastirnnldiginda; W170R(rs267607211) pozisyonundaki mutant kalintinin
elektriksel yiikii pozitif iken dogal kalintinin elektriksel yiikiinlin notr oldugu tespit
edilmistir. R375C(rs200506753), R159W(rs28940887), R123H(rs199717050) ve
R123C(rs140068549) pozisyonlarindaki mutant kalintinin elektirisel yiikii notr iken
dogal tip kalmtinin elektriksel yiikkii pozitifir. G340(rs112299487) ve
Y339H(rs375740669) pozisyonlarindaki mutant kalintilar ile dogal tip kalintilar i¢in
elektriksel yiik olarak bir fark bildirilmemistir.
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Amino asit degisimleri sahip olduklar1 hidrofobiklik degerleri baz alinarak
karsilastirildiginda; R375C(rs200506753), G340C(rs112299487),
R159W(1s28940887) ve R123C(rs140068549) pozisyonlarindaki mutant kalintilarin,
dogal tip kalintilara  gore daha fazla  hidrofobik  oldugu tespit
edilmistir.Y339H(rs375740669) ve W170R(rs267607211) pozisyonlarindaki mutant
kalintilarin, dogal tip kalintilara gore daha az hidrofobik oldugu belirtilmistir.
R123H(rs199717050) pozisyonunda ise mutant kalintilar ile dogal tip kalintilar i¢in

hidrofobik degerleri agisindan bir fark bildirilmemistir.
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5. TARTISMA

Bir¢ok genetik hastalifin ya da multifaktoriyel hastaliklarin tanimlanmasinda, erken
tanisinda veya hastaliklara yatkinligin belirlenmesinde SNP’ler 6nemli polimorfizm
cesitleridir. NCBI dbSNP veritabaninda bugiine kadar tanimlanmis yaklasik 44 milyon
insan SNP’leri yer almaktadir (NCBI, 2015).

SNP’lerin molekiiler yoOntemlerle belirlenmesi ¢ok zaman alict ve maliyetli

olabilmektedir (Akhoundi ve ark., 2016; Chen ve Sullivan, 2003).

Bu nedenle zararli SNP’lerin tahmin edilmesi i¢in in siliko yontemlerin kullanilmasi
bliylik avantaj saglamaktadir. Giinlimiizde SNP’lerin olast zararli etkilerinin
Ongoriilmesinde birgok genin etkilerinin arastirildigi bazi ¢alismalar yayinlanmistir

(Kaman ve ark., 2019; Ozkan Oktay ve ark., 2019; Cabrera-Serrano ve ark., 2018).

Gegtigimiz birkag y1l iginde, zararli yanlis anlamli SNP'leri tahmin etmek igin in siliko
araglarinin kullanilmasi, deneysel prosediirlerden daha az zaman ve maliyet gerektiren
verimli bir yaklagim olmustur ve 6n taramali zararli yanlis anlamli SNP'ler, sonraki

fonksiyonel dogrulama deneyleri i¢in adaydir (Zhang ve ark., 2020).

Bu calismada balik gozii hastaligr ile iliskili LCAT genindeki zararli SNP’lerin in

siliko yontemlerle belirlenmesi saglanmigstir.
5.1. SNP’lerin Biyoinformatik Analiz Sonug¢larinin Tartisiimasi

LCAT geni ile ilgili 2836 snp belirlenmistir ve bunlardan yanlis anlamli olan 795 snp
aragtirma icin seg¢ilmistir. SIFT, PolyPhen-2, PROVEAN, SNPs&GO, Mutation
Assesor, SNAP2 ve PhD-SNP yazilim araglar1 kullanilarak yapilan analizler
sonucunda ortak olarak zarar verici etkiye sahip olanlar se¢ilmis olup; rs200506753
(R375C), rs112299487 (G340C), rs375740669 (Y339H), rs28940887 (R159W),
rs199717050 (R123H), rs140068549 (R123C), rs267607211 (W170R) referans
numaralarma sahip SNP’lerin yiiksek riskli SNP’ler olabilecegi tespit edilmistir.
Zararli oldugu tahmin edilen bu yedi yanlis anlamli SNP i¢in literatiir ¢aligmasi

yapildiginda, bu SNP’ler i¢in herhangi bir ¢aligma bulunamamustir.
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5.1.1. Protein Stabilizasyonu

Protein dizisindeki amino asit degisiminin meydana getirdigi stabilitedeki azalma
nedeniyle gerceklesen, yeterince basarili olmayan katlanmalar veya katlanmamis

protein boliimlerindeki artis, proteinin yogunlugunu azaltabilir (Yue ve ark., 2005).

Protein yapilari etkileyici bir dizi stabilize edici etkilesim igerir; bunlar hidrofobik ve
paketleme etkilesimlerini, hidrojen baglarini ve tuz kopriilerini igerir. Stabilizasyonun
azalmasi proteinin yapisini degistirebilir, ¢ozlinlirliigiine etki edebilir, aktivitesinin
azalmasina veya kaybina neden olabilir (Pakula ve Sauer, 1989). Mutasyonla meydana
gelen stabilite kaybi ile hastaliklar arasinda tutarli bir iliski bulunmaktadir (Yue ve

ark., 2005).

LCAT geni igin; I-Mutant 3.0 ve MUpro yazilim araglarinin sonuglarinin her ikisinde
de rs200506753 (R375C), rs112299487 (G340C), rs375740669 (Y339H), rs28940887
(R159W), rs199717050 (R123H), rs140068549 (R123C), rs267607211 (W170R)

referans numaralarina sahip SNP’lerin proteinin stabilizasyonunu azalttif1 tespit

edilmistir.
5.1.2. Amino Asit Ozellikleri
5.1.2.1. Boyut

Boyutsal acidan bakildiginda amino asitler arasinda 6nemli bir ¢esitlilik vardir ve bir
amino asidin molekiiler agirhigi, blylikligii ile kabaca orantilidir. Daha kiiglik
kalintilar, tercihen daha biiyiik kalintilarla birlikte yerlesirken, kiigiik-kiigiik ve biiyiik-
biiytik birlikte yerlesimler tercih edilmez. Protein yapisinin hangi bolgelerinin hangi
bolgelere uydugunu saptamada amino asitlerin boyutlarinin 6nemli bir rolii vardir;
ancak cogunlukla, boyut ve sekil 6zellikleri daha biiyiik protein alanlar ile iliskilidir
(Biro, 2006).
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LCAT geni igin yapilan arastirmada; rs112299487 (G340C) ve rs28940887 (R159W)
pozisyonlarindaki mutant kalintilarin, dogal tip kalintilardan daha biiylik oldugu
sonucuna ulasilmistir. Dogal tip kalintilarin proteinin ¢ekirdegine goémiilii olmasi
nedeniyle mutant tip kalintilar proteinin c¢ekirdegine muhtemelen sigmayabilir

(Venselaar ve ark., 2010).

LCAT geni i¢in yapilan aragtirmada; rs200506753 (R375C), rs375740669 (Y339H),
rs199717050 (R123H), rs140068549 (R123C), rs267607211 (W170R)
pozisyonlarindaki mutant kalintilarin, dogal tip kalintilardan daha kii¢iik oldugu
sonucuna ulagilmistir. Bu durum da varyasyonlarinin olusturdugu proteinlerin

cekirdeklerinde bos bir alana ve olast bir dis etkilesim kaybina neden olabilir

(Venselaar ve ark., 2010).

rs28940887 (R159W) pozisyonundaki dogal tip kalint1 134.pozisyonda glutamik asit

ile ve 150.pozisyonda glutamin ile bir hidrojen bag1 olusturur.

rs200506753 (R375C) pozisyonundaki dogal tip kalint1 282. pozisyonda alanine ile ve
366.pozisyonda glutamik asit ile bir hidrojen bagi olusturur ve ayrica mutant kalinti
bir multimer kontaginda bulunur. Mutant kalintinin kiigiik olmas1 nedeniyle multimer
temaslar1 yapmasini engelleyebilir (Venselaar ve ark., 2010).

rs375740669 (Y339H) pozisyonundaki dogal tip kalint1 378. pozisyonunda glutamik
asit ile bir hidrojen bag1 olusturur.

rs199717050 (R123H) pozisyonundaki dogal tip kalint1 61. pozisyonunda glutamik
asit bir hidrojen bag1 olusturur.

rs140068549 (R123C) pozisyonundaki dogal tip kalint1 61. pozisyonunda glutamik
asit bir hidrojen bag1 olusturur.

rs267607211 (W170R) pozisyonundaki dogal tip kalint1 58. pozisyonda asparagin bir
hidrojen bag1 olusturur.

Dogal tip ve mutant kalintilar arasindaki boyut farklari, mutant kalintilarin dogal tip

kalintilarin yaptig1 gibi ayni hidrojen baglarin1 yapmak i¢in dogru konumda
olmamalarina neden olacaktir (Venselaar ve ark., 2010).
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5.1.2.2. Yap

rs112299487 (G340C) pozisyonundaki dogal tip kalintinin tiim tortularin en esneki
olan bir glisindir. Bu esneklik, proteinin islevi ig¢in gerekli olabilir. Bu glisinin
mutasyonu bu islevi ortadan kaldirabilir. Glisin i¢in burulma agilar1 olagandisidir ve
sadece glisin bu burulma agilarin1 yapacak kadar esnektir, bagka bir kalintiya degisim

yerel omurgay1 yanlis bir yapiya zorlayacak ve yerel yapiy1 bozacaktir (Venselaar ve
ark., 2010).

rs375740669 (Y339H) ve rs267607211 (W170R) pozisyonunlarindaki dogal tip
kalintinin tercih edilen ikincil yapisinda, bir B-seritinde yer aldig1 goriilebilir. Mutant
tortu, baska bir ikincil yapida olmayi tercih eder, bu nedenle yerel konformasyon biraz

kararsiz hale gelir.
5.1.2.3. Hidrofobiklik

Genel olarak hem hidrofobik hem de hidrofilik etkiler, protein katlanmasi, niikleik asit
stabilitesi, molekiiler tanima ve baglanma gibi ¢esitli biyokimyasal siiregler igin baskin
itici giiclerdir (Damodharan ve Pattabhi, 2004). Protein dizilerindeki amino asitlerin
hidrofobik ve hidrofilik 6zellikleri, protein yapisini ve katlanmasini yonetir (Di Rienzo
ve ark., 2021). Benzer hidropatiye sahip molekiiller birbirine afiniteye sahiptir,

uyumludurlar; farkli hidropatiye sahip molekiiller birbirini iter ve uyumlu degildirler
(Biro, 2006).

LCAT geni i¢in yapilan arastirmada; rs375740669 (Y339H) ve rs267607211 (W170R)
pozisyonlarindaki mutant kalintilarin, dogal tip kalintilara gére daha az hidrofobik
oldugunu sonucuna ulagilmigtir. Bu durum protein varyasyonlarinin ¢ekirdeklerinde

hidrofobik etkilesimlerin kaybina neden olabilir (Venselaar ve ark., 2010).

LCAT geni i¢in yapilan arastirmada; rs200506753 (R375C), rs112299487 (G340C),
rs28940887 (R159W), rs140068549 (R123C) pozisyonlarindaki mutant kalintilarin ise
dogal tip kalintilara gore daha fazla hidrofobik oldugunu tespit edilmistir. Bu durum
proteinin ¢ekirdegindeki hidrojen baglarinin kaybina neden olabilir ve sonug olarak

dogru katlamay1 bozabilir (Venselaar ve ark., 2010).
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rs200506753 (R375C) pozisyonundaki mutasyon bu pozisyonda daha kiigiik bir tortu
ortaya ¢ikarir. Yeni kalintr, multimer temaslar1 yapmak igin ¢ok kiiciik olabilir.Burada
daha hidrofobik bir tortu eklenir. Dogal tip kalint1 tarafindan diger monomerlere
yapilabilecek herhangi bir hidrojen bagi simdi kaybolacak ve multimerik temaslar1

etkileyecektir.
5.1.2.4. Yiik

Proteinlerdeki tuz kopriileri, elektrostatik ¢ekimi deneyimlemek igin birbirine
yeterince yakin olan zit yiiklii kalintilar arasindaki baglardir. Protein yapisina ve

proteinlerin diger biyomolekiillerle etkilesiminin 6zgiilliigiine katkida bulunurlar

(Bosshard ve ark., 2004).

LCAT geni i¢in yapilan arastirmada; rs267607211 (W170R) pozisyonundaki dogal
kalintinin notr olmasina karsin mutant kalintinin pozitif oldugunu bildirmistir. Bu
durumda mutant kalinti, gémiilii kalintida protein katlama sorunlarina yol acabilir

(Venselaar ve ark., 2010).

LCAT geni i¢in yapilan arastirmada; rs200506753 (R375C), rs28940887 (R159W),
rs199717050 (R123H), rs140068549 (R123C) pozisyonundaki dogal kalintinin pozitif
olmasina karsin mutant kalintinin n6tr oldugunu tespit etmistir. Dogal ve mutant tip
kalint1 tarafindan yapilan yiikteki farklilik, iyonik etkilesimi bozacaktir (Venselaar ve
ark., 2010).

rs200506753 (R375C) pozisyonundaki dogal kalint1 366. pozisyonda glutamik asit ile
bir tuz kopriisii olusturur. Dogal kalintinin degisimi ile meydana gelen ylikteki
degisim, iyonik etkilesimi bozacaktir. Bu durum diger molekiillerle etkilesim kaybina
neden olabilir (Venselaar ve ark., 2010).

rs28940887 (R159W) pozisyonundaki dogal kalint1 134. Pozisyonda glutamik asit ile
ve 160. pozisyonda aspartik asit ile bir tuz kopriisii olusturur. Dogal kalintinin degisimi
ile meydana gelen yiikteki degisim, iyonik etkilesimi bozacaktir. Bu durum diger

molekiillerle etkilesim kaybina neden olabilir (Venselaar ve ark., 2010).
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rs199717050 (R123H)pozisyonundaki dogal kalint1 61. pozisyonunda glutamik asit ile
ile bir tuz kopriisti olusturur. Dogal kalintinin degisimi ile meydana gelen yiikteki
degisim, iyonik etkilesimi bozacaktir. Bu durum diger molekiillerle etkilesim kaybina

neden olabilir (Venselaar ve ark., 2010).

rs140068549 (R123C) pozisyonundaki dogal kalint1 61. pozisyonunda glutamik asit
ile ile bir tuz kopriisii olusturur. Dogal kalintinin degisimi ile meydana gelen yiikteki
degisim, iyonik etkilesimi bozacaktir. Bu durum diger molekiillerle etkilesim kaybina

neden olabilir (Venselaar ve ark., 2010).
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6.SONUC VE ONERILER

In siliko calismalar sayesinde giiniimiizde in vivo ve in vitro ¢alismalar 6ncesinde
zaman ve paradan tasarruf edilerek en dogru ve gilivenilir sonuglar alinip, deneysel
calismalara on veriler saglanabilmektedir. Bu nedenle g¢alismamizda balik gozii
hastalig1 ile iligkilendirilen LCAT genindeki zararli SNP’lerin olas1 etkileri in siliko

yontemler ile incelenmistir.

Buna gore; LCAT genindeki yanlis anlamli SNP’ler; rs200506753(R375C),
rs112299487(G340C), rs375740669(Y339H), rs28940887(R159W),
rs199717050(R123H), rs140068549(R123C), rs267607211(W170R)

polimorfizmlerinin tahminen yiiksek riskli olabilecegi tespit edilmistir.

Bu calisma tanisal ve deneysel calismalara yol gostermek amaciyla yapilmastir.
Yiiksek riskli oldugu tahmin edilen SNP’lerin, FED ile iligkili deneysel ve klinik

caligsmalarda oncelikli olarak degerlendirilmesi dnerilmektedir.
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