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Viriisler, bulasici ajanlar olarak insanlarda hastaliklara ve 6liimlere yol agabilmektedir.
Bu olumsuz etkileri 6nlemek igin asilar ve ilaglar gelistirilmis olsa da viriisiin genetik
yapisinda meydana gelen mutasyonlar sebebiyle viriis, bagisiklik sisteminden kagma
ve konak hiicreye daha iyi baglanma gibi 6zellikler kazanarak tedavilere kars1 direngli
hale gelebilir. Kiiresel COVID-19 pandemisi, yeni SARS-CoV-2 varyantlari ortaya
ciktikca viriisiin genetik materyalinde meydana gelen degisikliklerin hizli, giivenilir
ve etkili bir sekilde izlenmesi ve tahmin edilmesi gerekliligini ortaya koymustur.
Viriisiin yeni genetik yapisina uygun ilag ve asilarin gelistirilmesi maliyetli ve zaman
alicidir. Bu nedenle, SARS-CoV-2'nin genomunda meydana gelebilecek mutasyonlari
ve bu mutasyonlarin etkilerini heniiz ger¢eklesmeden 6nce tahmin etmek ve gerekli
onlemleri almak Kritik 6nem tasimaktadir. Bu tezde, COVID-19 pandemisine yol agan
SARS-CoV-2 viriisiiniin evrimsel siireci incelenmis ve gelecekte meydana gelebilecek
onemli mutasyonlarin tahmin edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda,
oncelikle viriisiin insan hiicrelerini enfekte etmesinden sorumlu Spike (S) proteini
bolgesine ait gen dizileri GISAID veri tabanindan temin edilmis ve ardindan bu diziler
cesitli ¢oklu hizalama yontemleri (Clustal Omega, MAFFT, TCoffee, vb.) ile



hizalanmistir. Daha sonra bu hizalamalar, ¢esitli skor fonksiyonlar1 (Karlin, Sander,
Valder, vb.) kullanilarak her bir amino asit i¢in degisebilirlik skorlar1 hesaplanmistir.
Elde edilen degisebilirlik skorlar1 arasindaki korelasyon analiz edilerek S proteininde
korunmaya ve degismeye yatkin bolgeler belirlenmistir. Hesaplanan degisebilirlik
skorlar1 ve deneysel mutasyon orami kullanilarak, rastgele yiiriiylis yontemi ile
gelecekte meydana gelebilecek mutasyonlar tahmin edilmistir. Bu ¢alismanin, SARS-

CoV-2 viriisiiniin  evrimsel dinamiklerinin  anlasilmasina  katki  saglamasi

beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sekans analizi, Skorlama fonksiyonlari, Mutasyon haritalari
Spike proteini.
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Viruses are known as infectious agents and can cause diseases and deaths in humans.
Although vaccines and drugs have been developed to prevent these effects, mutations
occurring in the genetic structures of viruses may enable them to acquire
characteristics such as evading the immune system and binding more effectively to
host cells, thereby becoming resistant to existing treatments. The global COVID-19
pandemic has highlighted the necessity of monitoring and predicting genetic changes
in the virus quickly, reliably, and effectively as new SARS-CoV-2 variants emerge.
Developing new drugs and vaccines that match the virus’s updated genetic content is
costly and time-consuming. Therefore, predicting possible mutations in the SARS-
CoV-2 genome and their potential effects before they occur, and taking the necessary
precautions, is of great importance.

In this thesis, the aim is to study the evolutionary process of the SARS-CoV-2 virus,
which causes COVID-19 pandemic, and to predict significant future mutations. To
achieve this, genetic sequences of the spike protein region, which is responsible for
the virus infecting human cells, were first obtained from the GISAID database. These
sequences were then aligned using various multiple sequence alignment methods (such

as Clustal Omega, MAFFT, and T-Coffee). Subsequently, these alignments were used
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to calculate mutability scores for each amino acid based on different scoring functions
(such as Karlin, Sander, Valdar, etc.). By examining the correlation between the
obtained scores, regions of the virus that are either conserved or prone to change were
identified. Using the calculated mutability scores and experimental mutation rates,
potential future mutations were predicted through a random walk method. The studies
conducted in this thesis are expected to contribute to the prediction of the evolutionary
trajectory of the SARS-CoV-2.

Keywords: Sequence analysis, Scoring functions, Mutation maps, Spike protein.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci

Viriislerin genomlarinin ayrintili olarak analiz edilmesi, bu organizmalarin evrimsel
siireclerinin anlasilmasi, hastaliklara yol acan olan tiirlere karsi1 etkili asilar
gelistirilmesi ve sebep olabilecekleri olasi salginlarin Oniine gecilebilmesi igin
onemlidir. Bu tez kapsaminda, 2020 yilinda pandemiye sebep olan SARS-CoV-2
(Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) viriisiiniin genomu {izerinde
caligilarak, gelecekte ortaya ¢ikabilecek mutasyonlarin tahmin edilmesi
amaglanmaktadir. Bu amagcla, oncelikle Spike (S) proteini {izerindeki mutasyona
ugrama ihtimalleri daha yiiksek olan pozisyonlar1 belirlemek adina iki farkli yontem
kullanilmigtir.  Birincisi, her pozisyon i¢in mutasyona ugrama skorlar1 ¢ikaran,
pozisyona bagli olarak gelistirilmis skorlama fonksiyonlar1 sonuglar1 ve ikinci olarak
pozisyon lizerinde gerceklesen gesitliliginin bilgisini veren, pozisyona 6zel entropi
degerleri kullanilmistir. Bu fonksiyonlarin sonuglari, hesaplanan farkli amino asit
frekans1 ve hesaplanan mutasyon hiz1 kullanilarak gelecekte olusabilecek mutasyonlar
tespit edilmeye calisilmistir. Sonuglarin korelasyonlar1 ve tahmin performanslar
incelenerek karsilagtirmalar yapilmis, yontemler arasindaki farklar belirlenmis ve en

etkili tahmin yapabilen yaklagim ortaya konulmustur.

1.2 Literatiir Arastirmasi

1.2.1 Biyoinformatik ¢calisma alani ve veri incelemesi

Insan genom projesinin ortaya atilmasi ile birlikte, biyolojik veri miktar1 giin gectikce
artmistir ve hala artmaya devam etmektedir. Elde edilen bu biiyiik verinin dogru bir
sekilde analiz edilmesi gerekliligi, biyoinformatik alanina olan ihtiyaci ve talebi
artirmistir. Biyoinformatik, biyolojik verilerin elde edilmesi, yorumlanmas: ve ilgili
araglarla uygulanmasi i¢in gerekli olan bir alandir (Bayat, 2002). Biyoinformatik
alaninda biyolojik veriler islenirken; bilgisayar bilimi ve istatistik gibi bilimlerden

faydalanilmaktadir. Biyoinformatik ile ilgilenen uzmanlar bu alanlardan yararlanirken



veya biiyiik biyolojik verileri islerken de yeni yontemler gelistirebilmektedir. Ozellikle
genetik verilerin anlamlandirilmas:t ve islenebilir hale gelmesi igin algoritmik
hesaplamalar gereklidir. Biyoinformatik alaninda genetik verinin cesitliligine ve
arastirma amacina gore yeni algoritmalar ve araglar gelistirilmektedir. (Mathura &
Kangueane, 2009; Saparov & Zech, 2025). Genetik veri, DNA ve RNA
dizilimlerinden olugmakta olup, bu verilerden elde edilen protein sekanslar1 genetik
bilginin bir ifadesidir. Bu verilerin islenmesi, gelecek viriislerin evrimi ve dolayisiyla
as1 tasarimu, ilag tasarimi gibi alanlarda 6nem arz etmektedir. Bu nedenle, bu alandaki
ilerlemeler genetik verilerin anlamli bigimde kullanilmasina ve bu verilerin saglik ve
bilim alanlarindaki c¢esitli uygulamalarda degerli bilgiler sunmasina olanak

saglamaktadir.

1.2.2 Genetik kod (DNA, RNA)

Genetik materyalin temel tasiyicisi olan DNA veya RNA, niikleotit adi verilen
birimlerden meydana gelir. Her bir niikleotit; bir azotlu baz, bes karbonlu bir seker ve
bir fosfat grubundan olusur ve cift sarmalli yapilardan meydana gelmektedir.
DNA'daki azotlu bazlar Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve Sitozin (C) olarak
adlandirilir. RNA, DNA’da oldugu gibi Adenin (A), Timin (T), Guanin (G) ve
DNA’dan farkli olarak Urasil (U) bazlarindan olusur ve genetik bilginin islenmesinde
rol alan bir diger 6nemli molekiildiir. Haberci RNA (mRNA), tastyici RNA (tRNA) ve
ribozomal RNA (rRNA) olmak iizere RNA ii¢ farkli grupta incelenir. Bu RNA tiirleri,
genetik bilgiden protein sentezine uzanan siirecte 6nemli roller iistlenir. Bu biyolojik
stire¢ 'santral dogma' (merkezi dogma) olarak adlandirilir (Mathura & Kangueane,
2009; Sekil 1.1).

/)
/////
% Transkripsiyon Translasyon Katlanma

Protein

Aminoasit zinciri
RNA

DNA

Sekil 1.1: Santral Dogma. DNA’dan RNA sentezi transkripsiyon adi verilen adimda
gergeklesir. Ardindan RNA, translasyon yoluyla amino asit zincirine ¢evrilir. Bu
zincir, dogru sekilde katlanarak islevsel bir proteine doniisiir.



Santral dogma, biyolojik sistemlerde genetik bilgi yolunu ifade eden bir terimdir. Tlk
olarak 1957 yilinda Francis Crick tarafindan ifade edilmistir ve genel hatlar ile
DNA’nin RNA ¢esitlerini ve RNA’larin proteinleri olusturdugu seklinde 6zetlenebilir.
Genetik bilgi DNA’dan alinir, mesajc1 RNA (MRNA)’ya taginir ve Sonrasinda genetik
bilgi ile amino asit sentezi yapilarak proteinler olusur. Protein olusum evresinde,
mRNA’da bulunan ti¢lii niikleotitler ribozom tarafindan amino asitlere doniistiriiliir.
Bu doniistiirilen Ttglii  niikleotitlere kodon adi verilir ve kodonlar farkli
kombinasyonlar ile toplam 20 farkli amino asidi temsil eder ve bir amino asit birden
fazla kodon tarafindan iretilebilmektedir. Kodonlarin hangi amino asitlere
doniistiigiinii gosteren bir kodon tablosu mevcuttur (Sekil 1.2). Genetik bilginin hangi

proteini sentezleyebilecegi kodon tablosu kullanilarak dogru bir sekilde ¢oziimlenir.

/5 R \
4/ © S P Start
B Stop

Sekil 1.2: mRNA kodonlari ile bunlara karsilik gelen amino asitler arasindaki iliskiyi
gosteren standart genetik kodon tablosu. Merkezden disa dogru okunarak, tgli
niikleotid dizileri (kodonlar) protein sentezi sirasinda hangi amino asidin eklenecegini
belirler. Protein sentezinin baglamasi ve sona ermesi agisindan 6nemli olan baslatici
kodon (AUG, iiggen ile gosterilmistir) ve durdurucu kodonlar (UAA, UAG, UGA;
kare ile isaretlenmistir) tablo lizerinde gosterilmistir.

Kodon tablosunda goriildiigii lizere bir amino asit birden fazla kodon yolu ile
sentezlenebilir. Ornegin; Lizin amino asidi 3 Adenin (AAA) ile olusabilirken aym
zamanda 2 Adenin, 1 Guanin (AAG) ile de olusabilir. Bu gibi 6rnekler sayesinde
genetik cesitlilik olusurken, bu genetik cesitlilik, protein sentezindeki cesitlilige ve
dolayistyla organizmanin adaptasyonuna da katki saglanmaktadir (Mathura &

Kangueane, 2009).



1.2.3 Mutasyon ve cesitleri

Mutasyonlar, organizmanin genetik materyalinde rastgele meydana gelen ve gelecek
nesillere aktarilabilen degisimlerdir. Bu degisimler, organizmanin biyolojik
isleyisinde aksamalara yol agabilecegi gibi, bazi durumlarda viriislerde veya
organizmalarda avantaj saglayan Ozelliklerin ortaya ¢ikmasina da sebep
olabilmektedir (Url-1). Mutasyonlar, ¢esitli nedenlerle meydana gelebilir. DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalar mutasyonlara yol acabilecegi gibi, tek
niikleotidlerin yapisin1 degistiren kimyasal maddeler ve radyasyon gibi mutajen
etkenler de mutasyonlara yol acabilir. Mutasyonlar meydana geldikten sonra
organizmada belirgin degisikliklere yol agabilecegi gibi, organizmanin hayat dongiisii
icin etki yaratmayabilir. Ayrica, mutasyonlarin biiyiik bir kismi1 evrim siirecine katk1
saglarken, somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar gibi bir sonraki nesle
aktarilmayan mutasyonlarin evrime dogrudan bir etkisi veya katkis1 bulunmamaktadir.
Mutasyon cesitleri farkli basliklar altinda incelenebilir (Ibrahim, 2021). Bunlar, yer
degistirme mutasyonlari, yerlestirme mutasyonlari ve silinme mutasyonlaridir.

Yer degistirme mutasyonlari: Genetik kodda yer alan bir amino asidin, baska bir
amino aside doniismesinden meydana gelen mutasyonlardir.

e Sessiz mutasyonlar: Bu tiir mutasyonlarda, genetik koddaki tek degisim
liretilen proteini etkilememektedir. Ornegin, AAG kodonunda meydana gelen
mutasyon sonucunda AAA kodonu olusmasi buna ornek verilebilir. AAG
kodonu da AAA kodonu da Lizin amino asidini olusturmaktadir.

e Anlamsiz Mutasyonlar: Anlamsiz mutasyonlarda meydana gelen mutasyon
sebebi ile iiretilen kodon stop kodonudur. Ornegin, AGG kodonunun
mutasyonla UAG'ye doniismesi, Arjinin amino asidi yerine bir stop kodonu
olugmasina yol acabilir.

e Yanhs Anlamh Mutasyonlar: Bu tiir mutasyonlar sonucunda olusan protein
farkl1 bir proteine déniisiir. Ornegin, AGG Arjinin iiretirken mutasyon sonucu

ACG kodonu olusur ve bunun sonucu Triptofan tiretilir.

Yerlestirme mutasyonlar: Bu tiir mutasyonlarda genetik materyalin siralamasina bir
kodon cifti girmektedir. Ornegin, CCGA olan DNA dizi igeresine ATT girerek
CCGATTA dizisi olugsmaktadir.

Silinme mutasyonlari: Silinme mutasyonlari, genetik dizi icerisindeki kodon veya

kodonlarin silinmesinden kaynaklanir. Ornegin GCATTT dizi igerisinde bir
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niikleotidin silinmesi sonucu GCATT olusmasi bu tiir mutasyonlara 6rnek verilebilir

(Smith & Doe, 2021).

1.2.4 Protein yap1 ve fonksiyonu

Proteinler, canli organizmalardaki en karmasik ve islevsel agidan en Onemli
biyomolekiillerden biridir. Onceki boliimlerde de belirtildigi iizere, proteinlerin yapi
taglar1 amino asitlerdir ve 20 farkli amino asidin gesitli sekillerde dizilmesiyle farkli
proteinler olusmaktadir. Amino asitler, birbirlerine peptit baglariyla baglanarak farkl
katlanmalar ile farkli dizilere ve konformasyonlara sahip proteinleri ve dolayisiyla
farkli iglevleri iistlenen protein yapilarini olustururlar. Proteinler peptit baglariyla
olustuklar i¢in siklikla polipeptit olarak da adlandirilmaktadir. Proteinler, ¢esitli
ligandlara farkl: afinitelerle baglanir ve proteinlerin biyolojik islevi, diger molekiillere
baglanma yeteneklerine dayanir (Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002). Bu baglanma,
zayif veya kuvvetli etkilesimler yoluyla gergeklesir ve sonucunda bir 6zgiillikk
olusarak protein belirli bir islev i¢in kullanilabilir. Ornegin, proteinler konak hiicre
reseptorlerine baglanarak hiicresel etkilesimlerde rol alabilir veya antikorlar olarak
bakterilere baglanarak bagisiklik sisteminin isleyisine katki saglayabilir. Proteinler,
farkli afinitelere sahip olarak cesitli ligandlara baglanma kapasitesine sahiptir.
Ligandlara baglandig1 bolgeler, belirli bir amino asit diziliminden olusur. Buna ek
olarak, protein veya ligand molekiiliindeki amino asit diziliminde meydana gelen
herhangi bir degisiklik, baglanma siirecini 6nemli dl¢iide etkileyebilir (Url-2). Genel
olarak protein yapis1 dort farkli diizeyde incelenmektedir: birincil, ikincil, ligiinciil ve
dordiinciil yapi. Birincil yapi, proteinlerin amino asit dizilimi ile ilgilidir ve bu
seviyede meydana gelen herhangi bir degisiklik, ikincil, iigiinciil ve dordiinciil
yapilarin biitiinliigiinii etkileyebilmektedir. Ikincil yapi, polipeptit zincirinin omurga
atomlar1 arasindaki etkilesimler sonucu olusan yerel katlanmig yapilardir. Bu
katlanmalar, hidrojen baglar1 sayesinde alfa sarmallar ve beta tabakalar gibi diizenli
yapilardan olusur. Ugiinciil yaps, ikincil yapidaki katlanmalarin daha kompleks hale
gelmesiyle olusur ve ¢esitli kimyasal baglarla stabilize edilir. Proteinlerin dérdiinciil
yapist ise, birden fazla polipeptit zincirinin bir araya gelerek ii¢ boyutlu fonksiyonel
bir yap1 olusturmasiyla meydana gelir. Proteinlerin {i¢ boyutlu yapisinin belirlenmesi,
ilag ve as1 gelistirme siiregleri acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu yapinin
deneysel olarak belirlenmesi i¢in X-1511 kristalografisi, niikleer manyetik rezonans

(NMR) ve kriyo-elektron mikroskobu (kriyo-EM) gibi yontemler kullanilmaktadir. X-
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1511 kristalografisi, protein molekiiliiniin genel sekline odaklanir ve kristaldeki
atomlarin konumlarini ve diizenini belirlemek i¢in X-1sinlarindan yararlanir. Kristale
yonlendirilen bu 1sinlar, farkli yogunluklarda kirinim desenleri olusturarak yapisal
bilgilerin elde edilmesini saglar. NMR spektroskopisi, atomik yapi hakkinda bilgi
saglayan bir tekniktir ve manyetik rezonansa dayali olarak caligir. Farkli kimyasal
gruplarin belirli frekanslarda rezonansa girmesiyle elde edilen sinyaller, proteinin
atomik diizeyde yapisini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilir. Kriyo-elektron mikroskobu
(kriyo-EM) yontemi ise, Orneklerin kristallesmeden donmus amorf su fazinda
sabitlenmesini saglar. Bu sayede proteinler dogal hallerine en yakin sekilde korunarak
detayl1 bir sekilde incelenebilir (Url-3). Protein yapilarini belirlemek igin kullanilan
yontemler, hastalik arastirmalar1 basta olmak {izere bir¢ok kritik alanda biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ornegin, orak hiicre anemisi, kistik fibroz gibi hastaliklar, proteinin
birincil yapisinda meydana gelen mutasyonlarin yapisal seviyelerde degisimlere yol
agmas1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Url -2). Bu sebeple proteinlerin yapilarinin ve
fonksiyonlarmin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Biyoinformatik alaninda da
proteinlerin dizilimleri, katlanmalar1 ve {ii¢ boyutlu yapisi, farkli molekiilere

baglanmasi gibi bir¢ok alanin yarari i¢in ¢alisiimaktadir (Y. Xu, Xu, & Liang, 2007).

1.2.5 Antibiyotik ve antiviral ilaglarin kesfi ve tasarim

Viriisler, insan sagligi icin ciddi bir tehdit olusturarak oliimciil hale gelebilmektedir.
Bu nedenle, antiviral ve antibiyotik gibi ilaglarin gelistirilmesi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bazi viriisler i¢in as1 gelistirmek olduk¢a zor oldugundan, bu tiir
enfeksiyonlarla miicadelede etkili antiviral ilaglarin gelistirilmesi 6nemli bir gereklilik
olarak one ¢ikmaktadir (De Clercg, 2002). 1928 yilinda Sir Alexander Fleming,
antibiyotik arastirmalarinin temelini atan 6nemli bir kesfe imza atmis ve penisilini
bulmustur (Davies & Davies, 2010). 1942 yilinda ilk kez saflastirilan penisilin,
1945'ten itibaren ise yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. Ozellikle 1950'ler ile
1970'ler arasindaki donem, antibiyotik arastirmalarinin altin ¢agi olarak kabul
edilmekte olup, bu siirecte streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve eritromisin gibi
pek cok antibiyotik smifi kesfedilmis ve klinik kullanima girmistir (Adedeji, 2016;
Aminov, 2010; Clardy, Fischbach & Walsh, 2006). Antibiyotikler, farkli
mekanizmalarla etki gostererek mikroorganizmalarin biiylimesini ve c¢ogalmasin
engellemektedir (Sekil 1.3). Ornegin, florokinolonlar grubu antibiyotikler, bakteri

DNA'simnin replikasyonunu durdurarak etki gostermektedir. Kloramfenikol gibi
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antibiyotikler ise protein biyosentezini engelleyerek organizmalarin protein iiretimini
hedef almaktadir. Vankomisin ise hiicre duvarina saldirarak etki gosteren
antibiyotikler arasinda yer almaktadir. Ayrica, trimetoprim gibi ilaglar, folik asit
metabolizmasini inhibe ederek DNA sentezi i¢in gerekli olan folik asit iiretimini
engeller. Bu ¢esitli etki mekanizmalar1 sayesinde farkli antibiyotikler gelistirilmis ve
giinimiizde de yeni antibiyotiklerin kesfedilmesine yonelik caligmalar devam

etmektedir (Halawa vd., 2024; Jangra vd., 2025).
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Sekil 1.3: Antibiyotiklerin ¢alisma mekanizmasi. Bakteriyel DNA’dan RNA
polimeraz araciligiyla mRNA sentezlenir ve bu mRNA, ribozomal alt birimlerle
birlikte protein sentezini baglatir. tRNA’lar amino asitleri tagiyarak polipeptit zincirini
olusturur. Ancak kloramfenikol ve tetrasiklin gibi antibiyotikler, bu siireci
engelleyerek ribozomal fonksiyonlar1 bozar. Bu miidahale, protein sentezini
durdurarak bakterinin islevsiz hale gelmesine ve 6liimiine neden olur.

Antiviral ilaglarin ¢alisma mekanizmasi, antibiyotiklerden farklidir. Antibiyotikler
bakterileri dogrudan 6ldiiriirken, antiviraller genellikle viriisleri tamamen yok etmek
yerine onlarin ¢ogalmasini engellemeye odaklanir (Kausar vd., 2021). Viriisler, konak
hiicrenin mekanizmasin1 kullanarak cogaldiklar1 i¢in, onlar1 hedef alan ilaglarin
gelistirilmesi olduk¢a zordur. Ilk antiviral ila¢ olan idoksuridin, 1963 yilinda
onaylanmis olup, bu tarihten itibaren antiviral ilaglar siirekli olarak gelistirilmekte ve
cesitlendirilmektedir (Bule vd., 2019). Antiviral ilaglarin ¢alisma mekanizmalari su
sekildedir. Ozellikle SARS-CoV-2 ve diger koronaviriislere karsi gelistirilen
Remdesivir ve tiirevleri, virlisin RNA polimerazin1 hedef alarak replikasyonunu

engeller. Ritonavir, Lopinavir grubu ise proteaz inhibitorleri olarak galisirlar (Cao vd.,
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2020). Viriisiin konak hiicreye girisini engelleyen bir ¢calisma mekanizmasina sahip
antiviral ilag grubu da vardir (Hoffmann vd., 2020). Immiin modiilatérlerin ait oldugu
grup ise viicudun bagisiklik yanitini gii¢lendirerek viriis replikasyonunu baskilayarak
calisir. Niikleozit ve Niikleotid Analoglar1 grubu ise viriisiin genetik materyalinin

sentezini durdurarak ¢alisan bir gruptur (Kausar vd., 2021; Aiello vd., 2022).

1.2.6 Viriis evrimi

Viriislerin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi ile ilgili farkli teoriler vardir. Bir goriise gore,
virtisler hiicre i¢i parazitken, zamanla bagimsiz ¢ogalma yetenegi kazanmiglardir. Bir
diger teoriyse, viriislerin hiicrelerden kagan genetik yapilarinin kendi kendilerine
kopyalanmasiyla olustugunu 6ne siirmektedir. Son olarak, bazi arastirmalar viriislerin
ilkel ve replikasyonla ¢ogalabilen molekiillerden evrimlestigini savunmaktadir. Evrim
stiregleri hala devam eden viriisler, farkli mekanizmalarla degisim gegirebilmektedir.
Bu evrimsel siiregler; konak hiicre degisimi, hastalilk yapma giicii (viriilans)
seviyesinin degisimi, ilaglara direngli tiirlerin ortaya ¢ikisi ve bagisiklik sisteminden
kagis mekanizmalari gibi gesitli amaglar ile gergeklesmektedir (Payne, 2017).

Viriisler, yeniden diizenleme, rekombinasyon ve mutasyon yoluyla genetik ¢esitlilik
kazanabilirler. Mutasyon oranlar1 ise viriis tlirline bagli olarak biiyiik farkliliklar
gosterebilir. Ornegin, HIV gibi baz1 viriislerde her eklenen niikleotid basina mutasyon
oram 107 ile 10 arasinda degisebilirken, Herpesviriisler gibi daha diisiik mutasyon
hizina sahip viriislerde bu oran 107 ile 10™ arali§inda goriilebilir (Cann, 2011). DNA
veya RNA tasiyan yapilar olarak siniflandirilan viriisler arasinda, RNA viriislerinin
mutasyon orant daha yiiksektir. Bunun nedenleri ise, RNA’ya bagimli RNA
polimerazlar (RdRp), DNA’ya bagimli DNA polimerazlara kiyasla daha yiiksek hata
oranlarina sahip olmasidir ve ayrica DNA viriislerinin aksine, RNA viriislerinde
genetik materyalin kopyalanmasi sirasinda hata diizeltme mekanizmalarinin
bulunmamasidir (Lauring, Frydman, & Andino, 2013). Bu durum, SARS-CoV-2 gibi
RNA viriislerinin hizli evrim gecirmesine ve genetik cesitliligin artmasina yol
acmaktadir (LaTourrette & Garcia-Ruiz, 2022). Mutasyon hizi, viriislerin evrimsel
stirecte ilerleyisini belirleyen en onemli faktorlerden biridir. Ciinkii bir viriis evrim
gecirdikce yeni Ozellikler kazanir; 6rnegin, ilag direnci gelistirebilir veya bagisiklik
sisteminden kagma yetenegini artirabilir. Bu degisimler, viriisiin yayilma kapasitesini
ve hastalik yapma potansiyelini dogrudan etkileyerek, insan sagligi agisindan énemli

sonuglar dogurabilir.



1.2.7 SARS-CoV-2

Koronaviriisler, memeli canlilar ile kuslar1 da enfekte edebilen tek sarmalli pozitif
polariteli RNA virisleridir. Bu virlisler, Nidovirales takimina, Coronaviridae
familyasina ve Orthocoronavirinae alt familyasina aittir. Orthocoronavirinae alt
familyasi, Alphacoronaviriisler, Betacoronaviriisler, Gammacoronaviriisler ve
Deltacoronaviriisler olmak tizere dort grupta incelenmektedir. Alphacoronaviriisler ve
Betacoronaviriisler genellikle memelileri enfekte ederken, Gammacoronaviriisler ve
Deltacoronaviriisler ise kuslar1 da igeren genis bir konake1 ¢esitliligine sahiptir (Sekil
1.4) (Mingaleeva vd., 2022; Saberiyan vd., 2022). Avian enfeksiyoz bronsit viriisii
(IBV) ise tarihte kesfedilen ilk koronaviriistiir. insanlar1 enfekte eden koronaviriisler
ise 1966-1967 yillarinda kesfedilmistir. Daha sonraki yillarda, HCoV-NL63
(Hollanda, 2004) ve HCoV-HKU1 (Hong Kong, 2004) gibi viriis tiirleri de ortaya

¢ikmig ve tanimlanmugtir.
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Sekil 1.4: Koronoviriis ailesinin semasi. SARS-CoV-2, Nidovirales takimina bagl
Coronaviridae ailesi ve Coronavirinae alt ailesi altinda yer alan Betacoronavirus
cinsine ait soylar arasinda siniflandirilmaktadir.

2012'de Suudi Arabistan'da tespit edilen orta dogu solunum sendromu MERS-CoV,
yiizde 35'e varan 6liim oranina sebep oldugu rapor edilmistir (Url-4). Koronaviriislerin
farkl tiirler arasinda gecis yapabildigi ve bu gegisler sonucunda yeni koronaviriis
tiirlerinin ortaya ¢iktig1 birgok vaka rapor edilmistir. Bu duruma 6rnek olarak, 2019
yilinda Wuhan, Cin'de kesfedilen ve kiiresel bir pandemiye sebebiyet veren SARS-
CoV-2 viriisii gosterilebilir. SARS-CoV-2'nin ortaya ¢ikmasinda tiirler arasi gecis
etkisi ¢ok biiytiktir (Crits-Christoph vd., 2024). SARS-CoV-2'nin genom yapist ise



diger SARS-CoV’lar ile yaklasik %80 oraninda benzerken yarasa koronaviriislerine

de yiiksek benzerlik gosterdigi goriilmistiir (Saberiyan vd., 2022).

1271 SARS-CoV-2 yapist

SARS-CoV-2, Beta-coronavirus cinsi tek sarmalli pozitif anlamli olan bir RNA
viriistidiir. Dizileme islemlerinin sonucu olarak, SARS-CoV-2 genomu yaklasik olarak
29,9 kilobaz (kb) yani 30.000 niikleotid uzunlugunda oldugu rapor edilmistir (Lu vd.,
2020). Bu bilgilere ek olarak SARS-CoV-2 genomu 12’si fonksiyonel olan toplam 13-
15 ag¢ik okuma ¢er¢evesinden (ORF) olusmaktadir (Naqvi vd., 2020). SARS-CoV-2
yapisal olarak, 4 farkli kisimdan olusur. Bu yapisal kisimlar Spike (S)(Sekil 1.5), Zarf
(Envelope, E), Zar (Membran, M) ve Niikleokapsid (N) proteinleridir.

a) b)

Protomer A (SuNN

S1 S2

Protomer B NTD ReD R €D |

1 27 331 524 614 1147

Sekil 1.5: Spike (S) proteininin ii¢ boyutlu yapisi. (a) Kristal yapisi ¢oziimlenmis Spike
protein trimeri (PDB ID: 6VXX), her biri farkli renkle (kirmizi, mavi ve sari)
gosterilmis lic alt birimden (protomerden) olusmaktadir ve tamami kapal
konformasyondadir. (b) Tek bir Spike protomerinin kapali konformasyondaki yapisi
sunulmustur. Bu yapida, reseptor baglanma bolgesi kirmizi, N-terminal bolge mavi,
baglayici (konnektor) bolge yesil ve 614. pozisyon sar1 renk ile vurgulanmistir
(Smaoui & Yahyaoui, 2021).

Spike (S) Proteini: Konakg1 hiicreye baglanmada gorev alan S proteini, 1273 amino
asitten olusur. S1 ve S2 olmak tizere 2 alt boliimden olusur ve bu S proteini viriis ile
baglanma siiresince farkli sekillerde hareket edebilir. Yapisal olarak S1 (1-686)
baglanma alani ve S2 fiizyon alan1 (687—1273) icermektedir. 1 ile 686 residue arasini
kapsayan S1 baglanma kismi, kapali pozisyondan agik pozisyona gelerek, SARS-

CoV-2 viriisiiniin, konak hiicrede bulunan ACE-2 (Angiotensin Converting Enzyme
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2) reseptoriine baglanir. S proteininin 687—1273 arasindaki S2 bdlgesi, viriisiin konak
hiicre reseptoriine baglanmasinin ardindan, viral ve hiicresel zarlarin kaynasmasini
saglayarak viriisiin genetik materyalinin hiicre icerisine aktarilmasinda rol almaktadir.
(Sekil 1.5) (Tao vd., 2021; Naqgvi vd., 2020).

Zarf (Envelope, E): Zarf proteini, kiiciik viral proteinlerden olusan bir yapidir ve
virionlarin birlesmesine ve salinmasina yardimeci olur. Bu protein, viriisiin konak
hiicrelerle etkilesimini ve enfeksiyon siirecini baglatmasini saglar.

Zar (Membran, M): M proteinleri, 222 amino asitten olusan ve RNA
paketlenmesinde gorev alan bir yapisal proteindir. Bu protein, virionun yapisal

bilesenlerinden biridir ve viral partikiiliin olgunlagsmasinda énemli bir rol oynar.

Niikleokapsid (N): Viral RNA transkripsiyonunun ve replikasyonunun arttirilmasina
yardimci olan niikleokapsid proteini, viral genom ile M proteini arasinda etkilesime
girerek viral birlesmeyi saglamaktadir. Bu sekilde, viriisiin genetik materyalinin
paketlenmesinde ve bulagsma yeteneginin arttirilmasinda 6énemlidir (Tao vd., 2021;

Naqgvi vd., 2020) (Sekil 1.6).

Spike Proteini (S)
Membran Proteini (M)

)\

A4 {J

Y
L ’7.3%1'( Envelop Proteini (E)

i Nkleokapsid protein (N)
3‘53 ;t!\f ~ Riboniikleik asit (RNA)

o 1‘\"* Y ole s

OF B 3%
o ACE-2

) ) -.'qi
P £e2
g ; f :
; ‘ e
Hicre Membrani | Konak Glirr:‘l:i

| Hiicre

Sekil 1.6: SARS-CoV-2’nin yapist ve konak hiicreye giris mekanizmasi. Viriis
ylizeyinde yer alan Spike (S), Membran (M) ve Envelop (E) proteinleri ile i¢ kisimdaki
Niikleokapsid protein (N) ve riboniikleik asit (RNA) yapilar1 belirtilmistir. Spike
proteinleri, konak hiicre ylizeyinde bulunan ACE-2 reseptoriine baglanarak viral
girisin ger¢eklesmesini saglar.

1.2.7.1  Evrimi ve varyantlari
Birgok RNA viriisii gibi, koronaviriisler hizli bir sekilde degisebilirler, evrimsel

siirecleri aylar veya yillar siirebilir ve bu siirecler gozlemlenebilir. Virlis evrimi,

bulasma olaylari, bagisiklik grafikleri ve insan hareketleri gibi ¢esitli ekolojik
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dinamiklerle birlikte gerceklesir. Bu evrimsel siiregte, mutasyonlarin {iretilmesi ve
yeni genetik materyalin yayilma hizi 6nemli bir rol oynar (Markov vd., 2023; Url-5).
Koronaviriislerin gesitliligi ve evrimi birkag¢ faktore baglidir. Mutasyon orani, viriisler
icin evrimin temelini olusturur. RNA viriisii olmasi, konak hiicrede hayatta kalma
avantajlar1 gibi sebepler, mutasyon oranini etkiler. Evrimsel degisim orani ve
rekombinasyon, viriisiin evrimini biiyiik dl¢iide etkileyen faktorlerdir. Bu faktorlerin
etkisiyle SARS-CoV-2'de farkli mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyonlar,
viriistin farkli varyantlarini olusturarak ¢esitlilik yaratmaktadir (Guruprasad vd., 2023;
Akkiz, 2022). Varyant ifadesi, bir canli organizmanin genetik kodunda meydana gelen
birden ¢ok mutasyon sonucunda ortaya ¢ikan yeni bir formu tanimlar. SARS-CoV-2
viriisii de bir dizi mutasyona ugramistir ve bu mutasyonlar bir araya gelerek cesitli
varyantlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bu varyantlar, virlisiin immiin
sistemden kagma veya ilaglara karsi direng gelistirme gibi ozellikler kazanmasina
sebebiyet verir. SARS-CoV-2 viriisii, ortaya ¢iktig1 tarihten itibaren farkli mutasyonlar
gecirerek birgok varyanti olusturmustur. WHO (Diinya Saglik Orgiitii), SARS-CoV-2
varyantlarini smiflandirmak icin iki ana kategori olusturmustur: Endise Verici
Varyantlar (VOC- Variant of Concern) ve Ilgilenilen Varyantlar (VOI- Variant of
Interest). Endise verici varyantlar daha yiiksek bulasicilik daha siddetli hastalik ve
mevcut tedavilere diren¢ gostermek gibi Ozelliklere sahip olan varyantlardir.
llgilenilen varyantlar genellikle genetik 6zellikleri, bulasicili1 veya hastalik siddeti
gibi 6zellikler nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Alfa, Beta, Gama, Delta ve Omicron
endise verici (VOC) olarak gruplandirilirken Lambda ve Mu varyantlar1 ilgilenilen
varyantlar (VOI) olarak siniflandirilabilir (Sekil 1.7) (Flores-Vega vd., 2022; Shah &
Woo, 2022; Guruprasad vd., 2023; Url-4).

Alfa varyanti: Eyliil 2020°de Birlesik krallikta ortaya ¢ikan ilk varyanttir. Bu varyant
S proteininde toplam 8 farkli mutasyon (A69-70 silinme, A144 silinme, N501Y,
AS570D, P681H, T7161, S982A ve D1118H) olmak iizere genomunda toplam 17 farkl
mutasyon bulundurmaktadir. Bu mutasyonlardan bazilar1 S proteinin daha iyi
baglanmasin1 saglarken bazilar1 da virlisiin, immiin sistemden ka¢gmasina sebep
olmustur. Ornegin, N501Y mutasyonu viriisiin, konak hiicrede bulunan ACE-2
reseptOriine baglanma afinitesini arttirmistir. H69/V70 silinmesi ise viriisiin immiin

sistemden kagmasina katki saglamistir (Flores-Vega vd., 2022; Choi & Smith, 2021).
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Sekil 1.7: SARS-CoV-2 varyantlarin ortaya ¢ikis zaman ¢izelgesi. Kirmizi renkle
gosterilen varyantlar, endise verici varyantlar1 (VOC), mavi renkle gosterilenler ise
ilgilenilen varyantlar1 (VOI) temsil etmektedir.

Beta varyanti: Giiney Afrika'da Eyliil 2020'de ortaya ¢ikan Beta varyanti, S proteini
tizerinde 9 farkli mutasyon barindirmaktadir. Bu mutasyonlar arasinda L18F, D80A,
D215G, R2461, K417N, E484K, N501Y, D614G ve A701V bulunmaktadir. Bu
genetik degisiklikler, viriisiin konak hiicreye daha etkili bir sekilde baglanmasina ve
bulasicilik oraninin artmasina neden olmustur. Ozellikle D614G mutasyonu, viriisiin
bulasiciligini arttirarak baskin hale gelmis ve bundan sonraki tiim varyantlarda yerini
korumustur (Jangra vd., 2021; Sekil 1.8).

Gamma Varyanti: Gamma varyanti, Kasim 2020'de Japonya ve Brezilya'da ortaya
¢ikan bir SARS-CoV-2 varyantidir. Bu varyant, S proteini iizerindeki 10 farkl
mutasyon (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, H655Y, T10271, V1176, K417T,
E484K ve N501Y) bulundurmaktadir. Bu mutasyonlar sebebiyle viriisiin bulasabilme
oran1 ve konak hiicreyi yeniden enfekte etme orami artmustir. Ozellikle, yapilan
calismalar Gamma varyantiin, monoklonal antikor tedavisinin etkisini 6nemli 6lgiide
azalttig1 tespit edilmistir (U.S. Food and Drug Administration, 2021).

Delta Varyanti: Delta Varyanti, Ekim 2020'de Hindistan'da tanimlanan bir SARS-
CoV-2 varyantidir. S proteininde 11 farkli mutasyon i¢cermektedir. Bunlar sirasi ile
T19R, T95I, G142D, 156del, 157del, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R ve
D950N mutasyonlaridir. Delta varyanti, asilanmig bireylerde dahi yiiksek bulagma
kapasitesi gostermesiyle one ¢ikmaktadir. Bu etkiyi destekleyen 6nemli bir mutasyon,
L452R mutasyonudur. Bu mutasyonun viriisiin konak hiicrelere baglanma afinitesini

artirdig1 yapilan ¢aligmalarda gozlemlenmistir (Deng vd., 2021).
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Omicron Varyanti: Omicron varyanti, Kasim 2021°de Botsvana, Afrika'da
tanimlanmistir. S proteininde 30’dan fazla mutasyon igermektedir (Zhang vd., 2022).
Bu mutasyonlar sebebi ile diger virlislere kiyasla yiiksek bulasicilik, bagisiklik
direncinde artma gibi 6zellikler gostermistir (Flores-Vega vd., 2022). Omicron’un
sahip oldugu yiiksek sayida mutasyon ve onceki varyantlardan belirgin sekilde
farklilik  gOstermesi, kokeninin yalnizca insan kaynakli olmayabilecegini
disiindiirmektedir.  Yapilan bir ¢alismada, Omicron varyantinda goriilen
mutasyonlarin insan hiicre ortaminda evrimlesen varyantlardaki mutasyonlarla
karsilastirildiginda, fare hiicre ortaminda gozlemlenen mutasyon profilleriyle yiliksek
diizeyde benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Bu bulgular, SARS-CoV-2’nin insanlardan
farelere bulastigini, burada evrimsel olarak degisime ugradiktan sonra tekrar insanlara
gectigini One siirmektedir (Wei vd., 2021). Bir diger calismada ise, Omicron alt
varyantlarinin yalnizca insanlardaki ACE-2 reseptoriine degil, ayn1 zamanda fare,
hamster gibi baz1 evcil ve yabani memelilerdeki ACE-2 reseptorlerine de yiiksek
baglanma kapasitesi gosterdigi ortaya konmustur (Zhao vd., 2023). Bu durum,
Omicron’un tiirler aras1 gegis yapabilme potansiyeline sahip oldugunu ve evrimsel

stirecinde birden fazla konak tiiriiniin rol oynamis olabilecegini desteklemektedir.
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Sekil 1.8: SARS-CoV-2 varyantlarina ait S proteini mutasyonlarmin dagilimini
gosteren 1s1 haritasi. Kirmizi renk belirli bir mutasyonun varligini, mavi renk ise
yoklugunu gostermektedir. Alpha, Beta, Gamma, Delta ve Omicron gibi varyantlar
farkli mutasyon profilleri sergilemektedir; Omicron, onceki varyantlardan 6nemli
6l¢iide ayrildigini gosteren yiiksek sayida S proteini mutasyonuna sahiptir.
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Varyantlarda gozlemlenen mutasyonlarin 1s1 haritast Sekil 1.8’de gosterilmistir.
Burada da gosterildigi gibi Omicron varyantt diger varyantlardan daha fazla

mutasyona sahipken her varyant kendine ait mutasyonlar igermektedir (Url 6).

1.2.7.2 SARS-CoV-2 i¢in ila¢ gelistirilmesi

SARS-CoV-2'nin kiiresel bir pandemiye yol agmasi, ilag gelistirme galigmalarini acil
bir gereklilik haline getirmistir. Gelistirilen ilaglar, farkli ¢calisma mekanizmalarina
sahip olup, viriisiin yayilmasini ve etkisini azaltmaya yonelik cesitli yontemlerle
tasarlanmaya calisilmigtir. SARS-CoV-2'nin tedavisinde kullanilan ilaglardan biri olan
Remdesivir, daha 6nce Ebola gibi farkli viriislerin tedavisinde de kullanilmistir.
Ayrica, Remdesivir SARS-CoV-2"nin bir hayvan modeli lizerinde yapilan ¢alismada,
SARS-CoV-2 iizerinde etkinligi gosterilen ilk antiviral ila¢ olarak bilinmektedir.
Remdesivir ’in ¢aligma mekanizmasi, viral genom igine entegre olarak, yeni olusacak
viral RNA zincirlerinin erken sonlanmasini saglamasi iizerine kuruludur. Bu sayede
viriisiin ¢ogalmasi engellenerek enfeksiyonun yayilimi kontrol altina alinmaya
calisilmaktadir. Favipiravir, RNA sentezini durdurmaya yonelik bir mekanizmaya
sahiptir. Niikleotid analogu olarak islev gorerek, sahte bir niikleotid gibi taninir ve
viral RNA sentezi sirasinda genoma dahil edilir. Bu siire¢, erken zincir
sonlandirmasina neden olarak viral replikasyonu engeller ve viriisiin yayilmasini
Oonlemeye yardimci olur. Bu ilaglar, SARS-CoV-2’nin ACE-2 reseptoriine
baglanmasini engelleyerek viriisiin hiicreye girisini dnlemeye yonelik bir mekanizma
ile calismaktadir (Aboul-Fotouh vd., 2023). Ilag tasarimlarina ek olarak, pasif immiin
terapilerden biri olan antikor bazl tedaviler, SARS-CoV-2 hastaliginin 6nlenmesi ve
tedavi edilmesi igin arastirilip gelistirilmeye ¢alisilmistir. Bu yontemlerden biri olan
Immiin Plazma Tedavisi, hastalig1 gecirmis bireylerden alinan plazmanin, enfekte
olmus bireylere enjekte edilmesiyle uygulanmaktadir. Bu yaklasim hala arastiriimakta
ve tartisilmakta olsa da bu tedaviyi alan bireylerin, yalnizca standart bakim géren
hastalara kiyasla daha yiiksek iyilesme oranlarina sahip oldugu ortaya konulmustur
(Klassen vd., 2021). Monoklonal antikor tedavisi ise hastaliga karsi {iretilen
antikorlarin insanlara enjekte edilmesi ile ortaya ¢ikan bir tedavi yontemidir. Hastalig
gecirmis, iyilesmis bireylerden elde edilebilecegi gibi laboratuvar ortaminda da
gelistirilebilmektedir (Phan vd., 2024). ilaglar ve monoklonal antikor tedavilerinin
yani sira, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun 6nlenmesi amactyla as1 gelistirme ¢alismalari

da hizla yiriitilmiistiir. As1 calismalari ise 4 farkli grupta incelenebilir. Bunlar Niikleik
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asit tabanl as1, viral vektor/adenoviriis asilari, protein bazli asilar, tam inaktif (61i)
viriis agilart. Niikleik asit tabanli asilarda SARS-CoV-2 viriisliniin S proteininin
genetik bilgileri iletilerek viicudun bagisiklik sisteminin bu proteine karsi antikor
iretmesi tesvik edilir. BNT162b2 (Pfizer-BioNTech asis1) ve Spikevax (Moderna
asisi), asilar1 bu gruba girmektedir. Viral Vektor/Adenoviriis asilarda da zararsiz bir
adenoviriis, vektor olarak kullanilir ve SARS-CoV-2'ye ait genetik materyali tagimak
icin bu vektér modifiye edilir. JCOVDEN (Johnson & Johnson), Vaxzevria
(AstraZeneca) ve Sputnik V asilar1 bu gruba girmektedir. Protein tabanli asilarda ise,
SARS-CoV-2’nin kendisi kullanilmaktadir ve bu protein bir kisinin bagisiklik sistemi
tarafindan algilandiginda bagisiklik tepkisi olusmaya baslar. Acil kullanim onay1 almis
tek protein bazli as1 ise Nuvaxovid’dir. Tam inaktif viriis tabanli asilar ise, 61diiriilmiis
ya da etkisiz hale getirilmis (inaktif edilmis) viriisleri igerir. Bagisiklik hiicreleri, bu
etkisiz hale getirilmis viriisle karsilagtiginda bagisiklik yaniti gelistirerek hastaliga
kars1 koruma saglar. BBIBP-CorV, CoronaVac (Sinovac) ve Covaxin, bu mekanizma
ile ¢alisan asilardir (Awadasseid vd., 2021; Niknam vd., 2022; Batool vd., 2025).

1.2.8 Deneysel ¢cahismalar

SARS-CoV-2 viriisiiniin yapisinin ve enfeksiyon mekanizmasinin anlagilmasi, etkili
ilag ve as1 gelistirme c¢alismalarinin hiz kazanmasia ve kesintisiz ilerlemesine
onciiliik etmistir. Bu dogrultuda, viral proteinlerin sekanslar1 ve yapisal modellemeleri
tizerinde gerceklestirilen detayli analizler biiyiilk 6nem tasimaktadir. Yapilan bu
caligmalar, bir yandan ilaglarin hedef proteinler {izerindeki etki mekanizmalarinin
aydinlatilmasma katki saglarken, diger yandan viriislerin yapisal ve genetik
ozelliklerinin kapsamli bir sekilde ortaya konulmasina imkan tanimaktadir.
Bazi aragtirmalar dogrudan antiviral ajanlarin baglanma bolgelerinin tanimlanmasina
veya ilag¢ direncine yol agabilecek mutasyonlarin belirlenmesine odaklanirken; bazilari
ise virlislerin yapisal ve genetik cesitliligini derinlemesine analiz ederek evrimsel
siireclerinin anlagilmasini hedeflemektedir. Ornegin, S proteininin RBD (Receptor
Binding Domain) bdlgesinde bulunan 201 amino asit pozisyonunda gergeklestirilen
sistematik bir calismada, olas1 3.819 tekli amino asit degisimi tek tek deneysel olarak
sentezlenmis ve olusturulan varyantlarin 3 boyutlu yapilarindaki degisimlerin ACE2
reseptOriine baglanma kapasiteleri tizerindeki etkileri detayli bir sekilde analiz
edilmistir. Bu tez ¢alismasinda ise, yalnizca mevcut varyantlar ile sinirli kalinmayarak,

S proteini tlizerinde olusabilecek potansiyel mutasyonlar hesaplamali biyoloji
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kullanilarak genis kapsamli bir bi¢imde degerlendirilmistir. Burada uygulanan
yontemler, deneysel caligsmalardan farkli olarak, ¢ok daha biiylik bir mutasyonel
uzayin elde edilip incelenmesine ve gelecekte olusabilecek varyasyonlarin sistematik

olarak ongoriilmesine olanak saglamaktadir.

1.2.8.1 Spike proteinin antiviral ilaclara karsi direng¢ gelisimi

S proteini, RNA viriisii olmasi, yiiksek mutasyon hizina ve hizli ¢cogalma yetenegine
sahip olmasi nedeniyle sikga mutasyona ugrayarak farkli 6zellikler kazanmaktadir.
Mutasyonlar sayesinde kazanilan farkli 6zelliklerden biri olan ilaglara karsi direng
kazanma yetisi tedavi yontemi gelistirilmesinin 6niine gecebilmektedir. Gliniimiizde
direng testleri i¢in 2 ana yontem kullanilmaktadir, genotipik antiviral direng testi ve
fenotipik ilag duyarlilik testi. Genotipik antiviral direng testi, ilacin direncine sebebiyet
veren mutasyonlari tespit etmek amaciyla enzimatik genlerin dizileme sonucunun
incelenmesini icerirken, fenotipik ilag duyarlilik testi ise bir virlisiin farklh
konsantrasyonlarda bulunan ilaglara karsi biiylime yetenegini Ol¢mek igin
tasarlanmigtir. Genotip antiviral direng testinde ilgili bolgeler PCR ile ¢ogaltildiktan
sonra Sanger gibi yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak mutasyonlar belirlenir.
Elde edilen mutasyon listesi 6nceden bilinen direng veri tabanlari ile karsilagtirilmasi
yapilir ve hangi ilaca karsi direng gelistirildigi tespit edilmeye ¢alisilir. Hizli olmasina
ragmen direncin fenotip tizerindeki etkisi dl¢iilemez. Fenotip ilag duyarlilik testi iginse
viriis, farkli dozlarda antiviral ilaglara maruz kalir ve nasil tepki gosterdigi incelenir.
Viriis kiiltiir i¢inde biyiitiliir, kiiltiire farkli dozlarda antiviral ilag eklenir ve viral
replikasyon hizi hesaplanarak direngli oldugu ilag belirlenir. Buna ek olarak IC50 (yar1
maksimum inhibitdér konsantrasyonu) ortaya cikarilarak nicel bir degerlendirme
yapilmaya ¢aligilir. Gergek diren¢ mekanizmasini ortaya koysa da uzun siirmesi ve
pahali olmasi sebebiyle dezavantaja sahiptir (Strasfeld & Chou, 2010). SARS-CoV-
2’de baz1 mutasyonlar sayesinde viriis farkli mekanizmalar gelistirerek kendini ilaglara
kars1 direngli hale getirmistir. Ornegin ila¢ direnci igin viriis, genellikle RNA
polimerazi (RdRp — nsp12) ve ana proteazi (3CLpro — nsp5) mutasyon bolgesi olarak
hedef almaktadir. Ornegin E802D/A, S759A, V7921, C799F, V166L mutasyonlart
RdRp iizerinde degisiklige sebebiyet vererek SARS-CoV-2 i¢in kullanilan Remdesivir
ilacina kars1 dirence yol agmistir (Batool vd., 2025). S proteininde meydana gelen
mutasyonlar ile asilara kars1 direng gelistirme ve viriisiin konak hiicreye baglanmasini

etkileme gibi mekanizmalar ile viriis direngli hale gelmeye ¢alismistir (Mushebenge
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vd., 2023). Hangi mutasyonlarin hangi ila¢ {izerine etkisi oldugu Cizelge 1.1°de
verilmistir. Farkli ilaclar, farkli mutasyonlardan etkilenebilecegi gibi, ayni

mutasyondan da etkilenme potansiyeline sahiptir.

Cizelge 1.1: SARS-CoV-2’de goriilen mutasyonlar ve ilaglara olan direnci.

Nspl2 RdRp (RNA
E802D/A (Replikasyon | Bagimli RNA | Remdesivir direnci
kompleksi) Polimeraz)
S759A Nspl2 RdRp Remdesivir direnci
V7921 Nspl2 RdRp Remdesivir direnci
C799F Nspl2 RdRp Remdesivir direnci
V166L Nspl2 RdRp Remdesivir direnci
L167F NspS (Ana 3CLpro Paxlovid direnci
proteaz)
H172Q/F Nsp5 3CLpro Paxlovid direnci
S144AIMIFIGIY Nsp5 acLpro  |Paxlovidve =~
Ensitrelvir direnci
H172Y Nsp5 3CLpro Paxlovid direnci
Q192 e
L/PITIS/A/H/W/CIE Nsp5 3CLpro Paxlovid direnci
Paxlovid ve
F140L Nsp3 §-rro Ensitrelvir direnci
Paxlovid ve
T304l NSp5 3CLpro Ensitrelvir direnci
Paxlovid ve
LSOF + E166V NSp5 3CLpro Ensitrelvir direnci
Paxlovid ve
G155 NSp5 3CLpro Ensitrelvir direnci
Paxlovid ve
T2l1 NSpS 3CLpro Ensitrelvir direnci
Paxlovid ve
ALT3V NSpS 3CLpro Ensitrelvir direnci
M49L/I/TIV Nsp5 3CLpro Ensitrelvir direnci

1.2.8.2 Spike proteinin bagisikhiga kars: direng gelisimi

S, ilaglara kars1 direng kazanabildigi gibi, bagisiklik sisteminden kagarak veya ACE-
2 reseptdriine baglanma kapasitesini artirarak viriisiin yayilimmin artirilmasina yol
acar (Harvey vd., 2021) ancak bagisiklik sistemi, S proteinini farkli mekanizmalarla
hedef alarak viriisii engellemeye calisir. Tip I ve III Interferon (IFN) yaniti
mekanizmasinda, RNA algilayici reseptorler, SARS-CoV-2’nin RNA’sii1 taniyarak

interferon iretimini baslatir. IFN sinyalizasyonu, viriis ¢ogalmasin1 engellemeye
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calisan antiviral genlerin (ISG) aktivasyonuna yol acar. Nétralize Edici Antikorlar,
bagisiklik sisteminin S proteinine karsi drettigi antikorlardir. Bu antikorlar, S
proteininin ACE2’ye baglanmasini engelleyerek viriisiin hiicreye girisini dnlemeye
calisir. T Hiicre Tepkisi, S proteini iireten enfekte hiicreleri hedef alarak viriisii ortadan
kaldirmay1 amaglar. Bu mekanizmalar, bagisiklik sisteminin SARS-CoV-2"yi kontrol
altina almak icin gelistirdigi dogal savunma yollaridir (Minkoff & tenOever, 2023).
Bu gibi mekanizmalar bagisiklik sisteminin pargalari olsa da S proteininde meydana
gelen mutasyonlar sebebiyle viriis ilgili mekanizmalardan kagmayi cok 1iyi
basarabilmektedir. Bu mutasyonlar, S proteininin genetik yapisinda meydana
gelmektedir (Harvey vd., 2021; Shah & Woo, 2022). Cizelge 1.2°de, S proteininde
gbzlemlenen mutasyonlar ile bu mutasyonlarin potansiyel biyolojik etkileri
gosterilmektedir. Her bir mutasyon, viriisiin bulasiciligi, konak hiicreye baglanma
yetenegi ve bagisiklik sisteminden kagma Kkapasitesi lizerinde farkli etkiler

yaratmaktadir.

Cizelge 1.2: S Proteinde goriilen mutasyonlar ve etkisi.

Mutasyon Islevi

D614G Viriisiin hiicrelere girisini ve bulasiciliini artirir.
N501Y ACE2 reseptoriine baglanma giiciinii artirir.
S477TN ACE2’ye baglanmay artirir.
Y453F ACE2’ye baglanmay1 artirir.
L452R Bulasiciligr artirir.
P681H/P681R Bulagiciligr artirir.
E484K Antikorlarin viriisii nétralize etme yetenegini
azaltir.
ACE2’ye baglanmay artirir ve bazt monoklonal
N439K .
antikorlardan kagmaya yardimci olur.
K417N/T Antikor nétralizasyonunu azaltabilir.

(H 69ﬁg|9/$$ 0del) Antikorlardan kagmaya yardimci olabilir.

A144/A242-244 Antikorlardan kacisi kolaylastirir.
T478K ACE2 baglanmasini giiclendirir.
Q493K ACE2 baglanmasini giiclendirir.
Q498R ACE2 baglanmasini giiclendirir.
E484A Notralizasyon kagisi saglar.
N440K Antikor baglanmasini zayiflatir.
K417N Antikor baglanmasini zayiflatir.
Y505H Antikor baglanmasini zayiflatir.
G339D Antikorlardan kacis1 destekler.
S371L Antikorlardan kacis1 destekler.
S373P Antikorlardan kagis1 destekler.
S375F Antikorlardan kagis1 destekler.
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1.2.9 Modelleme calismalari

Proteinlerde meydana gelen mutasyonlarin etkilerini gozlemleyebilmek ve ilgili ti¢
boyutlu yapiy1 ortaya ¢ikarmak i¢cin modelleme ¢alismalar biiyiik 6nem tagimaktadir.
Protein veya DNA sekans analizlerinin tek basina yeterli olmamasi ve siireglerin uzun
siirmesi nedeniyle, proteinlerin davraniglarint ve birbirleriyle olan iligkilerini

incelemek amaciyla birgok ¢aligma gergeklestirilmistir.

1.2.9.1 Protein sekans hizalamasi

Protein sekanslarinin analiz edilmesi ve benzerliklerinin ortaya konulmasi,
proteinlerin anlagilmast ve deneysel calismalarin yapilmast i¢in biiylik Onem
tasimaktadir (Apweiler vd., 2004). Proteinlerin anlasilmasinin ilk adimi olarak amino
asit sekans analizi yer almaktadir. Amino asit Sekanslarin analiz edilmesi i¢in dncelikle
hizalanmasi gerekmektedir. Bu hizalama sonucunda, ayni olan amino asitler alt alta
siralanirken, bir amino asidin bir sonraki nesilde degigmesi farkli bir harfile, silinmesi
ise bosluk ile gosterilmektedir (Haritha vd., 2018). Yapilan hizalamalar
puanlandirilarak degerlendirilmektedir ve hizalama yontemleri, en yiiksek puani
alacak sekilde en uygun hizalamay1 yapmay1 hedeflemektedir. Bu islemler, sekans
uzunlugunun fazla olmasi nedeniyle zorlayici hale gelebilir. Bu siireci optimize etmek
icin siniflandirma, kiimeleme, regresyon, karar agaglari, yapay sinir aglar1 ve gizli
Markov modelleri gibi algoritmalarla desteklenen programlama tekniklerinden
yararlanilmaktadir (Mathura & Kangueane, 2009). Sekans analizleri igin ¢esitli
hizalama teknikleri kullanilmaktadir. Bu yontemler sayesinde protein, DNA ve RNA
sekans dizileri benzerliklerine gore hizalanarak evrimsel iligkilerin incelenmesine
olanak saglanir. Cift dizi hizalama yontemleri, iki dizinin karsilastirilmasini saglar.
Yerel hizalama, sekans igerisindeki kiigiik benzer bolgelere odaklanirken, Global
hizalama, tiim dizileri bastan sona karsilastirir. Bu kapsamda, Needleman-Wunsch
algoritmas1 ve AVID, LAGAN, ACANA gibi yontemler kullanilmaktadir. Coklu dizi
hizalama, iki veya daha fazla dizinin karsilastirilmasiyla yapilan hizalama tiiriidiir. Bu
yontem, daha kapsamli analizler sunarak evrimsel iliskilerin belirlenmesine yardimci
olur. ClustalOmega, MAFFT, Clustalw, T-Coffee, DIALIGN, PROBCONS ve
SAGA, coklu dizi hizalama i¢in yaygin olarak kullanilan tekniklerdir (Wang vd.,
2025). Hizalama i¢in kullanilan amino asit sekanslari genellikle FASTA formatinda
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saklanmaktadir. FASTA formati, 6nce bir agiklama satir1 ve ardindan ilgili sekans

bilgisini igeren bir ¢ikt1 yapisidir (Sekil 1.9).

Aciklama Kismi
W ¢

>Spike | hCoV- l’/w‘ll r A ISL 4‘)/124U>J'i<1lnx /1-1273
MIVI ]\/ ,LPLVSSQC SFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFE WFHATHVSG )
WGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKV( FCNDPFLGVY
VY S EYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDL
POGFSALEP lVl)I PIG I‘QI'I'I\']‘\ TLLALH TPG TAC I\/\i\("\/l YLOPRTFLLKYNENGT
VDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQ ITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNR s
CVADYSVLYNSA TFKCYGV KLNDLCFTNVYAIL ' VI«)I/'\H QTGKIADYNYKLPDDFTGC

VIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDIST ) NGVEGFNCYFPLQSYGFQPTNGVG

YOP rwvw FELLHAP-ATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNENGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDA
VRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNT! SNOVAVLYQDVNCTEVPVATHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA

GCLIGAE nvm\x:w"‘mK IGAGICAS S0S 'MSLGAENSVAYSNNSIATPTNFT L Aminoasit dizilimi/
ISVTTEILPVSMTKTSVDCTMY I( ;1AVEQDKNTQEVFAQVKQT YKT :
PPTKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIE GF ]ngY<;[|<fl.ril>ll\l\l«’l>l,lff/‘\(.)KI NGLTVLPP Protein sekansi
LLTDEMIAQYTSALLAGT I TSGWTFGAGAAL 'II\MMI\YI FNGIGVTONVLYENOKLIANOFNSAIGKIQ

DSI ‘ 3SVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOS

VTQQLIRAAETF

SANLAATKMSECVLGOQ. "GKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKN
AICHDGKAHFPREGVFVSNGTHWFVTORNFYEPQIITTDNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQPELD E
LDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLOELGKYEQYTKWPWY IWLGFIAG
LIATVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT

Sekil 1.9: SARS-CoV-2 viriisiiniin Spike (S) proteinine ait amino asit dizilimini iceren
FASTA formatinda bir 6rnek gosterimi. “>" isaretiyle baslayan ilk satir, sekansa dair
aciklayici bilgileri igerirken (6rnegin, viriis adi, izolasyon tarihi ve veri tabani kimligi
gibi), devamindaki satirlar ise proteini olusturan amino0 asit dizisini gostermektedir.
Protein dizileri i¢in kullanilan baslica veri tabanlar1 PIR (Protein Information
Resource) giivenilir bir veri tabani olup buna ek olarak SWISS-PROT ise yiiksek
diizeyde aciklamalar ve detayl bilgiler i¢eren kapsamli bir protein dizi veri tabanidir.
Swiss-Prot'un bilgisayar destekli ek veri tabani olan TrEMBL ise biiyiik 6lgekli protein
dizilerini i¢eren otomatik olarak olusturulmus bir veri kaynagidir. Bunlara ek olarak,
proteinlerin {i¢ boyutlu yapilarimin incelenmesi i¢in kullanilan veri tabanlar1 da
mevcuttur. PDB (Protein Data Bank), diinya capinda proteinlerin ii¢ boyutlu
yapilarinin yer aldigi genis bir veri tabanidir. SCOP (Structural Classification of
Proteins), proteinleri ikincil yapr Ozelliklerine gore smiflandirip inceleyen bir
sistemdir. CATH ise protein yapilarinin hiyerarsik olarak siniflandirilmasini saglayan
bir diger 6nemli yapisal veri tabanidir (Url-7; Apweiler vd., 2004).

1.2.9.2 Filogenik aga¢ olusturma

Filogenetik agaclar, organizmalar veya genetik diziler arasindaki evrimsel iligkileri
belirlemek ve gorsellestirmek i¢in olusturulan dallanmis diyagramlardir. Bu agaglar,
ortak bir atadan tiireyen tiirlerin zaman i¢inde nasil dallandigini ve birbirleriyle olan
iligkilerini gosterir. Filogenetik analiz siireci, protein dizileri arasindaki evrimsel

farkliliklari belirlemek i¢in ¢oklu dizi hizalama (Multiple Sequence Alignment- MSA)
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yapilmasiyla bagslar. Protein dizi hizalama islemi, organizmalar arasindaki homolog
bolgeleri belirleyerek evrimsel degisikliklerin tespit edilmesine yardimci olur. Daha
sonra, hizalanmig protein dizileri arasindaki genetik mesafe hesaplanarak filogenetik
agacin yapisi belirlenir. Genetik mesafe hesaplama asamasinda Jukes-Cantor, Kimura
2-Parametre (K2P) gibi modeller kullanilarak diziler arasindaki mutasyon oranlari
belirlenir. Genetik mesafeler hesaplandiktan sonra agacin olusturulmasi igin farkli
algoritmalar kullanilir. Filogenetik aga¢ olusturma yontemleri temelde ii¢ gruba
ayrilir. Mesafeye dayali yontemlerde, organizmalar arasindaki en kisa genetik
mesafeler belirlenerek agag olusturulur. Bu yontemde yaygin olarak Neighbor-Joining
(NJ) ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
algoritmalar1 kullanilir. Karakter temelli yontemlerde ise maksimum olasilik
(Maximum Likelihood- ML) ve maksimum parsimon (Maximum Parsimony- MP)
yaklasimlar1 kullanilarak en az evrimsel degisiklik gerektiren agac belirlenir. Ugiincii
bir yontem olarak Bayesci olasilik temelli yontemlerde, evrimsel degisim modelleri
kullanilarak en olas1 filogenetik agac tahmin edilir. Bayes yaklasimi, genetik degisim
oranlarin1 g6z Oniinde bulundurarak olasiliklara dayali bir aga¢ tahmini sunar.
Filogenetik agacin olusturulmasindan sonra, elde edilen agac¢larin yorumlanmasi ve
gorsellestirilmesti i¢in ¢esitli yazilimlar kullanilir. FigTree, iTOL (Interactive Tree of
Life), PhyloDraw ve Jalview gibi araglar, agaclarin diizenlenmesi, renklendirilmesi ve
detaylandirilmasi i¢in kullanilir. Ayrica, filogenetik analiz sonuglar1 bilimsel
dogrulama siireglerinden ge¢cmeli ve elde edilen agaglarin giivenilirligi istatistiksel
yontemlerle test edilmelidir (Machova KlimeSova, 2021). Jalview programu ile elde
edilmis bir filogenetik agac Sekil 1.10°da gosterilmis. Burada evrimsel siiregte protein
dizisi 3 ve protein dizisi 4 birbirlerine benzedigi bu benzerlige kiyasla dizi 1 ile dizi 4

arasinda benzerligin daha az oldugu sdylenebilir.
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Sekil 1.10: Jalview yazilimi ile olusturulmus filogenetik aga¢ gosterimi. Farkli diziler
arasindaki evrimsel iligkiler, aga¢ yapisi lizerinden gorsellestirilmistir. Dallanma
noktalar1, ortak atalar1 temsil ederken, dallarin uzunluklar: diziler arasindaki evrimsel

mesafeyi yansitmaktadir.
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2. MATEMATIKSEL MODELLEME VE SAYISAL YONTEMLER

2.1 SARS-CoV-2 Proteininin Evrimsel Tliskisinin Incelenmesi

Bu tez kapsaminda incelenen SARS-CoV-2 viriisiiniin S proteinine ait genetik kodlar,
GISAID (Url-8) adli veri tabanindan elde edilmistir. Veri tabanindaki S proteinine
iligskin genetik kodlar direkt protein sekanslar1 halinde saglamaktadir. Giincel verilere
ulagsmak adina, 2024’e kadar doniistiiriilmiis protein dizileri i¢eren bir veri seti temin
edilmisgtir. Bu veri setinde yer alan protein sekanslari, oncelikle birbirleriyle
benzerlikleri agisindan analiz edilmistir. Ayni olan protein sekanslar: tespit edilerek
veri setinden c¢ikarilmistir. Bylece ana sette benzersiz protein dizileri olmasi
saglanmistir. Protein sekanslarmin okunmasi sirasinda bazi hatalar meydana
gelebilmektedir. Ornegin, 1273 amino asit iceren S proteinin igerisinde bazi sekanslar
bilinmedigi igin protein ifade etmeyen X harfi girilmektedir. Bu nedenle, igerisinde
bilinmeyen (X) igeren protein sekanslar1 ana setten ¢ikarilmis ve beklenenden uzun
veya kisa olan protein sekanslari da veri setinden silinmistir. S proteininin evrimsel
stirecinin tahminlerinin dogrululugunu tespit edebilmek igin, 6ncelikle veri setindeki
protein sekanslar yillara gore siniflandirilmistir. SARS-CoV-2"nin 2019 yilinin aralik
ayinda ortaya c¢ikmasi nedeniyle, bu yila ait veri seti yalnizca {i¢ protein sekansi
icermektedir. 2020 ve 2021 yillarina ait sekanslar egitim (train) veri seti olarak, 2022
ve 2023 yillarina ait sekanslar ise test veri seti olarak belirlenmistir. Egitim datasinda
yer alan sekanslarin dagilimi Cizelge 2.1'de verilmistir. Sekans sayisinin fazla olmasi
analiz siiresinin uzun olmasina sebebiyet vermektedir. Zaman ydnetimin iyi
ayarlanabilmesi adina, yillara ait sekanslardan olusan veri setleri 3 aylik donemlere
ayrilmistir. Boylece, sekans dagilimlar1 daha ayrintili bir sekilde analiz edilerek ana
veri setinin olusturulmasi i¢in dogru bir yontem izlenmeye calisilmistir. Cizelge 2.1°de
veri setlerinin igerdigi sekans sayilar1 verilmistir. Her periyottan rastgele protein
sekanslar secilerek kiiciik alt kiimeler (subsets) olusturulmustur. Bu alt kiimeler,
CLUSTAL OMEGA (Sievers vd., 2011) yazilimi kullanilarak ¢oklu dizi hizalamasina
tabi tutulmustur. Hizalama siirecinde, varsayilan ayarlar kullanilmistir ve dizi

benzerliklerinin analizinde, dnce diziler aras1 uzakliklara dayali bir rehber filogenetik
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aga¢ olusturulmus, ardindan bu yap1 lizerinden yonlendirilen Hidden Markov Model
(HMM) tabanli hizalama yontemi kullanilmigtir. HMM, dizilerdeki konumlarin
olasiliksal gecislerine dayali bir model olup, 6zellikle belirsizlik igeren biyolojik
verilerde giliclii hizalama performansi sunar. Elde edilen hizalama sonuglar1 Fasta

formatinda disa aktarilmigtir.

Cizelge 2.1: SARS-CoV-2 S protein sekanslarin 3 aylik dagilimlari.

Birinci Ikinci | Uciincii | Dérdiincii

Yil Periyot | Periyot | Periyot Periyot | Bilinmeyen | Toplam
(Ilk 3 | (ikinci | (Ugiincii | (Dérdiincii

ay) 3ay) 3ay) 3ay)
19 3 3
20 885 2395 3501 12757 195 19734
21 27008 | 28971 | 48875 58737 1416 165007

Hizalanmis alt kiimeler, referans sekans ile karsilastirilarak alt kiimeler iginde bulunan
mutasyonlarin listesi ¢ikarilmistir. Belirlenen mutasyonlar, ayrica Jalview
(Waterhouse vd., 2009) adli uygulama ile gorsellestirilmistir. Ana veri setine hangi alt
kiimelerin dahil edilecegine karar verilmesi igin, alt kiimelerdeki mutasyonlarin
sayilar1 ve tiirleri dikkate alinmistir. Bunun sonucunda, alt kiimeler arasindaki
benzerlik katsayilart hesaplanmig ve kiimelerin benzerlik iliskilerine goére filogenik
agaclart olusturulmustur. Olusturulan filogenik agacglar1 sayesinde, alt kiimeler

arasindaki benzerlikler g6z o6niinde bulundurularak ana gruplar belirlenmistir.

2.2 Amino asitler Arasi Iliskiler ve Skorlama Matrisleri

Evrimsel olarak, ayni atadan tiireyen proteinler genellikle benzer amino asit
dizilimlerine sahiptir. Ancak, bu dizilerde meydana gelen degisiklikler, ¢esitliligin
olusmasina yol agar. Bir amino asidin baska bir amino aside dontisme olasilig1 ise her
amino asit ¢ifti i¢in farklidir. Bu doniistimlerin hesaplanmasinda kodon tablosu
kullanilir (Sekil 1.2) ve bu doniisiim olasiliklar1 skorlama matrisleri ile sayisal bir
sekilde ifade edilebilir. Skorlama matrisleri, amino asitler arasinda bulunan evrimsel
iliskiyi modellemek icin kullanilir. Bu modelleme amino asitler arasindaki
gozlemlenmis degisim frekansina dayanmaktadir. (Lipman vd., 1984). Matristeki

skorlar, dogal gozlemlenen frekans ile beklenen frekanslarin karsilastirilmasiyla
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hesaplanir (Formiil 2.1). Bu formiildeki Q,; dogal frekansi, P, i amino asidin

beklenen frekansi, P, j amino asidin beklenen frekansini ifade etmektedir.

Qi, j (2.1)
%" pp
)
Bu formiil, gézlemlenen degisimlerin beklenen degisimlere gore ne kadar anlamli olup
olmadigini gosterir. Bu hesaplamadan ¢ikan pozitif degerler amino asitlerin birbirine
stk¢a doniistiiglinii, negatif degerler ise nadiren doniistiigiinii ifade eder (Dayhoff vd.,
1978). Fizikokimyasal &zellikleri benzer olan amino asitler daha yiiksek bir frekans ile
degismektedir yani benzerligi yiiksek olan amino asitlerin birbirlerine doniisme
olasilig1, benzer olmayan amino asitlere gére daha yiiksektir. Ornegin, kiigiik ve notr
bir amino asit olan Glisin (G), yapisal olarak benzeyen Alanin (A) ile daha yiiksek
degisim frekansi gosterirken, hacimce biiyiik ve aromatik bir amino asit olan Triptofan
(W) ile yer degistirme olasilig1 cok daha diisiiktiir. [lk skorlama matrisi PAM skorlama
matrisidir ve PAM1 100 amino asitlik bir dizide ortalama bir degisimi temsil eder.
Daha uzak akraba amino asit dizilerini ifade etmek icin PAM205 gibi farkli matrisler
de gelistirilmistir. Alternatif olarak, BLOSUM (Henikoff & Henikoff, 1992)
matrisleri, protein ailelerinin korunmus boélgelerindeki degisimlere odaklanir.
Ornegin, BLOSUMS62 matrisi, %62 benzerlikteki dizilerden tiiretilmistir ve
biyoinformatikte yaygin kullanima sahiptir (Henikoff & Henikoff, 1992). Bunlara ek
olarak, GONNET ve PET91 skorlama matrisleri, mevcut dizilere kiyasla daha
kapsamli veri setleri kullanilarak gelistirilmis ve bdylece cesitli biyoinformatik

analizlerde yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir (Gonnet vd., 1992; Jones,
Taylor & Thornton, 1992).

2.2.1 Amino asit frekanslarimin incelenmesi

Amino asitlerin dogal frekanslari, genetik kod tablosu kullanilarak niikleotid
ticlilerinin (kodonlarm) dagilimma goére analiz edilmis ve her bir kodon

kombinasyonuna karsilik gelen amino asit frekanslar1 sayisal olarak hesaplanmistir

(Sekil 2.1). Bu degerler, Formiil 2.2 kullanilarak elde edilmistir. Bu formiilde f; i *nci
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amino asidin frekansini, N; bu amino asidi sentezleyen kodon sayisini ve son olarak

N toplam kodon sayisini ifade etmektedir.

N. (2.2)

CcGU
cGC
GCU  CGA
GCC CGG
GCA AGA AAC GAC A44C

GCG AGG AAU GAU AAU

Sekil 2.1: Amino asitlerin mRNA {izerindeki kodonlara gore dagilimini gosteren
tablo. Her bir amino asit, kendisine karsilik gelen bir veya daha fazla {iglii baz dizisi
(kodon) ile sifrelenmektedir. Genetik kodun yapis1 geregi, bazi amino asitler birden
fazla kodon tarafindan kodlanabilir.

Bu analizlere gore farkli cikarimlar yapilmaktadir. Ornegin, Arjininin goriilme
olasilig1 daha fazlayken, Triptofanin ortaya ¢ikma ihtimali daha diisiiktiir. Bu bilgiler

biitlin amino asitler i¢in ¢ikarilmistir (Sekil 2.2).
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< £ 2 0o WU o w Yo I T 4 = F w oo owun % oz > >
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i} =1 = [=% i c =1 = W = 3 '] ) L7} (=1 [ = = 5 =
= = = = = QU = o > o
=T 2 9§ 2 56 0 6 T g3 2 £ f v g EF S
Aminoasitler

Sekil 2.2: Kodon tablosundaki kodonlarin sayilmasiyla elde edilen amino asit frekans
dagilimi. Her bir amino asit, kendisini kodlayan kodon sayisina gore temsil edilmistir.
Leucine (L), Arginine (R) ve Serine (S) gibi amino asitler ¢ok sayida kodon tarafindan
sifrelendigi i¢in daha yiiksek frekansla temsil edilmistir.

2.2.2 Mutasyon analizleri

Kodon tablosu kullanilarak niikleotitlerin birbirine doniisiim siirecleri incelenmistir.
Bu inceleme, tek mutasyon, c¢ift mutasyon ve U¢lii mutasyon diizeylerinde ele

alimmistir. Her bir mutasyon tiirli i¢in doniisiim sayilar1 ayri ayri analiz edilerek,
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toplam donilisiim sayilar1 birlestirilmistir. Bu verilerden olusturulan bir matris,
mutasyonlarin doniisiim frekanslarini yansitacak sekilde hesaplanmistir. Sekil 2.3 teki
matriste goriildiigli gibi, amino asitlerin birbirlerine doniisiim sayilar1 bir 1s1 matrisi
biciminde sunulmustur. Yiiksek sayilar, doniisiimlerin daha kolay oldugunu, diisiik
sayilar ise doniisiimiin daha zor oldugunu gostermektedir. Ornegin, N amino asidinin
M'ye dontligsmesi igin yalnizca 2 farkli yol bulunurken, N'nin R'ye doniismesi i¢in 12
farkli yol mevcuttur. Bu da N'nin R'ye doniismesinin M'ye doniismesinden ¢cok daha
olast oldugunu gosterir. Bu sayede, hangi amino asitlerin birbirlerine daha sik

doniisme egiliminde oldugu agik bir sekilde goriilebilir. Formiil 2.2 kullanilarak elde

edilen frekanslar Cizelge 2.2’de verilmistir. Bu formiilde f; i’ nci amino asidin

doniisiim frekansmi, N, bu amino asidi sentezleyen toplam doniisiim sayisini ve son

olarak N toplam doniisiim sayisini ifade etmektedir. Bu formiil kullanilarak tiim

amino asitler i¢in dontisiim frekansi1 Sekil 2.3’teki matris kullanilarak elde edilmistir.

PR NN s (e | s 8] Btl & FEEZY 6 | + | 8 EUREZARTY + [& RUIEE)
R-2a 12 22 12 12 12 24 12 18 n:lz 24Ez4n12 24 18
N8 u..ﬂ.ﬂ BEED : DEEon
o1 » KRR - BEECT - T ERTA
¢ » R "B - .ﬂ ﬂ..ﬂﬂ
o » EIRIENERRYTRIEY - el 82 |4 |8
e » RIEIRIEY B - lﬂlll:l ﬂ..ﬂﬂ
G-16 24 nnnnn ﬂn 24 . 16 24 16 16 12
H{E 2 .ﬂﬂﬂ.ﬂ.ﬂ BEREC - CEEOn
2 » OO = 0 - = 0 o
L-2aB]2 2 12 12 12 24 12 18] 1224 s EEIEZED
A 22 .ﬂ.ﬂ.ﬂ i 2 | ﬂﬂ ﬂ .Hﬂ
Mﬂﬂ.ﬂﬂﬂﬂ.‘.ﬂ 2fafBla]1]2]a]s]
11 = NNO00G - B8 - DEa0a
P-16 24 Hﬂﬂnn 16 ﬂ 12 24 E.n 12 24 16 ﬂ
S-2aE812 2 2 12222 2 e R 2 1224“24“12 24 18
T-16 24 Hnnﬂn 16 n 12 24 EH 16 24 12 ﬂ
R «[6]2(2[2|2]2]a2]3]6]2]1]2]4af6]4a]0]2]a]3]
v - DR RN - AR - TR
V-16 24 nnnﬂﬂ 15“12 24 nnm 24 mﬂu 12
x-22 » CICIEEEIEN = B - QR - = H -0
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Sekil 2.3: Kodon tablosu temel alinarak olusturulmus amino asitler aras1 mutasyon
doniistim matrisi. Her hiicrede yer alan sayilar, bir amino asidin baska bir amino aside
kac farkli kodon mutasyonu iizerinden doniisebilecegini, yani ka¢ farkli sekilde
dontisiim gerceklesebildigini gostermektedir.
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Cizelge 2.2: Amino asitlerin doniisiim frekanslari.

Amino Amino Amino asit

asit asit Sayis1  Frekans

A 252 0,063
R 378 0,094
N 126 0,031
D 126 0,031
C 126 0,031
Q 126 0,031
E 126 0,031
G 252 0,063
H 126 0,031
| 189 0,047
L 378 0,094
K 126 0,031
M 63 0,016
F 126 0,031
P 252 0,063
S 378 0,094
T 252 0,063
W 63 0,016
Y 126 0,031
v 252 0,063

2.3 Entropi Hesabi1 ve Skorlama Fonksiyonlari

Bir protein, islevini yerine getirebilmesi ve soyunu siirdiirebilmesi i¢in yapisal
biitiinliigiinii korumaya ya da yeni mutasyonlar ile evrimlesmeye egilimlidir. Amino
asitlerde meydana gelen her bir mutasyon, entropi ve “mutasyon skoru fonksiyonu"
ad1 verilen matematiksel fonksiyonlarla ifade edilebilir. Bu baglamda, literatiirde daha
once tanimlanmis dort farklt mutasyon skorlama fonksiyonu (Karlin, Hogervorst,
Sander ve Valdar) ile, tarafimizdan gelistirilen iki yeni fonksiyon (BNT2 ve BNT3)
ayrmtili olarak incelenmistir. Incelenen bu fonksiyonlar, her bir pozisyon igin
mutasyonel degisebilirlik diizeyini yansitan sayisal skorlar tiretmektedir. Elde edilen
bu degisebilirlik skorlari, korelasyon analizleri araciligiyla birbirleriyle
karsilastirilmig; fonksiyonlar arasinda gozlenen benzerlikler ve farkliliklar
belirlenmeye calisilmistir. Boylece, farkli skorlama yaklasimlarinin ¢iktilari
arasindaki iligkiler ortaya konmus ve yontemler arasindaki tutarlilik ya da ayrigsma

noktalar1 degerlendirilmistir.
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2.3.1 Entropi hesaplamasi

Entropi kavram ilk olarak 19. yiizyilda Clausius tarafindan tanimlanmistir ve genel
anlamiyla diizensizlikle iliskilendirilen bir kavramdir (Atkins & de Paula, 2010).
Fizikten bilgi teorisine kadar bir¢ok alanda kullanilan bu kavram, sistemlerin
karmagiklig1 ve diizensizligi hakkinda bilgi saglar.

Termodinamigin ikinci yasasi kapsaminda degerlendirilen ve izole sistemlerde entropi
artis1 ilkesine dayanan bu yaklagim, entropinin temelini olusturur. S6z konusu yasa,
enerjinin i§ yapma kapasitesinin zamanla azaldigim1 ve sistemlerin diizensizlik
seviyelerinin arttigini ifade eder. Dolayisiyla entropi, evrende diizen ile diizensizlik
arasindaki dengenin anlasilmasini saglayan temel bir fiziksel biiytikliiktir. Bu
baglamda, entropi kavrami baslangigta enerji doniisiimlerinin geri dondiiriilemezligini
(irreversibilite) 6lgmek amaciyla kullanilmistir. Bu yaklagimda entropi degisimi

formiil 2.3’teki gibi tanimlanir. Bu formil bir sistemin entropi degisimini ifade
etmektedir. Bu formiildeki dQ,,, sistemin gevresiyle degis-tokus ettigi tersinir

(reversible) 1s1 miktarinin diferansiyel bir parcasidir. Bu 1sinin aktarimi sirasinda

sistemin mutlak sicakligi da T ile ifade edilir (Blundell & Blundell, 2016)

AS=| dQTrev (2.3)

Bu kavram, daha sonra istatistiksel mekanik gercevesinde mikro diizeye indirgenmis
ve bir sistemin sahip olabilecegi olast mikro durum sayisiyla iligkilendirilmistir. Bu
baglamda entropi, bir sistemin sahip olabilecegi olast mikro durumlarin (Q) sayisinin

logaritmast ile iligkilidir (Formiil 2.4). Boltzmann sabiti K, ile ifade edilir. Kisacasi

mikro durum sayis1 arttik¢a sistemin diizensizligi artar, dolayisiyla entropi de artar
(Blundell & Blundell, 2016).

S = kB InQ (2.4)

Entropi kavramu, bilgi teorisine Claude Shannon tarafindan 1948 tarihli "iletisimin
Matematiksel Teorisi" adli eseriyle kazandirilmistir (Shannon & Weaver, 1949).
Shannon'a gore, entropi iletilen veya incelenen bir mesajin igerdigi bilgi miktarini
Olcer. Bu kavramin mantig1 su sekilde agiklanabilir: Bir olayin gerceklesme olasiligi
yiiksek oldugunda, bu olay fazla bilgi vermez ¢iinkii beklenen bir durumdur. Ancak,

gerceklesme olasiligi diisiik olan bir olayin gergeklesmesi daha fazla bilgi saglar ¢iinkii
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beklenmeyen bir durumdur. Bu nedenle, entropi yiiksek olasilikli durumlar igin
diisiikken, diistik olasilikli durumlar i¢in yiiksektir. Bu sekilde, entropi kavramu iletilen
bilginin beklenti derecesini Olgerek bilgi aktariminda 6nemli bir rol oynar. Bu
yaklasim ozellikle veri sikistirma, bilgi aktarimi, makine 6grenimi ve biyoinformatik
gibi alanlarda yaygin sekilde kullanilmaktadir (MacKay, 2003; Cover & Thomas,

2006). Shannon Entropinin hesaplamasi formiil 2.5’te gdsterilmistir. Burada P(X;) x

olaymin gergeklesme olasiligini vermektedir.
H(x)= £ P(x)log, (P(x) (25)

Bu calisma kapsaminda, Shannon entropi genetik degisimlerden bilgi elde etmek i¢in
kullanilmistir. Ornegin, toplam 3199 farkl1 diziyi igeren bir veri setinde 371. pozisyonu
ele alindiginda, bu dizide R 1177 kez, H 1378 kez, L 1 kez ve P 643 kez

gbzlemlenmistir. 371. pozisyon i¢in Shannon entropisi asagidaki formiille hesaplanir:

1177 log (1177)+1378 log (1378)+ 1 log. ( 1 ) 643 o (643) (2.6)
3199 72°3199° 3199 ~2°3199° 3199 ~2°3199° 3199 23199

371. pozisyon i¢in entropi hesaplamasi sonucunda elde edilen deger 1.056'dir. Bu
hesaplamalar incelendiginde, bir bélgenin Shannon entropisinin artmasiyla o bolgenin

cesitliliginin arttig1 ve dolayisiyla evrimsel siirecte cok degistigi sdylenebilir.

2.3.2 Skorlama fonksiyonlarm kKullanimi

Skorlama fonksiyonlari, Valdar ve g¢alisma arkadaslar1 (Valdar, 2002) tarafindan
gelistirilmis cesitli yontemleri igermektedir. Bu fonksiyonlardan bir kismi, frekans
igeren veya benzeri matrislerle ¢alisan yontemleri kapsar. Ancak, bu tiir skorlama
fonksiyonlar1 diger skorlama fonksiyonlaria goére daha yiiksek hata payina sahip olma
egilimindedir. Caligma kapsaminda, en diisiik hata oranina sahip skorlama
fonksiyonlar1 tespit edilmis; bunlar, korelasyon analizleri ve yontemler arasindaki
karsilastirmalarla incelenmistir. Bu ¢alismada ele alinan skorlama matrisleri iki ana
grupta incelenmistir. Bir grup, dogrudan skor matrislerini kullanirken, diger grup ise
hesaplamalara sekanslarin benzerliklerinden ¢ikardigr bir agirlik katsayisi ekleyerek
farkli bir yaklasim benimsemistir. Skorlama fonksiyonlarinin ¢aligma prensibi su
sekildedir: N adet farkli, L uzunlugunda hizalanmis sekanslar iizerinde (Sekil 2.4) tiim
pozisyonlar tek tek gezilir ve her pozisyona ilgili skorlama fonksiyonlar1 uygulanir.

Bu islemin sonucunda, her pozisyon i¢in bir skor elde edilir.
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Sekans # Primer Yapi

1 ABC. . . . . o o .. XY Z
2 ABC . . . .« .. XY 72
N ABC. . . . .. .+ .« . XY Z
Pozisyon: 1 2 3 . . . . . . . . . . . L

Sekil 2.4: Sekans dizilim 6rnegi.

Birinci grup skorlama fonksiyonlar1 (Karlin, BNT2, BNT3, Hogervorst)
Karlin fonksiyonu, Formiil 2.7 kullanilarak hesaplanmaktadir. Bu fonksiyon, bir

sekansin belirli bir pozisyonundaki amino asitlerin ¢iftler halinde karsilagtiriimasiyla

ilgili bir skor tiretir. Formiilde s, (X) , I-inci sekansin x-inci pozisyonundaki amino asit
ve s; (X), J-inci sekansin x-inci pozisyonundaki amino asidi gostermektedir.

Oncelikle, M formiilii kullamlarak s (X) ve s; (X) amino asit ¢iftleri arasindaki

karsilastirma yapilir. Elde edilen sonug, toplam cift sayisin1 normalize etmek igin

N(N-1) ile carpilir. Burada N, toplam sekans sayisim ifade eder. Bu islemler

sonucunda, her bir x pozisyonu i¢in Karlin fonksiyonu ile bir skor elde edilir. Eger bir
pozisyondaki tiim amino asitler birbirine tamamen esitse, bu durumda fonksiyonun
ciktisinin normalizasyonunda 1 olur. Bu, 0 pozisyondaki amino asitlerin birbirine
tamamen benzer oldugu anlamina gelir. Eger pozisyondaki amino asitler farklilagirsa,
yani birbirinden farkli 6zelliklere sahip olursa, Karlin fonksiyonunun ¢iktis1 0' a

yaklasir. Bu, o pozisyondaki amino asitler arasindaki farkliliklarin arttigini gosterir.

N N 2 (2.7)
Tkarlin = % jZ> : M (Si (X)’Sj (X))X N(N-1)
M (a,b) = m(a,b) (2.8)
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Birinci gruba giren diger skorlama fonksiyonlart Hogervorst, BNT2 ve BNT3'tiir. Bu

fonksiyonlar, Karlin fonksiyonundaki gibi, her bir pozisyon i¢in karsilastirmalar

yaparak bir skor elde ederler. Matematiksel olarak, m(s, (x),s;(x)), i-inci ve j-inci

sekanslarin x-inci pozisyonlarindaki amino asitlerin karsilagtirmasindan elde edilen
sayisal degeri ifade eder. Bu skorlama fonksiyonlari, Karlin fonksiyonu gibi, her bir x

pozisyonu i¢in bir skor tiretir (Formiil 2.9, Formiil 2.10, Formiil 2.11).

f (X)zgg m(si(x),sj(x))[m(si(x),si(x))+m(sj(x),5j(x))} (2.9)
hogervorst > Zm(si(x),si(x))m(sj(x),sj(x))
N 2m(s; (x).5; () (2.10)
X)=2 X2
BNT 2 i j>i m(si(x)’si(x))+m(sj (X),Sj (X))
(2.11)

fBNT3(X)=§_§ ‘m(si(x)’sj(X))‘m(si(x)’si(x))

i j>i m(si(x),si(x))m(sj(x),sj(x))

ikinci grup skorlama fonksiyonlar1 (Sander, Valdar)

Ikinci grup skorlama fonksiyonlari, Sander ve Valdar fonksiyonlarini igerir. Bu
skorlama fonksiyonlari, birinci gruptan farkli olarak, sekanslar arasindaki benzerlikleri

bir agirlik katsayisi olarak formiile ederler.

1 5 (x)= sj (x) (2.12)

d(si(x)’sj(x)): 0 500759

(2.13)

1L
w; :1—E§d(si(x),sj(x))
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-1 (2.14)
N N
z[z T dfy (x),sj(x))]

Ij>i

N N (2.15)

fsander () =42 X .Wijm(
i j>i

si(x),5; ()]

Sander fonksiyonunda, protein sekanslari arasindaki benzerlikler Formiil 2.12’de ifade
edilen d (Si 'S j) mesafe formiilasyonu kullanilarak hesaplanir. Buradaki formiilasyon

sayesinde, tamamen ayni olan sekanslar 1 alirken, benzemeyen sekanslar 0'a kadar bir
deger alir. Yani, sekanslar arasindaki benzerlik, 1 ile 0 arasinda bir skora dontistiirtiliir.
Karsilagtirilan iki sekans iizerinde yapilan hesaplamalar sonrasinda, her bir elde edilen
deger, A formiilii kullanilarak normalize edilir. Yani, tiim mesafe degerlerinin

toplamina boliinerek bir skora doniistiiriiliir.

- (2.16)
m(a,b)—min(m) a # bosluk, b # bosluk

a=Dbosluk, b =bosluk

L (2.17)
d(s; (X),Sj(X))=1—EZM(Si (X),Sj(X))
X
1 N (2.18)
Wi :N——li Ejd(Si(X),sj(X))
(2.19)

N N wiij(si(x),sj(x))
aldar W =2 X N N
1 ]>1 z Z WIWJ
i j>i

Valdar fonksiyonunda, protein sekanslari arasindaki benzerlik hesaplamasi, Sander
fonksiyonunda kullanilan Formiil 2.12 yerine, skorlama matrisine dayali olarak

Formiil 2.16 ile gerceklestirilmistir. Mesafe hesaplamasinda ise, elde edilen skorlar
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sekans uzunlugu olan L degerine boliinerek belirlenmistir (Formiil 2.17). Valdar
fonksiyonunda kullanilan katsay1, her sekans i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmaktadir. Sonug

olarak, Formiil 2.18'de oldugu gibi, degerler N—1 ile boliinerek elde edilmistir.

2.3.3 Metotlar arasi korelasyon

Yontemler arasindaki iligkiyi incelerken, korelasyon formiilii kullanilmigtir (Formiil
2.23). Bu formiil, kovaryansin standart sapmaya boliinmesiyle elde edilir. Formiil
2.20°de ortalama hesabini ifade etmektedir ve X skorlama fonksiyonlarinin sonucu

ifade eder, N kag adet skorlama fonksiyonu sonucu oldugunu gostermektedir.

...... 2.20
mean(A):XlJerJr N (220
N
m-1n-1 5 (2.21)
stdev(A) = ( ) > X (A .—mean(A))
( 1)I 0j=0
1 m-1n-1 (2.22)
Cov(AB)=(—) X X ((A .—mean(A))(B. . —mean(B)))
mNi—0j=0 "]
Corr(A.B) = Cov(A,B) (2.23)
(stdev(A)stdev(B))

2.4 Proteinlerin Evrimsel Degisimlerinin Tahmini

Bu ¢alisma kapsaminda, SARS-CoV-2 S proteininin gelecekteki olast mutasyonlarinin
tahmin edilmesi amaglanmis olup, bu tahminlerin salginlarin 6nlenmesi adina kritik
bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir. Salginlar meydana gelmeden 6nce alinacak
Onlemler, 6rnegin virilislin evrimsel siirecine gore gerekli ilag ve asilarin gelistirilmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu boéliimde, 6nceki boliimde elde edilen skor ve entropi
matrisleri kullanilarak, gelecekteki mutasyonlarm olasiliklar1 incelenmistir. Islem
yapilirken, mutasyon hizinin hesaplanmasi 6ncelikli olarak ele alinmis ve rastgele

ylriiyiis algoritmasi i¢in amino asit frekanslar1 goz 6niinde bulundurulmustur.
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2.4.1 SARS-CoV-2 S proteininin mutasyon hizinin hesaplanmasi

Mutasyon hiz1 genetik koda iligkin degisikliklerin bir sonraki nesle aktarilma siiresi
olarak tanimlanir. Bu hiz viriislerin yayilim hizini, yasam siiresini ve diger faktorleri
etkileyen onemli bir parametredir. Bir viriisiin mutasyon hizinin yiiksek olmasi, o
viriisiin adaptasyon siirecinin daha hizli oldugunu gosterir ve bu durum, viriisiin
olumciil hale gelme potansiyelini artirabilir. Yiikksek mutasyon hizi viriisiin hizli bir
sekilde evrimlesmesine olanak tanir, dolayisiyla daha direngli ve 6liimciil varyantlarin
ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Mutasyon hizinin hesaplanabilmesi i¢in oncelikle S
proteininin niikleotid bazindaki mutasyon orani gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda, S geninin niikleotid mutasyon orani, bdlge bagina yillik 8.066 x 10~
olarak belirlenmistir (Wang vd., 2021). Formiil 2.24 dikkate alinarak, 6nce niikleotid
degisim orani hesaplanmis ve bu degeri kullanarak protein degisim olasilig
belirlenmigtir. Bu formiilasyonda, zamani ifade etmek icin t kullanilirken, sekans
uzunlugunu ifade etmek icin L kullanilir. Zaman olarak 1 yil, sekans uzunlugu olarak
bir proteinin degisme

1273 almmustir. H,,, bir niikleotidin degisme olasiligmni, H

olasiligin1 vermektedir.

= 3 (2.24)
Haa =1-(1=Hpye)
2] (2.25)
Hpr=1- 1-(Haa)
H__ =1-(1-8.066 x 1043 (2.26)
aa
Hor —1—((1-0.0024)})1273 (2.27)

Mutasyon olasilig1 sekans uzunlugu ve gecen zamana bagli olarak degisir. Sekil 2.5te
goriildiigii gibi, amino asit sayis1 arttikca mutasyon olasiligi da artmaktadir. Gegen
zaman, mutasyon olasilifini etkileyen onemli bir faktordiir. Sekil 2.6’da goriildiigi

gibi, y1l arttikca mutasyon olasilig1 da artmakta ve olasilik 1’e yaklagsmaktadir.
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Sekil 2.5: Amino asit sayisinin, bir proteinin mutasyona ugrama olasilig1 tizerindeki
etkisini gosteren grafik. Grafik, amino asit sayis1 arttikga mutasyon olasiliginin da
yiikseldigini gostermektedir.
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Sekil 2.6: Zamanim (yil bazinda) mutasyona ugrama olasilig1 iizerindeki etkisini
gosteren grafik. Grafik, mutasyon olasiliginin zamanla birlikte hizla arttigini1 ve kisa
stirede maksimum seviyeye ulagtiktan sonra sabit kaldigin1 gostermektedir.

2.4.2 Rastgele yiiriiyiis (random walk) yontemi
Rastgele yiiriiylis (Random walk) algoritmasi, bir sistem veya nesnenin rastgele bir
yon secerek ilerlemesini temsil eden bir olasilik modelidir. Bu algoritma ilk basta

fiziksel bir sistemde bulunan pargacik hareketlerini agiklayabilmek i¢in gelistirilmistir

fakat ilerleyen zamanlarda istatistik, matematik ve benzeri alanlarda da kullanilan bir
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yontem haline gelmistir (Casella, Fienberg, & Olkin, 2011; Grimmett & Stirzaker,
2001). Rastgele yiiriiyiis algoritmasi genellikle Markov zinciri yapist igerisinde
tanimlanir. Markov zinciri, bir sistemin olas1 durumlar1 arasinda gegis yaptig1 ve her
gecisin yalnizca mevcut duruma bagh olarak belirlendigi bir olasilik modelidir. Bu
yap1, gelecekteki bir durumun yalnizca mevcut duruma bagli oldugunu ve Onceki
adimlardan etkilenmedigini ifade eder (Norris, 1998). Bu ozellige 'hafizasizlik'
(memorylessness) denir ve Dbiyolojik siireclerin  modellenmesinde siklikla
kullanilmasinin temel nedenlerinden biridir (Codling, Plank, & Benhamou, 2008). Bu

Burada ¢, rastgele segilen bir adimi temsil etmektedir ve genellikle -1, +1 degerlerini

alir. Bu durum pargacigin veya sistemin saga ya da sola hareket edecegini ifade eder
(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Rastgele ylirliyiis algoritmasi ile bir diizlemde gerceklestirilen iki boyutlu
hareketin temsili gorsellestirmesi. Yesil nokta hareketin baglangi¢c konumunu, kirmizi
nokta ise rastgele adimlar sonucunda ulasilan bitis konumunu gostermektedir.

Bu ¢aligma kapsaminda SARS-CoV-2 S proteini iizerindeki mutasyonlarin olasiliksal
olarak hangi pozisyonlarda ve ne siklikla gergeklesebilecegini modellemek amaciyla
bir sistem kurulmustur. Sistem igerisindeki tim degiskenler, bir toplam vektorii olarak

ifade edilir. Toplam vektori, sistemdeki degerlerin ardisik bir sekilde toplanmasiyla
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elde edilir. Rastgele yiirliylis algoritmasinda, her bir adim, O ile toplam vektoriin
maksimum degeri arasinda bir deger alir. Bu yontem, sistemin dinamiklerini anlamak
ve gelecekteki durumlari tahmin etmek i¢in etkili bir aragtir. Formiil 2.29°da goriilen
vektorde sistemin calisma prensibi gosterilmistir. Burada pozisyon bazinda iiretilen
mutasyon skorlar1 toplanarak ilerlenir. Rastgele {iiretilen say1 belirli bir araliga

diistiigiinde, o aralikla iligkilendirilen pozisyonda uygun amino asit mutasyonu tahmin

edilir.
X Toplam1
X %, Toplam1+TopIam2
X)Xy +Xg Toplam1 +Toplam2 +Top|am3
X= X =
X)X X ok Xy Toplam1 +Top|am2 +Top|am3 +.. +Top|am|\I
[0< A <Toplam, |
Toplam1 <A< Toplam2 (2.29)
Toplam2 <A< Toplam3
Aralik =|.
Toplam3 <A< TopIamArJ

S proteininin evrim siirecinde meydana gelebilecek mutasyonlarini tespit etmek i¢in
rastgele yiirliylis (random walk) algoritmasinda iki farkli degisken dikkate alinir.
Bunlardan ilki, skor fonksiyonlarindan ¢ikan skorlar veya entropi hesaplamasindan
elde edilen skorlar; ikincisi ise amino asitlerden elde edilen frekanslardir. Bu iki
degisken, algoritmanin her adiminda dikkate alinarak sistemin dinamiklerini ve
evrimsel siirecini modellemek i¢in kullanilir. Ik degisken olan skorlar, mutasyonun
gerceklesecegi pozisyonu belli eder, kullanilan amino asit frekanslari ise o pozisyonda
hangi amino asidin mutasyonunun gerceklesecegini gdsterir. Ornegin, 200 amino asit
uzunlugundaki bir protein dizisinde rastgele yiirliylis algoritmasinin sonucu 112 R
olarak belirlenmigse, bu verilen protein sekans dizinin 112. pozisyonundaki amino

asidin Arjinin (R) ile degisecegini ifade eder. Bu ¢alisma prensibi, rastgele yiiriiyiis
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algoritmasinin siirekli tekrarlanmasiyla isler. Her iterasyonda, farkli pozisyonlar ve
amino asit degisiklikleri degerlendirilir. Siireg, toplam vektoriinii kullanarak devam
eder ve SARS-CoV-2’deki evrimsel dinamikler bu sekilde modellenir. Mutasyon hizi
hesaplamasi boliimiinde de belirtildigi gibi, viriisiin yi1lda bir mutasyon gecirecegi
diistiniilerek devam edilmigtir. Tekrar edilecek iterasyon sayisinin belirlenmesi igin
farkli sayida tekrarlar gergeklestirilmis ve ¢ikan mutasyon sonuglar arasindaki iliski
analiz edilmistir. Sekil 2.8’de sunulan sonuglara gére, tahmin sayisinin tahmin edilen
bolgeler tizerinde belirgin bir etkisi olmadigr; her bir tahmin sayisinin neredeyse ayni
bolgelere isaret ettigi goriilmektedir. Zaman faktorii de dikkate alindiginda, tahmin
sayilarinin mutasyon iizerinde belirgin bir etkisinin olmadigi i¢in tahmin sayisi

secilebilecek maksimum tahmin sayis1 olan 2000 olarak se¢ilmistir.

wfi™ H BB B
200- B e
30- [ W H B EEEER 099
ol W H N

soo- [ W HEEEE

1000 - B B -098
2000 -

[]
3000l B

4000 - B

5000 1 B
6000 -
7000 -
8000 -
9000 -
10000 -

-0.97

Tahmin Sayisi

-0.96

0.95

so0 NN

400 -

200 198
soo S INNE
0

100 -

Tahmin Sayisi

Sekil 2.8: Rastgele yliriiyiis algoritmasi ile elde edilen farkli tahmin sayilar1 arasindaki
korelasyon matrisi. Her hiicrede iki farkli tahmin seti arasindaki korelasyon katsayisi
gosterilmektedir. Renk skalasi, korelasyon degerlerini ifade etmektedir: koyu kirmizi
tonlar 1’¢ yakin yiiksek korelasyonlari, mavi tonlar ise %97’in altindaki korelasyonlari
temsil etmektedir.

Rastgele yiiriime algoritmasinin ikinci parametresi olan amino asit frekansi, bu tez
kapsaminda 4 farkli sekilde alinmistir. Bunlar; dogal frekanslar, goézlemlenen
frekanslar, referans frekanslar1 ve donilisiim frekanslarini ifade etmektedir. Dogal
frekanslar, amino asitlerin kodon tablosundaki dagilimlarindan hesaplanmistir. Her bir
amino asidi ifade eden kodonlar sayilmis ve bu verilerden bir frekans degeri elde
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edilmistir. Gézlemlenen frekans ise kullanilan veri setinden elde edilen frekanstir. Bu
frekans, veri setinde bulunan her bir amino asidin ka¢ kez gegtiginin sayilmasiyla
hesaplanmistir. Son olarak referans frekans, referans olarak kullanilan sekans
tizerinden elde edilen frekanstir. Bu yontemde, referans sekans igerisinde bulunan
amino asitler sayilarak frekans degerleri hesaplanmistir (Cizelge 2.4). Bu g¢alisma
kapsaminda, Wuhan'da ortaya ¢ikan ve EPI_ISL. 402124 koduyla tanimlanan referans
sekans kullanilmistir (Okada vd., 2020).

Cizelge 2.3: Wuhan referans sekansina (EPI _ISL 402124) ait kodonlarin ve
bunlardan tiiretilen amino asitlerin dagilimi.

GCA 27

GCT 42

AGA 20
CGT 9
AGG 10

AAT 54

AAC 34

GAC 19

GAT 43

TGT 28

TGC 12

CAG 16

CAA 46

GAG 14

GAA 34

GCG 2
GCC 8 | CGG 2

CGC 1

GGT 47| CAT 13| ATA 18| CIT 36| AAA 38| ATG 14| TIT 59
GGG 3 | CAC 4 | ATT 44| TTA 28 | AAG 23 TTC 18
GGC 15 ATC 14| TTG 20
GGA 17 CTA 9

CTC 12

CIG 3

CCA 25| TCT 37| ACA 40| TGG 12| TAC 14| GIT 48| TAA 1
CCC 4 | AGT 17| ACC 10 TAT 40| GIC 21
CCT 29| TCC 12| ACT 44 GIG 13

TCA 26| ACG 3 GTA 15

TCG 2

AGC 5




Cizelge 2.4: Referans sekanstan elde edilen frekans

Amino Aml_no Amino asit
. asit
asit Frekans
Sayisi

A 79 0.062
R 42 0.033
N 88 0.069
D 61 0.048
C 40 0.035
Q 62 0.049
E 48 0.038
G 83 0.065
H 17 0.013

I 76 0.06
L 108 0.085
K 61 0.048
M 14 0.011
F 77 0.061
P 58 0.046
S 99 0.078
T 97 0.077
W 12 0.009
Y 54 0.043
V 97 0.076

Kodon tablosu doniisiim frekansi, kodon tablosundaki amino asitler dikkate alinarak,
mutasyonla hangi amino asidin hangi amino aside degistigi hesaplanarak elde
edilmistir. Burada, li¢lii kodonlardaki bir, iki ve ii¢ mutasyon durumlari g6z 6niinde

bulundurularak sayim yapilmistir (Sekil 2.3).

2.4.3 Tahminlerin degerlendirilmesi

Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen tahminlerin test edilmesi gerekmektedir.
Gelistirilen modelin performansini degerlendirebilmek amaciyla, bu tezde veriler 2022
oncesi ile 2022 ve sonrasi olarak ikiye ayrilmistir. 2022 sonrasi gelisen Omicron
varyanti tahmin edilmeye ¢alisilmistir. 2022 6ncesi veriler egitim seti olarak, 2022 ve
sonrasi veriler ise test verisi olarak kullanilmigtir. Egitim veri seti, tiim hesaplamalarda
kullanilmis ve dogrulama veri setindeki mutasyonlar ile karsilastirmalar yapilmistir;
boylece modelin performansi test edilmistir. Elde edilen tahminler iki farkli sekilde
incelenmistir. ilk olarak, skor fonksiyonlar1 ve entropi kullanilarak elde edilen
pozisyon tahminlerinin karsilastirmast yapilmistir. Bu asamada, tahmin edilen

pozisyonlarin dogruluk orani hesaplanmistir. Ardindan, dogru tahmin edilen
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pozisyonlar {izerinden, bu pozisyonlarda amino asitlerin dogru tahmin edilme orani

belirlenmistir. Bu oran, asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Dogru tahminler (2.30)
Dogru tahminler + Yanhs tahminler

Dogruluk Orani =

Bu formiil, tahmin edilen verilerin dogruluk oranini belirleyerek, dogru ve yanlis

tahminlerin oranlarini net bir sekilde ortaya koymaktadir.
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3. MODELLEME SONUCLARI VE YORUMLAR

Bu tez kapsaminda matematiksel modelleme boéliimiinde anlatilan yontemler ve
teknikler kullanilarak, SARS-CoV-2’nin S proteinine ait mutasyonlarin tahmin
edilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, oncelikle S proteininin sekans
verileri bir onceki boliimde anlatildigi gibi GISAID (Url-8) veri tabanindan elde
edilmistir. Bu sekanslarin yillara ve aylara gore dagilimi analiz edilmis ve tim veri
setinin kullanilmasi zaman agisindan uygun olmadigi i¢in, rastgele segilmis veri setleri
olusturulmustur. Tahmin algoritmasi i¢in en uygun seti se¢mek adina, veri setleri
arasindaki benzerlikler degerlendirilerek filogenetik agac olusturulmus ve bu agac
tizerinden farkli kiigiik alt setler elde edilmistir. Bu alt setlere skor fonksiyonlari
uygulanarak, farkli skorlama matrisleri (BLOSUM62, PAM120, PET91, GONNET) ile
mutasyona ugrama Skoru degerleri hesaplanmigtir. Bu degerlere ek olarak her set i¢in
pozisyona 6zel entropi hesabi yapilmistir. Ardindan, bu skor degerleri ve 4 farkli
amino asit frekansi (2.4.2.1) kullanilarak gelecekte olusabilecek mutasyonlar: tahmin
etmeye yonelik analizler gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda izlenen adimlarin

semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

EEE R

Hogervorst 1 f
Sander

—
Valder Shannon Entropi
& BNT2
Veri )
BNT3
—_ Temizleme Aminoasit
GISAID | Frekanslari
E————

| Skor 1
Fonksiyonu -

(- ™
. i Mutasyon Evrimsel Sonug
ve Entropi Y A
Veri Toplama |~ Hiz:zlma e === Haritas = Degisim mm=) | Dogrulama
L Skor Eldesi \_ Tahminleri ) ve Inceleme
Matrisleri 1
)
3 Veri | Mutasyon
Belirleme Blosum62 Hizi Hesabi
PAM120 S —
=

PET91 I
GONNET

Deneysel Mutasyon Hizi

Sekil 3.1: Calisma adimlar1 semasi.
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3.1 SARS-CoV-2 Veri Setinin Analizi

SARS-CoV-2'nin S proteininin gelecekteki mutasyonlarini tahmin edebilmek igin
gelistirilecek yontem ve algoritmalarin temelini, ilk olarak incelenecek veri setinin
dogru sekilde hazirlanmasi, analiz edilmesi ve detayli bir sekilde incelenmesi
olusturmaktadir. GISAID (Url-8) veri tabanindan elde edilen sekanslar, bugiine kadar
rapor edilmis S protein sekanslarini icermektedir. incelenen protein sekans verileri,
2019 yilma ait kayitlarin oldukg¢a smirli oldugunu, ancak 2021 yilina dogru veri
sayisinda belirgin bir artis oldugunu géstermektedir. Bu durumun temel sebebi, SARS-
CoV-2 viriistiniin 2019 yilinin sonlarina dogru ortaya ¢ikmis olmasidir. Sekanslarin
tilkelere gore dagilimlart incelendiginde ABD'den gelen sekanslar veri setinde belirgin
bir baskinlik gdstermektedir. ABD'yi sirasiyla Ingiltere ve Hindistan takip etmektedir.
Bu durum, segilen alt veri kiimelerinin tilkelere gore dagilimmda ABD'nin en yiiksek
orana sahip oldugunu, Ingiltere ve Hindistan'm ise dnemli bir paya sahip oldugunu
gostermektedir. Bu dagilimda, iilkelerin gelismislik seviyeleri etkili olmus olabilir.
Ornegin, ABD ve Ingiltere gibi gelismis iilkelerde laboratuvar altyapilarmin ileri
seviye olmasi1 ve sekanslama c¢aligsmalarina daha fazla yatirim yapiliyor olmasi, bu
iilkelerden elde edilen sekans sayisinin diger iilkelere kiyasla yiiksek olmasi ile
sonuglanmis olabilir. Hindistan'in bu listede yer almasinin sebebi ise, ilkedeki yiiksek
vaka sayilar1 nedeniyle sekanslama caligsmalarinin artmis olmasi olabilir (Sekil 3.3).
Sekans verilerinin artan hacmi, egitim ve tahmin siireclerinin dogrulugunu tespit
edebilmek icin verilerin 2022 6ncesi ve 2022 sonrasi olarak iki gruba ayrilmasini
gerektirmistir. Bu baglamda, 2022 6ncesine ait veriler egitim seti, 2022 ve sonrasi
veriler ise test seti olarak belirlenmigstir. Elde edilen egitim verisi kullanilarak, 2021
yilinin sonunda ortaya ¢ikan Omicron varyanti ve bu varyantin mutasyonlari iizerinde
dogrulama calismalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 3.2). Bu sayede, modelin yeni

varyantlar1 ne 6l¢iide dogru tahmin edebildigi degerlendirilmistir.

VERI SETI

2022 ve

2022 Sonrasi
Oncesi (Omicron
Varyanti)

Sekil 3.2: Veri seti dagilima.
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COVID-19 Sekanslarinin Ulkelere Gore Toplam Dagilimi
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Sekil 3.3: COVID-19’a ait sekanslarin bazi iilkelere gore toplam dagilimi. Grafikte, GISAID veri tabani iizerinden elde edilen sekans sayilari
iilkelere gore simiflandirilmistir. ABD, Ingiltere ve Hindistan gibi iilkeler yiiksek sayida sekans paylasimi ile 6n plana ¢ikarken; veri katkisi daha
sinirh olan iilkeler grafik sonunda yer almaktadir. Bu dagilim, genomik gdzetim kapasitesi ve uluslararasi veri paylasimi agisindan iilkeler

arasindaki farkliliklart yansitmaktadir.
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Sekanslara uygulanacak analiz yontemlerinin hesaplama yiikii g6z Onilinde
bulunduruldugunda, toplamda 184744 adet SARS-CoV-2 S protein sekansinin her biri
i¢cin alt1 farkli mutasyon skorlama fonksiyonu ve dort farkli evrimsel skor matrisi
kullanilarak hesaplama yapilmasi1 hedeflenmistir. Ancak bu islem, kullanilan donanim
olan 12 ¢ekirdekli CPU ve 64 GB RAM kapasitesine sahip bir bilgisayarda yaklasik
13.648,34 giin (yaklasik 37 yil) siirecektir. Mevcut hesaplama kaynaklar1 ve tez
stiresinin siirlilig1 goz 6niinde bulunduruldugunda, tiim protein sekanslarin islenmesi
tez kapsaminda miimkiin degildir. Sekanslar ile islem siiresi arasindaki iliski
incelendiginde, Sekil 3.4’te gosterildigi gibi bir grafik elde edilmistir. Sekans sayisinin
artmasiyla birlikte islem siiresi de artmaktadir.
120
v =4E-07x2 - 1E-05x + 0,3048

R?= 10,9994
80

60

Giin

40

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
Sekans Sayisi

Sekil 3.4: Alt1 farkli skorlama fonksiyonu ve dort skorlama matrisi kullanilarak yapilan
analizlerde, islenen sekans sayisinin islem siiresi (giin cinsinden) lizerindeki etkisini
gosteren grafik. Sekans sayisi arttik¢a gegen siire dogrusal olmayan sekilde artmakta
olup, ikinci dereceden polinomsal bir modelle (R? = 0.9994) yiiksek dogrulukla temsil
edilmistir.

Bu hesaplama, tiim islemleri bir arada g¢alistirmanin ne kadar biiylik bir zaman
gerektirdigini gostermektedir. Bu tiir uzun siireli hesaplamalarin gergeklestirilmesinin
kullanilan bilgisayar donanimi sebebiyle zaman ve kaynak acgisindan miimkiin
olmadig1 degerlendirilerek tez kapsaminda veri setlerinin belirlenmesinde daha hizli
sonug almabilecek alternatif bir yaklasim benimsenmistir. ilk adim olarak, verinin
zaman i¢indeki dagilimlarini daha iyi anlagilmast adina 3 aylik periyotlarla sekans
sayilar1 incelenmistir (Cizelge 2.1). Bu analiz, verinin zamana gdre nasil dagildigin
ve sekans yogunluklarinin hangi donemlerde arttigin1 gostermektedir. Bu deneyler,

farkli biyiikliikteki veri setlerinde rastgele se¢imin etkisini test etmek ve en uygun

parametreleri belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.
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Calisma siireci su sekilde ilerlemektedir: oncelikle her periyottan segilecek sekans
sayis1 belirlenmektedir. Ornegin, her periyottan 600 sekans segilmesi planlandiginda,
2019 yilindan 3 sekans, 2020 y1l1 i¢in ilk periyottan 600, ikinci periyottan 600, ti¢tincii
periyottan 600, dordiincii periyottan 600 ve bilinmeyen kisimdan 195 sekans segilerek
toplamda 2595 sekans elde edilmektedir. 2021 yili i¢in ise 5 farkli periyottan 600'er
sekans secilerek toplamda 3000 sekans elde edilmektedir. Boylece olusturulan veri
seti, toplamda 5598 sekans i¢cermektedir. Bu islem, farkli sayilarda tekrar edilerek
cesitli alt veri kiimeler olusturulmakta ve analiz edilmektedir. Deneylerin farkli tekrar
sayilar1 ve sekans sayilarina gore yapilmasi en uygun veri veya veri setlerini segmek
amaciyla yapilmistir. Siire hesaplamalari, Sekil 3.3’teki grafik gbz Oniline alinarak
yapilmistir. Tekrar sayist ve sekans sayisinin artmasiyla birlikte deney siirelerinde

dogrusal bir artis gdzlemlenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Sekans ve zaman dagilima.

1 Skor Matrisi x 1 Skor Fonksiyonu

Periyottaki 10 15 20

Sekans Sii(i:feililn) Tekrasr (giin) Tekrar Tekrar Tekrar
Sayis1 g e (giin) (giin) (giin)
100 0.015 0.075 0.15 0.225 0.3
200 0.064 0.32 0.64 0.96 1.28
300 0.119 0.595 1.19 1.785 2.38
400 0.207 1.035 2.07 3.105 4.14
500 0.351 1.755 3.51 5.265 7.02
600 0.528 2.64 5.28 7.92 10.56
700 0.646 3.23 6.46 9.69 12.92
800 0.822 4,11 8.22 12.33 16.44
900 0.98 4.9 9.8 14.7 19.6
1000 1.163 5.815 11.63 17.445 23.26
1500 2.429 12.145 24.29 36.435 48.58

Ozellikle 600 sekans 20 tekrar, deneylerin yiiriitiilmesinde gerekli zaman agisindan
uygun bir deger olarak belirlenmistir. Bu periyot icin siireler detayli sekilde verilmistir.
600 sekans segilerek yiiriitiilen deneylerde, sekanslar arasindaki farkliliklarin ve
benzerliklerin analiz edilebilmesi igin setlerin mutasyonlar1 incelenmis, mutasyon

sayilarina odaklanilmis ve setler arasinda korelasyon analizi gerceklestirilmistir.

Mutasyonlarin incelenmesi: 20 adet ve her periyottan 600 sekans iceren veri
setlerindeki mutasyonlar referans sekansa (Wuhan, EPI 402124) gore belirlenmistir.

Bu mutasyonlarin her birinin verideki siklig1 ve ¢esitliligi hesaplanmistir (Sekil 3.7).

49



Mutasyon Sayilarinin incelenmesi: Her veri icindeki pozisyon bazinda mutasyon
sayist saytlmistir (Sekil 3.7). Bu, mutasyonlarin frekanslart ve c¢esitliligi analiz
edilmistir. Her set i¢in yapilan c¢alismada, Sekil 3.5’teki gibi mutasyon pozisyon
dagilimi grafikleri elde edilerek setlerdeki mutasyon dagilimlari incelenmistir. Bu
grafik bir 1s1 haritas1 ve ¢izgi grafiginden olugmaktadir. Is1 grafiginde, mutasyon sayisi
fazla olan bolgeler sar1 renkte az sayida mutasyon igeren bolgeler lacivert renkte
olacak sekilde gosterilmektedir. Sekil 3.5°teki ¢izgi grafigi ise pozisyonlarda toplam
goriilen mutasyon sayisini vermektedir. Ornegin 614 pozisyonunda sari renk ile
belirgin oldugu goriilmektedir. Cizgi grafigine bakildiginda bu pozisyonda setlerde
toplam 5000 iizerinde mutasyon goriilmektedir. Bu durum, 614. pozisyonun veri
setleri arasinda baskin oldugunu ortaya koymaktadir. 614. pozisyondaki baskinligin
temel nedeni, pandeminin ilk donemlerinde S proteini iizerinde ortaya ¢ikan D614G
mutasyonunun SARS-CoV-2’nin ACE2 reseptdriine baglanma yetenegini artirarak
viriisiin bulagiciligini 6nemli dlgiide yiikseltmesidir. Bu mutasyonun sagladig1 avantaj
sayesinde viriis, kiiresel 6l¢ekte baskin hale gelmis ve sonraki tiim varyantlarda bu
mutasyon yaygin olarak gozlemlenmistir (Arora, P6hlmann, & Hoffmann, 2021;

Korber vd., 2020).
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Sekil 3.5: SARS-CoV-2 S proteinine ait mutasyon pozisyonlarinin frekans dagilimu.
Ust grafikte, her bir pozisyonda gdzlemlenen mutasyon siklig1 1s1 haritas1 seklinde
gorsellestirilmistir; renk skalasi yiiksek frekanslar1 (6rnegin 614. pozisyon) sariya
dogru vurgulamaktadir. Alt panelde ise mutasyon frekanslar1 pozisyon bazinda sayisal
olarak gosterilmistir. Grafik, belirli pozisyonlarin (6rnegin 614) digerlerine gore daha
stk mutasyona ugradigini ve bunlarin evrimsel baski altinda olabilecegini ortaya
koymaktadir.
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Korelasyon Analizi: Korelasyon analizleri, her tekrarda rastgele secilmis 600 sekans
igeren veri setleri arasindaki iligkileri anlamak amaciyla yapilmigtir. Bu analizler,
rastgele segilen setler arasinda bir iliski veya baglant1 olup olmadigini belirlemeyi

amagclamaktadir.

[k asamada yapilan analizler, rastgele segilmis veri setlerindeki mutasyonlarin genel
dagilim iizerindeki etkisinin minimal oldugunu gostermistir. Korelasyon degerlerinin
biiyiik ¢ogunlugunun %90’1n iizerinde ¢ikmasi, secilen veri setlerinin birbirine
oldukg¢a benzer oldugunu ortaya koymustur (Sekil 3.6). Ancak bu sonug, D614G
mutasyonunun veri setindeki baskinligiyla iligkilendirilebilir. Secilen 20 set,
incelendiginde toplam 5.598 sekans iceren her setin 5000°den fazlasinda D614G
mutasyonunun bulunmasi, korelasyon analiz sonuglarina agir bir etki yapabilecegini
isaret eder. Bu nedenle, ikinci bir korelasyon analizi yapilmis ve bu asamada D614G
mutasyonu setlerden cikarilmistir. Yeni analizle, setler arasindaki iliskiler daha net
sekilde incelenebilmistir. Yapilan analizler gostermistir ki, baskin mutasyonu
(D614G) veri setinden ¢ikardiktan sonra dahi, diger mutasyon dagilimlar: i¢in bile

(Sekil 3.6) korelasyon degerleri yliksekliklerini korumustur.

D614G Mutasyonlu Data D614G Mutasyonsuz Data

Sekil 3.6: D614G mutasyonunun, farkli veri setleri arasindaki korelasyon yapisina
etkisini gosteren 1s1 haritalart. Sol panel, D614G mutasyonu tasiyan sekanslara ait
korelasyon matrisini; sag panel ise bu mutasyonu tagimayan sekanslara ait korelasyon
matrisini gostermektedir. Renk skalasi, iki set arasindaki korelasyon katsayisini ifade
etmektedir (1: yiiksek korelasyon, 0: diisiik korelasyon).

Ornegin, baslangigta %90 korelasyona sahip olan setler, %70-%80 araliginda bir
korelasyonla biiyiik dl¢iide korunurken; baslangigta %60 korelasyon degerine sahip

setlerde ise korelasyon oranlarinda belirgin bir degisim gozlenmemistir. Bu durum,
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veri setlerinin birbiriyle uyumlu oldugunu ve genel dagilimin baskin olabilecek
mutasyonlarin etkisi olmadan da temsil edilebilecegini ortaya koymaktadir. Sonug

olarak, rastgele se¢imlerin, ana veri setinin dagilimini ¢ok farkli sekilde etkilemedigi

belirlenmistir.
Mutasyon Dagilimi
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Sekil 3.7: Farkli setlerde gozlemlenen S proteini mutasyonlarinin dagilimini gosteren
grafik. Yatay eksende mutasyon pozisyonlari, dikey eksende ise veri setleri yer
almaktadir. Kirmiz1 noktalar, ilgili mutasyonun ilgili sette gozlemlendigini ifade
etmektedir. Ornegin T95I mutasyonu tiim setlerde goriilmektedir.

Zaman kisithhigi nedeniyle tiim sekans setleri iizerinde c¢alismak miimkiin
olmadigindan, sekans setleri arasindaki benzerlikler analiz edilerek bir filogenik agac
(dendrogram) olusturulmustur. Bu filogenik agag, protein sekanslarinin birbirleriyle
olan iliskilerini gorsellestirmekte ve gruplamaktadir. Grafik, sekanslarin ne kadar
benzer oldugunu gosterirken, sekanslari birbirinden ayristirmak igin bir referans
noktasi secebilmeyi miimkiin kilmaktadir. Bu filogenik agac, hiyerarsik kiimeleme
yontemi ile olusturulmustur. Rastgele secilen setlerin mutasyon analizlerinden elde
edilen bilgiler dikkate alinarak sekanslar arasindaki benzerliklere gore gruplama
yapilmustir (Sekil 3.8). Dallarin birlesme noktalari, sekanslar arasindaki uzakligi
temsil etmektedir. Farkli renklerle belirtilen gruplar, sekanslarin benzerlik diizeylerine
gore siniflandirildigini gostermektedir. Bu setleri ayristirmak igin Sekil 3.8’de kirmizi
cizgi ile gosterilen 0.7 esik degeri se¢ilmis ve bu deger referans alinarak benzerliklere

gore gruplar olusturulmustur.
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Sekil 3.8: 2019 ve 2021 yilina ait protein sekanslarindan tiiretilen 20 setin, benzerlik
iligkilerine gore olusturulan ve 5 gruba ayrilan filogenetik agaci. Y ekseninde kiimeler
aras1 uzakliklar, kirmizi ¢izgide ise ayrim esigi gosterilmistir.

Her bir renkle temsil edilen gruptan birer 6rnek segilerek analizlerin daha etkili ve hizli
bir sekilde gerceklestirilmesi hedeflenmistir. Esik degerine gore her gruptan secilen alt
veri setleri su sekilde belirlenmistir: 1 ve 11 numarali gruplar bagimsiz birer alt set
olarak ele alinirken, diger gruplar i¢in belirlenen alt setler sirasiyla 6, 4 ve 2 olarak

secilmistir (Sekil 3.9).

Set Numaralari
0.08 - 1
-
0.07 1 - 4
6
- 11

0.02 -

0.01 1

0.00-
YRR QOUCALORXN VLD OAQA

Sekil 3.9: Farkli veri setlerine ait gozlemlenmis amino asit frekanslariin

karsilastirilmasi. Grafik, 1, 2, 4, 6 ve 11 numarali setlerde yer alan amino asitlerin
frekans dagilimini gostermektedir.
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Skorlama fonksiyonlarinin dogru islemi yapabilmesi adina sekans setleri kendi
aralarinda Clustal Omega (Url-9) ile hizalanmistir. Hizalanmis setler incelendiginde,
setler arasinda farkli bolgelerde silinmeler (delesyon) oldugu goézlemlenmistir
(Cizelge 3.2). Bu silinmelerin veri setine islenebilmesi i¢in sekans hizalama
(alignment) yontemleri kullanilarak incelenmis ve model Tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Silinmelerin matematiksel modelleme hesaplamalarinda bagarimi

diisiirmesi nedeniyle, bu veriler veri setlerinden ¢ikarilmistir.

Cizelge 3.2: Sekanslardaki silinme miktari.

Set Numarasi | Silinme Sayist
1 25
2 16
4 27
6 25
11 34

Bu kaymalar, hesaplamalarda farkli anlamlara yol agabileceginden, bu tez kapsaminda
silinmeler dikkate alinmamis ve tiim setlerin hizalanma sonucunda referans sekans ile

ayn1 uzunlukta (1273 niikleotid) olacak sekilde diizenlenmis ve kabul edilmistir.

3.2 Metotlar Arasi Korelasyon Degerlendirmesi

Bu tez kapsaminda, kullanilan skor fonksiyonlarinin ve veri setlerinin birbiriyle olan
korelasyonu incelenmis; setler ile skor fonksiyonlar: arasindaki benzerlikler ve
farkliliklar detayl bir sekilde ortaya konulmustur. Toplam 5 farkli veri seti igin 6 skor
fonksiyonu ve 4 skor matrisi kullanilarak toplamda 120 farkli hesaplama yapilmstir.
Oncelikle, tim skor fonksiyonlarinin ve skor matrislerinin birbirleri ile olan
korelasyon haritasi1 Sekil 3.10’da gosterilmistir. Bu sekilde renkler korelasyonu ifade
etmektedir, kirmiz1 ile ifade edilen ikililer, birbirine ¢ok yiiksek oranda benzeyen
ciftleri temsil ederken, mavinin hakim oldugu bdlgeler diisiik korelasyonu
gostermektedir. Verilen korelasyon haritasina bakildiginda sonuglar arasinda bir
oriintii oldugu agikca goriilmektedir. Burada, BNT2, BNT3, Hogervorst ve Karlin
kendi aralarinda yiiksek korelasyon gosterirken, Valdar ve Sander bu gruptan ayrilarak
kendi aralarinda korelasyon gostermistir. Bunun sebebi, matematiksel modelleme

boliimiinde de anlatildig1 iizere, Sander ve Valdar’in skorlama fonksiyonlarinda
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hesaplamalar sirasinda belirli agirlik degerleri kullanmalar1  sonucu diger

fonksiyonlardan farkli hesaplama yapmalaridir (B6liim 3.2.2)
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Sekil 3.10: Kullanilan skorlama fonksiyonlar1 ve skorlama matrisleri (BLOSUMG62,
GONNET, PAM120, PET91) arasinda hesaplanan korelasyonlar1 gosteren 1s1 haritasi.
Grafik, her bir skorlama fonksiyonu-matris kombinasyonu ile olan iliskisini
gorsellestirmektedir. Kirmizi tonlar yiiksek korelasyonu, mavi tonlar ise diisiik
korelasyonu ifade etmektedir.

Skor fonksiyonlaria ek olarak kullanilan entropi degerleri de korelasyon agisindan
diger fonksiyonlar ile incelenmistir (Sekil 3.11). Entropi korelasyonlari
incelendiginde, entropi degerlerinin BNT2, BNT3, Karlin ve Hogervorst skor
fonksiyonlar1 ile olan korelasyonlarinin, Sander ve Valdar skor fonksiyonlariyla olan
korelasyonlarina kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu da entropi
degerlerinin birinci grup (BNT2, BNT3, Karlin ve Hogervorst) skor fonksiyonlarina

daha yakin bir analiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.11: Entropi degeri ile alt1 farkli mutasyon skorlama fonksiyonu (BNT2, BNT3,
Hogervorst, Karlin, Sander, Valdar) arasinda hesaplanan korelasyon matrisi. Renk
skalasi, korelasyon katsayisin1 ifade etmektedir; kirmizi tonlar yiiksek pozitif
korelasyonu, mavi tonlar ise diisiikk korelasyonu gostermektedir.

Yapilan bir diger korelasyon analizi ise skor matrislerinin birbirileri ile olan
benzerliklerini ortaya koymak i¢in yapilan analizdir. Bu analiz filogenik agac
hesaplamasi ile ele alinmistir (Sekil 3.12). BLOSUMG62 skorlama matrisi, diger
matrislere kiyasla daha uzak bir mesafede konumlanmakta, dolayisiyla biyolojik
prensipler acisindan farkli bir temele dayandigini gostermektedir. Ote yandan,
PAM120, GONNET ve PET91 matrisleri birbirine daha yakin bir mesafede
gruplanmis ve benzer biyolojik varsayimlar dogrultusunda gelistirilmislerdir. Bu
durum, kullanilan veri kaynaklarinin, evrimsel modellemelerin veya amino asit
degisim frekansi yaklagimlarinin benzerliginden kaynaklanabilir. Skor matrislerinin
genel benzerligi ise, hepsinin ortak olarak amino asitler arasindaki degisim oranlarini
temel alarak olusturulmus olmasindan ileri gelmektedir. Boylece, farkli metodolojiler
kullanilsa bile, dogadaki temel amino asit de§isim dinamiklerinin korunarak

modellendigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.12: Dort farkli skorlama matrisinin (BLOSUM62, PAM120, GONNET,
PETO91) benzerliklerine gore olusturulmus filogenik agaci

Her set i¢in elde edilen skorlarin dagilimlar1 incelendiginde ise korunan bolgelerin
yani mutasyon skorlari 1 olan degerlerin, degisen bdlgelerden fazla oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.13). Bu verileri iyi inceleyebilmek adina mutasyon skorlari
1’den ¢ikarilarak mutasyona ugrama skorlar1 (degisebilirlik degerleri) elde edilmistir.
Boylece mutasyona ugrayacak bolgelerin sayisal olarak daha fazla deger almasi
saglanilmigtir. Mutasyona ugrama olasilig1 ytliksek olan bolgelere odaklanilmasi ve o
bolge i¢in tahminlerin incelenmesi S proteininde mutasyonlarin iyi sekilde analiz
edilebilmesi i¢in 6nemlidir. Analizler ig¢in secilen pozisyonlarin dogru belirlenip
incelenebilmesi amaciyla, mutasyona ugrama skorlar1 sonuglar1 biiylikten kiiciige
siralanarak ilerleyisleri karsilagtinnlmistir (Sekil 3.14). BNT2, BNT3, Karlin,
Hogervorst skorlama fonksiyonlarinda diizgiin bir artis goriiliirken Sander ve Valdar
fonksiyonlarindan elde edilen skorlar bazi bolgelerde gruplasmaktadir. Bu gruplasma,
tahmin algoritmas1 i¢in kullanilacak rastgele yiiriiylis algoritmasi agisindan,
mutasyona ugrama olasilig1 yiiksek bolgelerin tahmin edilebilmesi i¢in uygun ¢iktilar
tiretmemektedir. Bu yiizden ilerleyen adimlarda Sander ve Valdar skorlama
fonksiyonlarinin tahmin algoritmasinda kullanilmasi uygun goriillmemistir. Buradan
sonraki adimlardaki incelemelerde BNT2, BNT3, Karlin, Hogervorst ve entropi

hesaplamalar1 ve incelemeleri dikkate alinmistir.
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Sekil 3.13: S proteinine ait mutasyona ugrama skorlarinin farkli skorlama fonksiyonlarina (BNT2, BNT3, Hogervorst, Karlin, Sander ve Valdar)
gore dagilimi. Yatay eksende mutasyona ugrama skorlari, dikey eksende ise bu skorlarin frekansi gosterilmektedir.
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Sekil 3.14: S proteinine ait mutasyona ugrama skorlarinin kii¢iikten biiylige siralanarak ¢izildigi karsilastirmali grafik. Farkli skorlama
fonksiyonlar1 (BNT2, BNT3, Hogervorst, Karlin, Sander ve Valdar) kullanilarak elde edilen skorlar pozisyon bazinda siralanmaistir.
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Yapilan siralamadan sonra, gozlem yapilacak en degisken pozisyon sayisini
belirlemek icin farkli en degisken pozisyon sayilari ile yapilan tahminler incelenmistir.
Gozlem sayisi artikga tahmin edilen mutasyon pozisyonu ve amino asit mutasyonu
sayis1 artmaktadir (Sekil 3.15). Tiim mutasyonlar1 yakalayabilmek i¢in en degisken ilk
700 bolgeyi incelemeye almak gerekmektedir. Bu, gozlem ve analiz yapmak i¢in
biiyiik bir sayidir. Erken faz ¢alismalar yaparken az sayida caligma ile en fazla ve
anlamli bilgiyi elde etmek 6nemlidir. En degisken 15 pozisyon gozlemi ile 12 pozisyon
yakalanabilmektedir. Bu gozlem de erken asamada gerekli bazi mutasyonlarin
yakalanabilecegini ortaya koymaktadir. Bu durum da az sayida gozlemler ile yeni bir
varyantin tanimlanmas1 ve degerlendirmeye alinmasi gibi durumlarda yeterli
olabilmektedir. Bu sebeple bu ¢alisma kapsaminda en degisken 15 pozisyon dikkate

alinip, inceleme ve analiz yapilmistir.
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Sekil 3.15: Gozlem sayisina gore tahmin edilen pozisyon ve amino asit sayilarinin
degisimi. Yatay eksende kullanilan gézlem sayisi, dikey eksende ise tahmin edilen
toplam pozisyon ve amino asit sayilar1 gosterilmektedir.

Skorlama fonksiyonlariyla yapilan hesaplamalarin hepsi i¢in, kullanilan dort farkli
skorlama matrisi tizerinden en ¢ok degisen 15 pozisyon belirlenmistir. Bu dogrultuda,
her set icin toplamda degisen bolgeler tespit edilerek cizelge halinde sunulmustur
(Cizelge 3.3). Setler kendi aralarinda incelendiginde en degisken pozisyonlar
belirlendikten sonra, set-1 i¢in en benzersiz pozisyonlar 154, 155 ve 519 olarak tespit
edilmistir. Set-2 i¢in bu pozisyon 501, set-3 i¢in 110, 213 ve 214, set-6 icin 142 ve
214, set-11 igin ise 98 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.3: Biitiin setlerin tiim hesaplamalari i¢in en degisken 15 bolge.

Set01 | Set02 | Set04 | Set06 | Set 1l

19 19 19 19 19
68 69 68 69 68
69 70 69 70 69
70 95 70 95 70

95 144 95 109 98
109 145 109 142 98
144 156 110 144 144
154 157 145 145 145
155 158 156 156 156
157 215 157 157 157
158 222 158 158 158
215 452 213 215 452
452 478 214 264 478
478 501 222 452 520
519 521 452 478 521
520 570 478 570 570
521 681 570 681 681
570 716 681 982 716
681 982 716 982
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Rastgele yiirliylis algoritmasinin dogru analiz yapabilmesi adina, hem korunan

(Cizelge 3.4) hem de degisen bolgeler hesaplamaya dahil edilmistir.

Cizelge 3.4: Korunan bolgelerin listesi.

Korunan Bolgeler
Skorlama Fonksiyonlart

897 1053 563 989
898 671 951 223
901 927 56 609
648 1059 953 994
650 548 1082 996
268 37 191 1126
526 166 959 999
910 291 578 104
398 1064 962 873
1044 295 965 746
277 422 971 749
1046 423 590 1013
663 425 718 1145
919 557 336 766
662 429 601

665 816 985
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Bu calismalara ek olarak, her veri setinin entropisi de hesaplanmistir. Tiim setler i¢in
elde edilen entropi degerleri grafik olarak Sekil 3.16'da verilmis burada da goriildigi
tizere setlerin entropi degerlerinin benzer oldugu boélgeler oldugu gibi farkli bolgeleri

de mevcuttur.

Set_01 - Entropi
Lo

08|

MUJH JMM_JJLUU Al L

Set 02 - Entropi

M| ,.JJL o i

—— Set.02

10}
0.8

50.6
e

2] |
Zi _,L'J'-’L‘u,JLJ,LJ W Lmk,L_.,Jll,_J‘pMkm,u_AJ@L,,fJJ,L MJ.LJJM A L_\'L»M-W-LJLJ R VAP DT ki, I' u l\Jul‘u. i,

Set_04 - Entropi
Lo — set_04

08

206
g

AU N L
ool il J__Vl» W LmL.L_L.ﬂ-ﬂ'uu,w@.h_&‘,_mj__u l .I_‘\_L_L__‘u.wljm} TV (RN BT L.'.__;_L.dwwﬁm_h ettt

Set_06 - Entropi

e \

1o —— Set_06
08|

506
e

|
- LJL#LuJML,LJLLW‘MMQLHULJM.Lkit{ulumﬁmmkLi L

set_1

e uJ. Lol

10
08

206
g

02}

0.0
0 200 400 600 800 1000 1200
Aminoasit Pozisyonu

Sekil 3.16: Secilen bes farkli veri setine (Set 01, Set 02, Set 04, Set_06, Set_11) ait
amino asit pozisyonlarina gére hesaplanan entropi degerlerinin dagilim grafigi. Her
bir grafik, ilgili setteki amino asit pozisyonlarinin ¢esitliligini ve varyasyon seviyesini
yansitmaktadir. Yiiksek entropi degerleri, ilgili pozisyonda daha fazla mutasyon
cesitliligi oldugunu gostermekte olup; bu bolgeler evrimsel baski, fonksiyonel 6nem
veya varyant olusumu agisindan dikkat ¢ekici olabilir.

Setler arasindaki entropi degerlerinin daha iyi anlasilmasi adina korelasyonlarin 1s1
grafigi elde edilmistir (Sekil 3.17). Setler arasinda entropi degerlerinde farkliliklar
gozlemlense de genel 6zelliklerin korundugu ve veri setlerinin birbirleriyle belirli bir

tutarlilik gosterdigi goriilmektedir.
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Sekil 3.17: Segilen bes farkl veri setine ait amino asit pozisyonlarina gore hesaplanan
entropi degerlerinin birbiriyle olan korelasyon matrisi.

Entropi sonuglar1 da kullanilarak, bu sonug¢lardan da en c¢ok degisen 15 pozisyon
belirlenmistir. 15 pozisyon incelendiginde, ¢ogu pozisyon setler arasinda ortakken;
baz1 pozisyonlar yalnizca o sete 6zgii pozisyonlardir. Bu pozisyonlar sunlardir: set-1
icin 154. ve 155. pozisyonlar, set-2 i¢cin 69. pozisyon, set-4 icin 213. ve 214.
pozisyonlar, set-6 i¢in 144. ve 264. pozisyonlar, Set-11 i¢in 98. pozisyon setlere 6zel

pozisyonlardir.

Cizelge 3.5: Biitiin setler igin entropi degerlerine gore en fazla degisen 15 bolge.

Set 01 |Set 02 | Set 04 | Set 06 | Set 11
19 19 19 19 19
70 69 70 95 70
109 70 95 109 95
142 95 142 142 98
154 142 145 144 142
155 156 156 145 145
157 157 157 156 156
158 158 158 157 157
215 215 213 158 158
452 452 214 264 452
478 478 452 452 478
501 501 478 478 501
521 521 501 501 521
681 681 681 681 681
950 950 950 950 950
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3.3 Mutasyon Haritalarinin Olusturulmasi

Rastgele yiiriiyiis algoritmasi ile yapilan tahminlerin ilk girdisi mutasyon skorlaridir.
1. grup skorlama fonksiyonlarinin kendi aralarinda yiiksek korelasyon gosterdigi daha
onceki boliimlerde gosterilmistir. Bu nedenle, bu boliimde her set i¢in hesaplanan
mutasyon skorlart arasindan, 1. grup skorlama fonksiyonunu temsilen BNT3 detayli
olarak incelenecektir. Rastgele ylirliylis algoritmasinda yapilan tahminlerin pozisyon
bilgisi, skor fonksiyonlarindan elde edilen sonuglara gore belirlenirken amino asit
tahminleri ise matematiksel modelleme ve yontemler boliimiinde anlatilan amino asit
frekanslarma gore hesaplanmaktadir. Oncelikle mutasyon skorlar1 kullanilarak
mutasyona ugrama skorlari1 elde edilmistir ve her veri seti i¢in bu degerler grafik
halinde verilmistir. Setlerin BNT3 skor fonksiyonu BLOSUM®62 skor matrisi sonucu
Sekil 3.18’de gosterilmistir. Grafiklerdeki a, b, c, d, e harfleri farkli veri setlerini temsil
etmektedir. Ayrica, mutasyona ugrama olasilig1 en yiiksek olan (en degisken) 15
pozisyon grafikler lizerinde gosterilmistir. Burada goriildiigii gibi bazi pozisyonlar her
set icin ortak olsa da bazi pozisyonlarda farkliliklar ortaya cikmaktadir. Bu
grafiklerdeki minimum degerler ise korunan bdlgeleri temsil etmektedir. Bu bilgilere
ek olarak her set icin mutasyona ugrama skorlar1 grafikleri incelendiginde mutasyona
ugrama olasiligi en yiiksek bolgeler 690. pozisyondan onceki bdlgelerdir ve 2 grupta
yogunlagmaktadir. Bu iki grup, S proteininin N-terminal bdlgesi (NTD) ile Reseptor
Baglanma Boélgesi’ni (RBD) olusturmaktadir. S1 alt birimi igerisinde yer alan N-
terminal domain (NTD) ve Reseptor Baglanma Bolgesi (Receptor Binding Domain
(RBD)), viriisiin canli organizmalar1 enfekte etmesi ve bagisiklik sisteminden
kaginmasi agisindan biiyiik 6neme sahiptir (Zhou vd., 2021; Shang vd., 2020). Viriisiin
yasam dongiisii i¢in 6neme sahip olan bu ozellikler igin belirtilen bu iki bolge
mutasyona ugramaya daha yatkin bdlgelerdir. Hesaplanan mutasyona ugrama
skorlarinin bu bolgede daha yiiksek degerlere sahip olmasinin biyolojik sebebi bu
durum olabilir. Tahmin yapilirken kullanilan rastgele yiiriiyiis algoritmasindaki toplam
vektorii, bu grafikteki sayisal degerlerin art arda toplanarak ilerlemesinden elde edilir.
Bu toplama sonucunda, yiiksek mutasyona ugrama skoruna sahip pozisyonlarin
toplamlar1 diger diisiik pozisyonlara kiyasla daha fazla artacaktir. Bundan dolayz,
rastgele atilacak adimlar mutasyona ugrama skoru daha yiiksek olan bolgelere daha
fazla yakinsayacaktir. Sonu¢ olarak mutasyona ugrama skoru yiiksek olan

pozisyonlarin, mutasyon gecirme olasilig1 diger bolgelere kiyasla daha fazla olarak
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hesaplanir ve rastgele ylriiylis algoritmasinin tahminleri bu bdlgelerde
yogunlagmaktadir.
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Sekil 3.18: Biitiin setler icin BNT3 fonksiyonu kullanilarak hesaplanan mutasyona
ugrama skorlarinin S proteini boyunca dagilimi. Grafik iizerinde, en yiiksek varyasyon

gosteren ilk 15 amino asit

pozisyonu vurgulanmistir.
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Sekil 3.18(devami): Biitlin setler icin BNT3 fonksiyonu kullanilarak hesaplanan
mutasyona ugrama skorlarinin S proteini boyunca dagilimi. Grafik iizerinde, en
yuksek varyasyon gosteren ilk 15 amino asit pozisyonu vurgulanmaistir.

3.4 Tahmin Yontemlerinin Performans Sonuclari

Kullanilan tahmin modelleri ile segilen egitim setleri igerisinde Omicron varyantini
bulabilmek adina 1 yillik tahminler yapilmistir. Rastgele yliriiyiis algoritmasiyla elde
edilen sonuglar bir yil sonrasi i¢in tahmin mutasyonlarini ifade etmektedir. Bir dnceki
boliimde de bahsedildigi gibi ¢ok degisken olan 15 bolge ele alinarak bu bolgeler icin
tahminler géz Oniine alinmistir. Yapilan tahminlerdeki oncelikli hedef Omicron
varyantindaki mutasyonlarin bu yontem kullanilarak tespit edilip edilemedigidir.
Oncelikle, en fazla degiskenlik gdsteren 15 pozisyon i¢in yapilan tahminler her egitim
seti (Set 1, 2, 4, 6 ve 11) bazinda incelenmistir. 5 farkli set 4 farkli skor fonksiyonu, 4
farkli skor matrisi, 4 farkli amino asit frekansi i¢in toplam 320 farkli kombinasyon

kullanilarak tahminler yapilmistir. Tahmin sonuglari degerlendirilirken, mutasyon
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tahminlerinde Omicron varyantina en yiiksek benzerligi gosteren setlerin belirlenmesi
hedeflenmistir.
Degerlendirmeler iki temel baglik altinda ele alinmistir:

e Eniyi pozisyon tahminini yapan setler

e Eniyi amino asit mutasyon tespitini yapan setler

Omicron varyantina ait ger¢eklesen mutasyonlarin pozisyon listesi ¢ikarilmistir ve
hangi hesaplamalar i¢in hangi mutasyon pozisyonlar1 bulundugu tespit edilmeye
calisilmigtir. Bu listede bulunan mutasyonlar belirlenmeye calisilirken en degisken 15
pozisyon dikkate alinmistir. Tahmin sonuglart degerlendirmeye alinirken tahmin
dagilimlarin1 ve gercek mutasyonu gdsteren analizler yapilmistir. Sekil 3.19, Sekil
3.20, Sekil 3.21 grafiklerinde goriildiigii gibi en degisken 15 pozisyon belirtilmis ve
bu 15 pozisyon i¢in yapilan tahmin dagilimlart verilmistir. Tahmin dagilimlarinin
gorsel gosterimleri, rastgele yiiriiylis algoritmasi ile belirli bir pozisyonda en sik
tahmin edilen amino asitleri de 6ne ¢ikarmaktadir. Biiyiik harflerle gosterilen amino
asitler, ilgili pozisyonda rastgele yiirliyiis algoritmasi tarafindan ¢ok sayida tahmin
edildigini; kiiciik harflerle gosterilenler ise daha az sayida tahmin edildigini ifade
etmektedir. Amino asitlerin renk kodlamalar1 ise her bir amino aside 6zgii olarak
tanimlanmis ve gorsel ayrimi desteklemek amaciyla kullanilmistir. Son olarak o
bolgede goriilen gergek mutasyon da belirtilerek tahmin edilen mutasyon verileri ile
karsilagtirmalar yapilmistir. 15 pozisyon i¢in toplam 12 farkli pozisyon bolgesi tespit
edilmistir. Bu bolgeler, 60, 70, 95, 142, 143, 144, 145, 213, 214, 478, 501 ve 681
numarali pozisyonlardir. Bazi egitim veri setleri benzer tespit performanslari
sergilerken, diger veri setleri ise grup halinde farkli performanslar gostererek farkli
mutasyon pozisyonlarini tespit edebilmislerdir. Tahminler agisindan en basarili setler
su sekilde belirlenmistir: 2. setin BNT3 skor fonksiyonu ve PAM120 skor matrisi,
gozlemlenmis amino asit frekansi kombinasyonu 8 farkli mutasyon pozisyonu tespit
edebilmistir. Bu gruba ek olarak 4. set Hogervorst skor fonksiyonu BLOSUM®62 skor
matrisi ve referans amino asit frekans1 kombinasyonu ise 7 farkli mutasyon bolgesi
tespit etmistir ve diger gruplarin tespit edemedigi 213. pozisyon yakalanmistir. Son
olarak 11.set Hogervorst skor fonksiyonu BLOSUMG62 skor matrisi referans amino
asit frekans1 kombinasyonu da 7 farkli amino asit tespit ederek one ¢ikmistir. Bu
bulgudan hareketle, her kombinasyonun farkli mutasyon bdlgelerini ortaya

¢ikarabildigi anlasilmis ve bu nedenle tiim tahmin kombinasyonlari kapsamli bir
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sekilde analiz edilmistir. Tahmin edilen amino asit mutasyonlar1 incelendiginde ise bu
degerlendirme sonucunda 4. ve 11. setlerin Hogervorst skor fonksiyonu BLOSUMG62
skor matrisi, referans frekans ile olan kombinasyonlar1 en ¢ok amino asit mutasyonu
tahmin eden kombinasyonlar olmustur. Bu c¢alisma kapsaminda silinmeler
(delesyonlar) dikkate alinmadigi i¢in ne kadar pozisyon tahmini yapilmis olsa da o
bolgedeki silinme tespit edilemedigi igin amino asit mutasyonu tahminlerinde diisiis
yasanmistir. Ornegin set-2, BNT3, PAM120 skor matrisi gozlemlenmis amino asit
frekansi1 kombinasyonu tahminlerinde tespit edilen pozisyonlarin ¢ogu silinme icerdigi

igin amino asit mutasyonu tespit edilememis gibi gériinmektedir.
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143 v s ¢ D MmN 5 DEL
g 144 Y A < D E F L » N 5 T DEL
% 145 Y A ¢ D o . D
E 156 E A € ] E F L H H
ﬁ 157 F A ¢ o E F I L ~ NP R ST Y
w
% 158 R A c<p ¢t F K L N ¢ R S T Y
g 214 R A T T <] F . . L T T | L] T 3 T | T Y EPE
[T
asy o (A cDEF . K L ™ N P R S T Y
452 L A D F L 5 T
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Sekil 3.19: Set-2 icin BNT3 skorlama fonksiyonu, PAM120 skorlama matrisi ve
gozlemlenmis amino asit frekanslarinin kombinasyonu kullanilarak yapilan
tahminlerin sonuglari.

Set-4, Hogervorst, BLOSUMG62, referans frekans kombinasyonu tahminleri
incelendiginde 7 farkli pozisyon tahmini i¢in farkli amino asitler tahmin edilmistir ve
145D, 213P, 478K, 681H mutasyonlar tespit edilmistir. Bu bilgilere ek olarak, 213.
pozisyonda yapilan Prolin (P) tahmini, tahmin edilen diger amino asit olan Glisin (G)’
e gore daha diisiik olasiliga sahip olmasma ragmen, dogru tahmin yapildig i¢in

degerlendirmeye dahil edilmistir (Sekil 3.20).
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Sekil 3.20: Set-4 i¢cin Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUMG62 skorlama matrisi
ve referans amino asit frekansi kombinasyonu kullanilarak yapilan tahminlerin
sonuglari.
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Sekil 3.21: Set-11 i¢in Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUMG62 skorlama
matrisi ve referans amino asit frekansi kombinasyonu kullanilarak yapilan tahmin
sonugclari.

Set-11, Hogervorst, BLOSUMG62, referans frekans kombinasyonu tahminleri
incelendiginde ise 7 farkli pozisyon boélgesinden 5 tanesi i¢in dogru amino asit
mutasyonu tahmini yapilmistir. Bunlar 951, 145D, 478K, 501Y, 681 H mutasyonlaridir.
Bu bilgilere ek olarak 681.pozisyon igin diger amino asit tahminleri H (Histidin)
tahmini sayisindan fazladir fakat yine de dogru tahmin yapildigi i¢in sayilmistir (Sekil

3.21). Sonug olarak Omicron varyantina ait 44 mutasyon pozisyonun 12 tanesi, 48
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Omicron amino asit mutasyonundan 7 tanesi bu hesaplamalar ile tespit edilmistir. Bu
calisma kapsaminda silinmeler hesaplamaya alinmadigi i¢in yapilan tahminlerin
icinde silinme bulunmamaktadir. Bu sebeple tespit edilen mutasyon sayisi silinme
olmadan da degerlendirmeye alinmistir. Silinme olmayan mutasyonlarin 41 tanesinin
7 tanesi tespit edilmistir (Cizelge 3.6). Tahmin sonuglarimin 3 boyutlu yapida
incelenmesi sonucunda, yapilan tahminlerin biiyiik bir kisminin S proteininin N-
terminal domaini (NTD) ile Reseptor Baglanma Bolgesi’nde (Receptor Binding
Domain, RBD) yogunlastig1 goriilmiistiir (Sekil 3.22). Daha once de belirtildigi gibi,
bu bolgeler viriisiin konak hiicreyi enfekte etmesinde ve bagisiklik sisteminden
kagiginda kritik rol oynamaktadir. Bu nedenle, bu bolgelerde meydana gelebilecek
mutasyonlar, viral adaptasyon ve bagisiklik sistemiyle etkilesim agisindan belirleyici

olup, tahminlerin bu bélgelerde yogunlasmasi, beklenen bir durumdur.

Cizelge 3.6: Omicron varyanti i¢in yapilan tahminlerin performans karsilastirmasi.

Pozisyon Mutasyon | Amino asit Mutasyon | Silinme Olmadan
Sayis1 Sayis1 Amino asit

Mutasyon Sayis1

Gergek 44 48 41
Tahmin 12 7 7
edilen

Yapilan bu tahminlerin aynisi, segilen 5 farkli set i¢in hesaplanan entropi degerleri i¢in
de yapilmistir. 5 set ve 4 farkli amino asit frekansi kullanilarak yapilan hesaplamalarda
toplam 20 farkli kombinasyon i¢in tahmin sonucu elde edilmistir (Cizelge 3.7).
Analizler sonucunda, tiim veri setleri dort farkli amino asit frekansi agisindan tutarh
sonuglar vermistir. 4. set ile 70, 95, 142, 144, 145, 213, 214, 478, 501 ve 681 numarali
pozisyonlar tahmin edilerek toplamda 9 farkli amino asit mutasyonu tespit edilmistir.
Set 2 ile 7 farkli amino asit pozisyonu tespit edilmistir ve 4. set tahminlerinden farkli
olarak 69. pozisyon bu set ile tespit edilebilmistir. 6. set kombinasyonlari ile de toplam
7 farkli amino asit pozisyonu tespit edilmistir ve diger setlerden farkli olarak 144.
pozisyon tespit edilmistir. Set 11 kombinasyonlari ile toplam 7 farkli pozisyon, Set 1

kombinasyonlar ile ise 5 farkli pozisyon tespit edilmistir; ancak, diger setlerden farkl
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herhangi bir pozisyon tespit edilememistir. 11 farkli mutasyon pozisyonu set 4, set 2

ve set 6 ile basarili bir sekilde saptanmaistir.
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Sekil 3.22: SARS-CoV-2 S proteininin 3B yapist lizerinde Omicron varyantt i¢in tespit
edilen bolgelerinin gorsellestirilmesi. (a) Mor renk ile gosterilen bdlgeler, skor
fonksiyonlarma dayali olarak yapilan tahminler ile tespit edilen amino asit
pozisyonlarini temsil etmektedir. (b) Kirmizi renk ile gosterilen alanlar ise bu
pozisyonlarda tespit edilen spesifik amino asit degisimlerini gostermektedir.

Cizelge 3.7: Entropi kullanilarak yapilan mutasyon pozisyonu tahminleri.

69 | 70 | 95 | 142 | 144 | 145 | 213 | 214 | 478 | 501 | 681

Set Numaras: vViIiv | v v | vV | VIV |V IV
04

Set Numarasi: | ¥V |V |V | ¥ v | v | v
02

Set Numarasi: v | v v v v | v | v
06

Set Numarasi: vViv ] VY v %
11

Set Numarasi: 4 v v v | v
01

Amino asit mutasyonlar1 i¢in yapilan tahminler incelendiginde, setlerin farklh

kombinasyonlar1 ile farkli amino asit mutasyonlari tespit edilmistir. Tiim tahminler
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gdz Onilinde bulunduruldugunda,

toplamda 7 farkh

amino asit mutasyonu

belirlenmistir. Tespit edilen mutasyonlar Cizelge 3.8’de sunulmustur.

Cizelge 3.8: Entropi kullanilarak yapilan amino asit mutasyonu tahminleri.

951

142D

478K

501Y

681H

145D

213P

Set Numaras1:04
Frekans: Referans

v

v

v

v

v

v

Set Numarasi: 06

Frekans: Referans

Set Numarasi: 02

Frekans: Dogal

Set Numarasi:04

Frekans: Gozlemlenmis

Set Numaras1:06

Frekans: Doniigiim

Set Numaras1:06

Frekans: Gozlemlenmis

Set Numarasi: 11

Frekans: Gozlemlenmis

Set Numarasi:01

Frekans: Dontigiim

Set Numarasi:01

Frekans: Referans

Set Numarasi:02

Frekans: Gozlemlenmis

Set Numarasi:02

Frekans: Referans

Set Numarasi:04

Frekans: Doniigiim

Set Numarasi:04

Frekans: Dogal

Set Numarasi:06

Frekans: Dogal

Set Numarasi:11

Frekans: Doniigiim

Set Numarasi:11

Frekans: Dogal

Set Numarasi:01

Frekans: Gozlemlenmis

Set Numarasi:11

Frekans: Referans

Set Numarasi:01

Frekans: Dogal

Set Numarasi:02

Frekans: Doniisiim
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Entropi degerleri kullanilarak yapilan tahminler, skor fonksiyonlar1 ile yapilan
tahminlerle karsilagtirildiginda, entropi tabanli tahminlerin skor fonksiyonlariyla elde
edilen tahminlerden farkli bir mutasyon pozisyonu tespit edememistir. Skorlama
fonksiyonlar1 kullanilarak yapilan pozisyon tespitlerinde, entropi temelli tespitlere
kiyasla bir pozisyon daha fazla tespit yapilmigtir. Tespit edilen bu pozisyon 143.
pozisyondur ve entropi skorlari kullanilarak bu pozisyon tespit edilememistir. Amino
asit mutasyonu agisindan ise ayni sonuglar1 vermislerdir. Sonug olarak, en degisken 15
pozisyon incelenerek 44 mutasyon pozisyonunun 11 tanesi 48 amino asit
mutasyonunun 7 tanesi tespit edilmistir. Calismalar sirasinda, Bolim 1.2.7.1°de de
belirtildigi tlizere Omicron varyantinda tiirler arast gegisin gerceklestiginin
gbzlemlenmesi ve farklt pozisyonlarda mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi, kullanilan
yontemlerin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla yeni bir deney seti olusturulmasini
gerekli kilmigtir. Bu nedenle, bu agamaya kadar uygulanan islemler, Delta varyanti

icin yapilan tahminler agisindan da tekrarlanmistir.

3.5 Sonug¢larin Dogrulanmasi

Omicron varyantinin genetik yapisina baska tiirlerin dahil olmasi tespit edilemeyen
farkli mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir. Genetik bilginin igine
giren farkl: tiirlerin genetik bilgileri sadece insanlardan alinan sekans bilgileri ile tespit
edilemez, bu sebeple bir dogrulama seti incelemesi yapilmistir. Burada Alpha, Beta,
Gamma varyantlar1 kullanilarak, Delta varyantinin mutasyonlarinin tahmini igin
calisilmistir. Alpha, Beta, Gamma ve Delta varyantlari, diger tiirlerin genetik
bilgisinden etkilenmedigi i¢in, mutasyonlarin da benzer sekilde tiirler arasi etkiden
etkilenmemesi beklenir. Bu nedenle yapilan tahminlerin de bu dogrultuda
gerceklesmesi gerekmektedir. Bu sebeple kullanilan yontemlerin dogrulugunu tespit
etmek icin, diger tiirlerden etkilenmemis bir varyantin mutasyon tahminleri icin
sonuglar analiz edilmistir. Oncelikle, Alpha, Beta ve Gamma varyantlarini igeren yani
2021 oncesi protein sekans verileri kullanilarak Delta varyantinin mutasyonlari tahmin
edilmeye c¢aligilmistir. Daha 6nce bahsedilen yontemlerin aynis1 2021 6ncesi protein
sekans verisi ile yapilmistir. 20 defa ve her periyottan 600 sekans olacak sekilde setler
olusturulmustur. Elde edilen 20 protein sekans seti i¢in filogenik agag¢ olusturulmus

secilen mesafe esik degeri ise bu rastgele setler i¢in 0,9 olarak belirlenmistir ve
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iclerinden birbirlerine uzak olacak sekilde 4 set se¢ilmistir. Segilen set numaralar1 03,

06, 07 ve 11 seklindedir (Sekil 3.23).

0.2 1 (—‘
0.0
SEPVASIPLOPLEN TP RSO
Setler

Sekil 3.23: Delta varyantina ait analizlerde kullanilan veri setlerinin benzerligine gore
olusturulan filogenik aga¢. Dikey eksende kiimeler aras1 mesafe Olgiitii yer almakta
olup, kirmiz1 ¢izgi belirli bir esik degeri lizerinde kiimelerin ayrimin1 géstermektedir
ve toplam dort ana kiimeye ayrilmistir.

4 set icin skorlama fonksiyonlar1 hesaplanmis ve elde edilen skorlar kullanilarak
mutasyona ugrama skorlar1 (degisebilirlik) elde edilmistir. Rastgele yiiriiyls
algoritmasinin tahminleri, Omicron varyantinda oldugu gibi en yiiksek degisebilirlik
skoruna sahip 15 bolge lizerinde odaklanarak incelenmistir. Her bir veri seti igin,
uygulanan tiim hesaplama yontemleri (BNT2, BNT3, Karlin ve Hogervorst)
sonucunda elde edilen en degisken 15 pozisyon belirlenmis ve analiz kapsaminda

sunulmustur (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9: Delta varyanti i¢in yapilan hesaplamada en degisken bolgeler.

Degisken Bolgeler

5,12, 13, 18, 19, 24, 27, 50, 69, 70, 98, 142, 143, 145,
157, 158, 213, 214, 215, 221, 222, 242, 243, 254, 255,
262, 264, 371, 373, 375, 452, 477, 478, 501, 570, 614,
640, 675, 676, 677, 678, 681, 704, 716, 936, 939, 982,
1176
5,12, 13, 18, 19, 24, 50, 69, 70, 98, 109, 142, 143, 144,
Set 145, 156, 157, 213, 215, 222, 243, 254, 255, 262, 264,
06 371, 373,375,452,477, 478, 501, 570, 614, 640, 681,

716, 936, 939, 982, 1176, 1252

5,12, 13,18, 19, 24, 69, 70, 98, 109, 142, 143, 144,
Set 147,148, 213, 214, 215, 222, 243, 254, 255, 259, 260,
07 261, 262, 263, 371, 373, 375, 452, 477, 478, 501, 547,

570, 614, 640, 681, 716, 939, 940, 982, 1176, 1252

5, 12,18, 19, 50, 67, 68, 69, 70, 98, 138, 143, 144, 145,
Set 156, 157, 213, 214, 222, 243, 254, 255, 371, 373, 375,
11 452,477, 478, 501, 520, 521, 570, 614, 640, 681, 688,

716, 813, 936, 939, 940, 982, 1176

Set
03

Incelenen verilerde tespit edilen bir diger 6nemli bulgu, setlerin kendi aralarinda
benzer sonuglar etrafinda yogunlagmasidir. Pozisyon tahminleri degerlendirildiginde;
set-2'e ait BNT3, PAM120 ve doniistim amino asit frekans1 kombinasyonuyla, yine
set-3'in Hogervorst BLOSUMG62 referans amino asit frekansi kombinasyonu ve buna
ek olarak set-6'nin Hogervorst PET91 referans amino asit frekansi sonuglari toplamda
7 farkli mutasyon pozisyonu ve 6 farkli amino asit mutasyonu tespit etmistir. Bu
pozisyonlar 142, 156, 157, 158, 452, 614 ve 681. pozisyonlaridir. Tespit edilen amino
asit mutasyonlari ise 142D, 156G, 158G 452R, 614G, 681R mutasyonlaridir.

Set-2, BNT3, PAM120, doniisiim frekans1 kombinasyon tahmini incelendiginde 614G,
158G, 142D mutasyonlar1 tespit edilmistir. Burada tahminler genel olarak
pozisyonlara dengeli sekilde dagilmis olsa da 145. pozisyon i¢in diger pozisyonlara
kiyasla daha fazla sayida tahmin gerceklestirilmistir ancak Delta varyant1 i¢in burada

herhangi bir mutasyon olmadigi i¢in, bu bolge degerlendirmeye alinmamistir. (Sekil

3.24).
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Sekil 3.24: Set-3 icin BNT3 skorlama fonksiyonu, PAM120 skorlama matrisi ve
doniisiim frekans1 kombinasyonu kullanilarak yapilan tahminlerin sonuclart.

Set-3, Hogervorst, BLOSUMG62, referans frekanst kombinasyonu tahmini
incelendiginde ise 614G, 681R mutasyonu tespit edilirken 452.pozisyon i¢in tahmin
yapilsa bile 452R amino asit mutasyonu yakalanamamistir. Bu sebeple pozisyon
sayimina dahil edilmis olsa da amino asit mutasyonu sayiminda degerlendirmeye

alinmamustir (Sekil 3.25).
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Sekil 3.25: Set-3 i¢cin Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUMG62 skorlama matrisi
ve referans amino asit frekans1 kombinasyonu kullanilarak yapilan tahmin sonuglart.

Set-6, Hogervorst, PET91, referans frekansi kombinasyonu tahmini incelendiginde ise
142D, 452R, 614G 681R mutasyonlar1 yakalanmistir. Sekil 3.26’da gortldigi iizere,
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452R mutasyonu tespit edilmis olsa da bu amino asit degisimi i¢in diger 452

pozisyonundaki mutasyonlara kiyasla daha az sayida tahmin yapilmistir.

GERCEK
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Sekil 3.26: Set-6 i¢in Hogervorst skorlama fonksiyonu, PET91 skorlama matrisi ve
referans amino asit frekansi kombinasyonu kullanilarak yapilan tahmin sonuglari.

Buradan da ¢ikarilabilecegi gibi fark: setler ve kombinasyonlarin kullanilmasi farkl
mutasyonlarin yakalanmasi i¢in gereklidir. Yapilan tahminlerin performansini
degerlendirmek i¢in tahmin edilen ve gercek degerler sayisal olarak incelenmistir. 16
pozisyon mutasyonundan 15 gézlemle 7 adet dogru tahmin edilmistir. 18 adet amino

asit mutasyon sayisindan ise 15 gozlem sayisi ile 6 tanesi dogru tahmin edilmistir.

Cizelge 3.10: Delta varyant1 igin yapilan tahminlerin performans karsilagtirmast.

Pozisyon Amino asit Silinme Olmadan
Mutasyon Sayisi Mutasyon Sayisi Amino asit

Mutasyon Sayisi

Gergek 16 18 15
Tahmin 7 6 6
edilen

Yapilan tahminler, S proteininin ii¢ boyutlu yapisi lizerinde de incelenmistir (Sekil
3.27). Elde edilen sonuglar, mutasyonlarin hem belirli pozisyonlarda hem de amino
asit diizeyinde, 6zellikle N-terminal domain (NTD) ve Reseptor Baglanma Bolgesi

(RBD) gibi kritik bolgelerde yogunlastigini1 ortaya koymaktadir. Buna ek olarak, S2
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alt birimi ile trimerik yapinin merkezini olusturan ve flizyon ile zar birlesimi
stireclerinde 6nemli rol oynayan gévde kisminda da mutasyon tahminlerinin yapildig:

gozlemlenmistir.

a) : : b)

Sekil 3.27: SARS-CoV-2 S proteininin 3B yapisi iizerinde Delta varyanti i¢in tespit
edilen bolgelerinin gorsellestirilmesi. (a) Mor renk ile gosterilen bdlgeler, skor
fonksiyonlarma dayali olarak yapilan tahminler ile tespit edilen amino asit
pozisyonlarmi temsil etmektedir. (b) Kirmizi renk ile gosterilen alanlar ise bu
pozisyonlarda tespit edilen spesifik amino asit degisimlerini gostermektedir.

Delta varyant1 i¢in yapilan tahmin analizleri, secilen setlerin entropi degerleri igin de
yapilmistir. Entropi degerlerinin tahmin sonuglarinda 4 farkli mutasyon pozisyonu
tespit edilmistir. Bu pozisyonlar 142, 452, 614 ve 681. pozisyonlardir. Bu pozisyonlara
ek olarak yapilan amino asit tahminleri incelendiginde 4 farkli amino asit mutasyonu
tespit edilmistir. Bunlar 142D, 452R, 614G ve 681R mutasyonlaridir. Delta varyanti
i¢in, entropi degerleri kullanilarak yapilan tahminler ile, skor fonksiyonlari ile yapilan
tahminler karsilastirildiginda, entropi tabanli tahminlerin skor fonksiyonlariyla elde
edilen tahminlerden farkli bir mutasyonu tespit edemedigi ve skor fonksiyonlarindan
daha az sayida mutasyon tespit ettigi gozlemlenmistir. Bu durumun temel nedeni,
entropi hesabinin amino asitler arasindaki doniisiim iliskilerini dikkate almamasidir.
Entropi yalnizca degisim sayisini hesaba katar, bu degisimlerin hangi amino asitler
arasinda gergeklestigine dair bilgiyi hesaplamasinda kullanmaz. Dolayisiyla,
degisimin yonii ve biyolojik anlami goz ard1 edildiginden, yapilan tahminlerde yetersiz

kalmistir. Bu nedenle, ilerleyen adimlarda yapilacak gelecek tahminlerinde entropi

degerleri dikkate alinmamastir.
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3.6 Gelecek Mutasyonlarin Tahmini

Gelecek mutasyonlarin tahmini i¢in, 2025 Subat ayma kadar olan protein sekans
verileri GISAID veri tabanindan elde edilmistir. Tez boyunca daha once kullanilan
tiim yontemler uygulanmstir. Oncelikle protein sekans verileri tarihlerine gére yillara
boliinmiistiir (Cizelge 3.11). 2022, 2023, 2024, 2025 yillarina ait sekans verileri
incelenmis ve her yila ait verilerin dagilimlari incelendikten sonra her yildan 1500
protein sekansi olacak sekilde rastgele se¢imler yapilmistir. Elde edilen rastgele
sekanslar birlestirilmis ve toplam 5814 adet protein sekansi igeren set elde edilmistir.
Gelecek mutasyonlarin tahmini i¢in Omicron sonrasi verilerin alinmasina 6zen

gosterilmistir.

Cizelge 3.11: Gelecek i¢in kullanilacak verinin sekans dagilimu.
Yil 2022 2023 2024 2025

Sekans Sayist | 131495 83138 34162 1314

Olusturulan setlere ait protein sekanslari hizalandiktan sonra, Omicron ve Delta
varyantlarin tahminlerinde iyi sonuglari gosteren BNT3 ve Hogervorst skorlama
fonksiyonlart ile mutasyona ugrama skorlar1 elde edilmistir. Elde edilen mutasyon
skorlarinin dagilimlar1 incelenmistir (Sekil 3.28). Dagilimlara bakilinca, S proteinin
farkli degerlerde mutasyon skoruna sahip oldugu ve korunan bélgelerin sayisinin (1

degerine sahip pozisyonlar) diger bolgelerden fazla oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.12: Gelecek tahminler i¢in yapilan ¢alismadaki en degisken 15 bolge.

EN DEGISKEN 15 BOLGE

17 18 21 22 23 24
26 27 179 204 205 206
476 637 697

17 18 21 22 23 24
Hogervorst 26 27 28 179 204 206
476 636 637

BNT3
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Sekil 3.28: Gelecek tahminler i¢in yapilan ¢calismadaki mutasyon skorlarin dagilimai.

Buna ek olarak, her skorlama fonksiyonunun ¢iktilar1 kullanilarak, en ytiksek degisim
gosteren 15 bolge tespit edilmistir (Cizelge 3.12). Secilen biitiin gruplar i¢in ortak
degisken amino asit pozisyonlari; 17, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 204, 476 pozisyonlaridir.
Bu pozisyonlar tiim tahmin gruplar i¢in ortak oldugu i¢in bu bdlgelerde mutasyon
olma olasiliginin daha fazla oldugu sdylenebilir. En degisken bolgelerin S proteini
tizerindeki dagilimint gorsel olarak sunabilmek amaciyla, mutasyona ugrama
skorlarmm yer aldig1 grafik elde edilmistir. Sekil 3.29’te bu grafik gosterilmistir. En
degisken pozisyonlar incelendiginde, 6zellikle 15. ile 30. pozisyonlar arasinda belirgin

bir yi1gilma gozlemlenmistir (Sekil 3.29).

20

= P 203
g 475
o 2
< 2326 178
= 2
B 05— 205 696
=) 1 204 63
~
—
= 1
) J
: ’
s | ||l ‘ | . I
S o

0 500 1266

S proteini amino asit dizilimi

Sekil 3.29: Gelecek tahminler i¢in yapilan ¢aligmadaki mutasyona ugrama skorlarin
grafigi.
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Bu durumu daha iyi anlayabilmek adina ilgili bolgeye yonelik yapilan incelemede, bu
bolgede bazi sekanslar varligin1 korurken bazi sekanslarin ise bu bolgede amino asit
icermedigi tespit edilmistir ve bu nedenle hizalamada olusan bosluklardan dolay1 bu
goriintii ¢ikmistir. Bu durum, bu pozisyonlarda yogun bir degisim varmis izlenimi
olustursa da gercekte iki farkli grup sekansin varligina isaret etmektedir. Segilen
setteki sekanslar incelenmis ve belirli bir bolgeye gore iki ayr1 sekans grubu
olusturulmustur. Her grup ig¢in yeniden hizalama yapilmis ve daha onceki tahmin
sonuglar1 géz oniinde bulundurularak, en iyi performansi gosteren BNT3, PAM120 ve
Hogervorst, BLOSUM®62 kombinasyonlari kullanilarak analizler gergeklestirilmistir.
Her grup ic¢in yapilan kombinasyonlarda, diger analizlerde yapildigi gibi 15 en
degisken bolge belirlenmistir ve bu bolgeler igin yapilan tiim tahminler detayl olarak
incelenmistir. En degisken 15 pozisyon incelendiginde ise 1.grup hesaplamalarin

sonucu kendi aralarinda, 2.grup sekans grubu ise kendi aralarinda tutarlidir.

Cizelge 3.13: Gelecek varyantlar i¢in en degisken 15 pozisyon.

Set
Numarasi 1 2 2
Fonksiyon BNT3 Hogervorst BNT3 Hogervorst
Matris PAM120 Blosum62 PAM120 Blosum6?2
66 66 18 17
67 67 19 18
141 141 22 19
142 143 24 21
183 183 25 24
208 210 26 25
En 209 249 31 26
Degisken 210 336 143 31
Bolgeler 249 343 144 144
343 442 145 145
442 443 209 209
449 449 210 210
483 483 481 481
487 487 641 641
701 701 642 642

BNT3, PAMI120 kombinasyonu, gozlemlenen amino asit frekanslarma dayali
analizlerde bagarili sonuglar ortaya koymustur. Ote yandan, Hogervorst, BLOSUM62
kombinasyonu 6zellikle referans amino asit frekanslarini temel alan hesaplamalarda
etkili performans sergilemistir. Bu dogrultuda, gelecege yonelik yapilan tahminleme

calismalarinda s6z konusu iki kombinasyon tercih edilmistir.
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BNT3, PAM120 ve gézlemlenmis amino asit frekanst kombinasyonuna ait sonuglar
incelendiginde, 67. ve 210. pozisyonlarin en fazla sayida tahmin edilen konumlar
oldugu goriilmektedir (Sekil 3.30). 67. pozisyon i¢in en ¢ok tahmin Serin (S) tizerine
yapilmistir. Bu tahmini sirastyla Treonin (T), Lsin (L) ve Alanin (A) takip etmektedir.
210. pozisyon i¢in ise en ¢ok tahmin Ldsin (L) iizerine yapilmig olup, bu tahminleri
Serin (S), Treonin (T), Alanin (A), Fenilalanin (F) ve Valin (V) takip etmektedir. 67.
pozisyon, referans sekansta Valin (V) amino asidini i¢ermektedir. Daha Onceki
boliimlerde de belirtildigi lizere, elde edilen doniistim matrisi incelendiginde (Boliim
2.2.2), Valin (V) amino asidinin Losin (L) ve Serin (S) amino asitlerine toplamda 24
farkli doniisim yolu oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, 67. pozisyonda yapilan
tahminlerde L ve S amino asitlerinin daha yiiksek siklikta gézlemlenme olasiligini
desteklemektedir. Dolayistyla, ilgili pozisyonda bu iki amino asidin 6ne ¢ikmasi,

doniisiim olasiliklartyla uyumlu bir sonug olarak degerlendirilebilir (Sekil 3.30).

REFERANS TAHMIN DAGIMLARI
66 H A < D e F L N P R ST Y
67 A" A ¢© D £ F | L M N P R S T Y
141 Y A ¢ D E F K L ™ wn R S T Y
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to) 183 F A C D E F H L N S T Y
58 208 N L
= P : L -
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Sekil 3.30: Birinci grup sekanslar i¢in BNT3 skorlama fonksiyonu, PAM120 skorlama
matrisi ve gozlemlenmis amino asit frekansi kombinasyonu kullanilarak yapilan
tahmin sonugclari.

Hogervorst — BLOSUMG62 — Referans frekansi kombinasyonu incelendiginde, belirgin
bir tahmin yi1gilmast gériilmemektedir. 66. pozisyon igin Losin (L) ve 67. pozisyon
icin Alanin (A) 210.pozisyon iginse N (Asparjin) amino asitlerinin tahmini agir

basmaktadir. Diger pozisyonlarda amino asit tahminlerinin esite yakin bir sekilde
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dagilmasi, ilgili bolgelerde bir mutasyon olasiliginin bulundugunu; ancak hangi amino
aside doniisecegi konusunda belirgin bir yonelimin olmadigini, yani tahminlerin farkli
amino asitler arasinda dengeli sekilde dagildigini gostermektedir (Sekil 3.31). Bu
sonuglar baglaminda doniisiim matrisi incelendiginde, 66. pozisyon, referans sekansta
Histidin (H) amino asidini igermekte olup, doniisiim matrisi dogrultusunda Losin (L)
amino asidine 12 farkli sekilde doniisebilmektedir. 67. pozisyona ait donilisiim
analizine bakildiginda ise, Valin (V) amino asidinin Alanin (A) amino asidine
doniisme sayisi, Arginin (R), Losin (L) ve Serin (S) amino asitlerine olan doniisiim
sikliklarina kiyasla daha diisiik sayida kalmaktadir. Benzer sekilde, 210. pozisyon igin
referans amino asit olan Glisin (G)’in Asparajin (N) amino asidine doniisme olasilig1

da Arjinin (R), Losin (L) ve Serin (S) doniisiimleriyle karsilastirildiginda daha sinirh

diizeydedir.
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Sekil 3.31: Birinci grup sekanslar i¢in Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUMG62
skorlama matrisi ve referans amino asit frekans1 kombinasyonu kullanilarak elde
edilen tahmin sonuglari.

Birinci grup sekanslardan elde edilen sonuglara dayanarak, bu gruba yakin 6zellikler
tastyan sekanslarin, ilerleyen donemlerde tahmin edilen bolgelere ve amino asit
mutasyonlarina benzer mutasyon profilleri sergilemesi olasidir. Ozellikle, 67. ve 210.
pozisyonlarda mutasyon olusma ihtimali 6ne ¢ikmaktadir. Bu baglamda gelecek i¢in,
67. pozisyonda Losin (L) veya Serin (S) amino asitlerinin, 210. pozisyonda ise yine

Losin (L) veya Serin (S) amino asitlerinin goriilme olasiligr yiiksek goriilmektedir.
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REFERANS TAHMIN DAGIMLARI
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Sekil 3.32: Ikinci grup sekanslar icin BNT3 skorlama fonksiyonu, PAM120 skorlama
matrisi ve gozlemlenmis amino asit frekanst kombinasyonu kullanilarak yapilan
tahmin sonugclari.

Ikinci grup sekanslar incelendiginde, BNT3-PAM120-gézlemlenmis frekans
kombinasyonu ile yapilan analizlerde, en fazla tahminin 31. pozisyon i¢in yapildigi
goriilmektedir. 31. pozisyona ait tahminlerde, bu bolgede Losin (L), Treonin (T) ve
Alanin (A) tahminlerinin diger tahminlere gére baskin oldugu goriiliirken, ayni
zamanda 31. pozisyonun orijinal amino asidi olan Serin'e (S) donlisme egilimi de
mevcuttur. Diger dagilimlarda ise genellikle tahminlerde baskin bir dagilim
goriilmemekle beraber bazi bolgeler icin de esit dagilim goriilmektedir. Bu sonuglar
baglaminda doniisiim matrisi incelendiginde, Serin (S) amino asidinin Losin (L) amino
asidine 36 farkli doniisiim yoluyla dontisebilmektedir. Bu say1, Serinin diger amino
asitlere doniisiim yollarina kiyasla daha fazladir. Dolayisiyla, Serin (S)'den Ldsin
(L)'ne olan doniisiim, Serin i¢in en yiiksek doniisiim potansiyelini yansitmaktadir ve
bu durum 31. pozisyonda Losin (L) amino asidinin goriilme olasiligini artirmaktadir

(Sekil 3.32).
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REFERANS TAHMIN DAGIMLARI
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Sekil 3.33: Ikinci grup sekanslar igin Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUM62
skorlama matrisi ve referans frekansi kombinasyonu kullanilarak yapilan tahmin
sonugclari.

Hogervorst fonksiyonu ve BLOSUMG62 matrisine dayali referans frekansi analizine
gore, bazi pozisyonlarda belirli amino asit degisim oraninin yiiksek oldugu
gozlemlemektedir. Ozellikle 31. pozisyonda yer alan amino asit Lésin (L) olup, bu
pozisyon i¢in yapilan tahminlerde de Losin 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, 642.
pozisyon i¢in yapilan tahminlerde ise Fenilalanin (F), Losin (L) ve Serin (S) amino
asitlerinin 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda doniisiim matrisi
incelendiginde, 31. pozisyon i¢in referans amino asit olan serin (S)'in, L&sin (L) amino
asidine 36 farkli yolla doniisebildigi belirlenmistir. Bu yiiksek doniisiim sayisi, ilgili
pozisyonda S — L mutasyonunun goriilme olasilifim1 artirmakta ve bu bodlgenin
potansiyel bir mutasyon noktasi olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, 642.
pozisyon Ozelinde yapilan analizlerde, referans amino asit olan Glutamin (Q)'un,
ozellikle L ve S amino asitlerine doniisme olasiliginin, diger amino asitlere kiyasla
daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Bu durum, 642. pozisyondada Q — L ve Q —
S mutasyonlarinin daha muhtemel oldugunu gostermektedir (Sekil 3.33).

Ikinci grup sekanslara ait tahminler ve doniisiim matrisi analizleri temel alindiginda,
bu gruba yakinsayan sekanslarin, ilerleyen zamanlarda 31. pozisyonda bir mutasyon
gecirme olasiligi one ¢ikmaktadir. Yapilan degerlendirmeler, bu mutasyonun biiyiik
olasilikla Losin (L) amino asidine dogru gergeklesecegini gostermektedir. Bu bulgu,
doniisgiim matrisinde serin (S) amino asidinin L amino asidine yliksek doniisiim

olasilig1 ile de desteklenmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Biyoinformatik ¢aligmalari, gen dizilimleri sayesinde bir¢ok hastaligin kaynaginin
anlasilmasma katki saglamistir. Hastalik yapic1  patojenlerdeki mutasyon
istatistiklerinin hesaplanabilir olmas1 ise, bir¢ok hastalia karsi 6nceden onlem
alimmasina imkan tanimaktadir. Bu nedenle, biyoenformatik tabanli calismalar,
genetik hastaliklarin ve anomalilerin incelenmesinin yani1 sira olast genetik
degisimlerinin belirlenip, bunlara kars1 6nlem alinmasinda kritik bir rol oynamaktadir.
Bu c¢alisma kapsaminda SARS-COV-2’ye ait yapisal proteinlerinden birisi olan S
proteininde sonradan ortaya ¢ikabilecek mutasyonlarin 6nceden belirlenebilmesi
acisindan bir model gelistirilmistir. Tahmin yapilacak modeller i¢in oncellikle, veri
bankalarindan S proteinine ait protein sekanslar1 elde edilmistir. Elde edilen
sekanslarin hesaplama agisindan fazla sekans icermesinden dolay: rastgele se¢ime
dayanan bir yaklagim ile farkli zaman periyotlar1 i¢in 6rneklem hazirlanmistir. Segilen
setler ile skorlama fonksiyonlari ile mutasyon skorlari elde edilmistir. Skor degerleri
2 grup olarak: 1. grup Karlin, BNT2, BNT3 ve Hogervorst olarak ele alinirken 2. Grup
Sander ve Valdar ele alinmistir. Birinci grup skor fonksiyonlari, tahmin modeli i¢in
daha uygun girdiler verdigi i¢in hesaplamalara 1. grup skor fonksiyonlari ile devam
edilmistir. Bu skorlara ek olarak literatiirde degisim miktarin1 belirlemek igin
kullanilan entropi degerleri de her set igin ve her pozisyon i¢in hesaplanmistir. Elde
edilen skor ve entropi degerleri ile en degisken 15 pozisyon tespit edilmis ve tahmin
algoritmas1 olan rastgele yiriiyilis algoritmasinda kullanilmistir. Rastgele yliriiyiis
algoritmasi1 kullanilirken pozisyonlarin mutasyona ugrama skorlar1 ve amino asit
frekanslar1 kullanilmistir. Amino asit frekans igin 4 farkli yontem kullamlmstir. Tlk
olarak kodon tablosundan elde edilen dogal frekans, ikinci olarak her set i¢in
hesaplanan gozlemlenen frekanslardir. Bu frekanslara ek olarak kodon tablosundaki
doniistimlerin  mutasyon gecirme olasiliklarina gore doniistimleri hesaplanmus,
doniisiim frekanslari elde edilmistir ve son olarak referans frekansi olarak da referans
olarak belirlenen sekanstan referans amino asit frekansi elde edilmistir. Rastgele

yiirliylis (random walk) algoritmasiyla elde edilen tahminlerin, ger¢ekte ne kadarlik
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bir zaman araligini temsil ettigini belirlemek amaciyla SARS-CoV-2'nin mutasyon
hiz1 dikkate alinmigtir. Mutasyon hizi, literatiirde yaygin olarak kabul géren S genine
ait niikleotid diizeyindeki degisim orani, yani her bir niikleotid pozisyonunda meydana
gelebilecek degisikliklerin sikligi, 8.066 x 10™* olarak hesaplanmistir. Bu oran
kullanilarak yapilan olasilik temelli hesaplamalarda, bir yil iginde 1273 amino asit
iceren S proteininde rastgele secilen bir pozisyonda mutasyon olugsma olasiligr %95
olarak hesaplanmistir. Yapilan tahminlerin 1 y1l sonrasina ait oldugu kabul edilmistir.
Rastgele yiiriiylis algoritmasi ile elde edilen tahminler 2 farkli sekilde incelenmistir.
Pozisyon bazli tahminler ve amino asit bazli tahminler olarak incelenmistir. Bu
hesaplamalara ek olarak, belirlenen setler kullanilarak entropi degerleri hesaplanmis
ve bu degerler lizerinden de mutasyon tahminleri yapilmistir. Entropi, pozisyonlardaki
cesitlilik miktarim1 ifade ettigi icin, potansiyel olarak mutasyon gecirme olasilig
yiiksek bolgelerin belirlenmesinde kullanilmistir ancak, entropi kullanilarak yapilan
tahmin sonuglar1 skorlama fonksiyonlariyla yapilan tahminlere kiyasla daha diisiik
dogruluk gostermistir. Bu nedenle, gelecek tahmini igin yapilan ¢alismalarda entropi
temelli yOntemler yerine skorlama fonksiyonlar1 kullanilarak hesaplamalar
yapilmigtir. Omicron varyantini tespit etmek igin yapilan tahminler sirasinda, Omicron
varyantina ait genetik bilgide farkli tiirlerden gelen genetik materyallerin etkisi
olabilecegi varsayilarak yontemin dogrulamasin1 yapmak adina ayni islemler Delta
varyantt i¢in de yapilmistir. Bu dogrulama calismasi i¢in Alfa, Beta, Gamma
varyantlar1 kullanilarak Delta varyant: tespit edilmeye calisilmigtir. Delta varyanti
tizerinde yapilan tahmin sonuglari hem mutasyon bolgesi hem de mutasyon sonucu
olusan amino asitler agisindan incelenmis ve yontemi dogrular nitelikte oldugu
gozlenmistir. Bu tez kapsaminda segilen veri setleri ile yapilan tahmin ve dogrulama
analizlerinde, cesitli skorlama fonksiyonlart ve matrislerinin performanslari
karsilastiritlmistir. Hogervorst skorlama fonksiyonu, BLOSUM®62 skorlama matrisi ile
referans frekans kullanilarak yapilan hesaplamalar basarili sonuglar vermistir. Benzer
sekilde, BNT3 skorlama fonksiyonlar, PAM120 skorlama matrisi ve gozlemlenen
amino asit frekansi ile kullanildiginda iyi performans gostermistir. Bu tez kapsaminda,
zaman kisiti nedeniyle yalnizca belirli sayida sekans iizerinde analiz yapilmistir.
Ancak ilerleyen calismalar kapsaminda, sekans sayisi artirilarak daha kapsamli bir
inceleme gerceklestirilerek farkli pozisyonlar tespit edilebilir. Bu yaklasim, mutasyon
egilimlerini daha iyi anlamak ve gelecekte ortaya cikabilecek olasi mutasyonlar

ongorebilmek agisindan kapsamli analiz sunmaktadir. Ozellikle bazi pozisyonlarda
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tekrarlayan mutasyon oriintiileri, bu bolgelerin evrimsel baski altinda olabilecegini ve
gelecekteki mutasyon tahminlerinde kritik rol oynayabilecegini gostermektedir ancak
bu yaklagim, setlerin igerisinde benzer veya tekrarlayan sekanslar igermesi nedeniyle
sinirl kalmistir.  Ilerleyen calismalarda, benzersiz sekanslardan olusan setler
olusturularak farkli sekanslarin tahminlere etkilerinin daha ayrintili sekilde
incelenmesi Onerilmektedir. Buna ek olarak, her bir sekans farkli sayida amino asit
igerdiginden, BLOSUMG62 ve PAM120 gibi genel matrisler yerine, SARS-CoV-2
viriistiniin evrimsel siirecine 6zgili amino asit doniisiim matrisleri gibi vektor-spesifik
matrisler de hesaplanarak olusturulabilir, bu 6zel matrisler {lizerinden tahminler
yapilarak sonuglarin analiz edilmesi daha giivenilir sonuglar elde edilmesini
saglayacaktir. Bu tez kapsaminda rastgele yiiriiylis algoritmasi i¢in 2000 tahmin sayis1
belirlenmistir ancak ilerleyen g¢alismalarda bu say1 artirilarak gozlemler yapilmasi
planlanmaktadir. Gelecekteki calismalarda analiz edilen pozisyon sayisinin 15’in

tistiine ¢ikarilmasi ve amino asit tahminlerinde degisimine bakilmasi dogru olacaktir.

87






KAYNAKLAR

Aboul-Fotouh, S., Mahmoud, A.N., Elnahas, E.M. vd. What are the current anti-
COVID-19 drugs? From traditional to smart molecular
mechanisms. Virol J20, 241 (2023). https://doi.org/10.1186/s12985-
023-02210-z

Adedeji, W. A. (2016). The treasure called antibiotics. Annals of Ibadan Postgraduate
Medicine, 14(2), 56-57.

Aiello TF, Garcia-Vidal C, Soriano A. Antiviral drugs against SARS-CoV-2. Rev
Esp Quimioter. 2022 Oct;35 Suppl 3(Suppl 3):10-15. doi:
10.37201/req/s03.03.2022. Epub 2022 Oct 24. PMID: 36285850;
PMCID: PMC9717461.

AKKkiz, H. (2022). The biological functions and clinical significance of SARS-CoV-2
variants of concern. Frontiers in Medicine, 9, 849217,
https://doi.org/10.3389/fmed.2022.849217

Aminov, R. I. (2010). A brief history of the antibiotic era: Lessons learned and
challenges for the future. Frontiers in Microbiology, 1, 134.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2010.00134

Apweiler, R., Bairoch, A., & Wu, C. H. (2004). Protein sequence databases. Current
Opinion in Chemical Biology, 8(1), 76-80.
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2003.12.004

Arora, P., Pohlmann, S. & Hoffmann, M. Mutation D614G increases SARS-CoV-2
transmission. Sig  Transduct  Target Ther6, 101  (2021).
https://doi.org/10.1038/s41392-021-00502-w

Atkins, P., & de Paula, J. (2010). Physical Chemistry (9th ed.). Oxford University
Press

Awadasseid A, Wu Y, Tanaka Y, Zhang W. (2021). Effective drugs used to combat
SARS-CoV-2 infection and the current status of vaccines. Biomed
Pharmacother. 2021 May; 137:111330. doi:
10.1016/j.biopha.2021.111330. Epub 2021 Jan 28. PMID: 33550043;
PMCID: PMC7843108.

Batool, S., Chokkakula, S., Jeong, J. H., Baek, Y. H., & Song, M.-S. (2025). SARS-
CoV-2 drug resistance and therapeutic approaches. Heliyon, 11(2),
e41980. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2025.e41980

Bayat, A. (2002). Bioinformatics. BMJ, 324(7344), 1018-1022. doi:
10.1136/bmj.324.7344.1018

Berg, J. M., Tymoczko, J. L., & Stryer, L. (2002). Biochemistry (5th ed.). W. H.
Freeman.

Blundell, S. J., & Blundell, K. M. (2016). Concepts in Thermal Physics (2nd ed.).
Oxford University Press.

Bule, M., Khan, F., & Niaz, K. (2019). Antivirals: Past, present and future. In Recent
Advances in  Animal Virology (pp. 425-446). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-981-13-9073-9_22

Cann, A. J. (2011). Principles of molecular virology (5th ed.). Academic Press.

89


https://doi.org/10.1038/s41392-021-00502-w

Cao, B., Wang, Y., Wen, D., Liu, W., Wang, J., Fan, G., ... & Wang, C. (2020). A
trial of lopinavir—ritonavir in adults hospitalized with severe Covid-19.
New England Journal of Medicine, 382(19), 1787-1799.
https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001282

Casella, G., Fienberg, S., & OIkin, 1. (2011). Probability and statistics for machine
learning. Springer.

Choi JY, Smith DM. (2021) SARS-CoV-2 Variants of Concern. Yonsei Med J. 2021
Nov;62(11):961-968. doi:  10.3349/ymj.2021.62.11.961. PMID:
34672129; PMCID: PMC8542474.

Clardy, J., Fischbach, M. A., & Walsh, C. T. (2006). New antibiotics from bacterial
natural products. Nature biotechnology, 24(12), 1541-1550.
https://doi.org/10.1038/nbt1266

Clausius, R. (1865). The Mechanical Theory of Heat. London: John van Voorst.

Codling, E. A., Plank, M. J., & Benhamou, S. (2008). Random walk models in
biology. Journal of the Royal Society Interface, 5(25), 813-834.
https://doi.org/10.1098/rsif.2008.0014

Cover, T. M., & Thomas, J. A. (2006). Elements of Information Theory (2nd ed.).
Wiley.

Crits-Christoph, A., Keim, P., Li, D., Lu, J., Zhen, Q., Tabing, D., ... & Andersen,
K. G. (2024). Genetic tracing of market wildlife and viruses at the
epicenter of the COVID-19 pandemic. Cell, 187(19), 5468-5482.e11.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2024.08.026

Davies, J., & Davies, D. (2010). Origins and Evolution of Antibiotic Resistance.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 74(3), 417-433.

Dayhoff, M. O., Schwartz, R. M., & Orcutt, B. C. (1978). A model of evolutionary
change in proteins. In Atlas of protein sequence and structure (\Vol. 5, pp.
345-352). National Biomedical Research Foundation.

De Clercq, E. (2002). Strategies in the design of antiviral drugs. Nature Reviews Drug
Discovery, 1(1), 13-25. https://doi.org/10.1038/nrd703

Deng X, Garcia-Knight MA, Khalid MM, Servellita VV, Wang C, Morris MK,
Sotomayor-Gonzalez A, Glasner DR, Reyes KR, Gliwa AS, Reddy
NP, Sanchez San Martin C, Federman S, Cheng J, Balcerek J, Taylor
J, Streithorst JA, Miller S, Sreekumar B, Chen PY, Schulze-Gahmen
U, Taha TY, Hayashi JM, Simoneau CR, Kumar GR, McMahon S,
Lidsky PV, Xiao Y, Hemarajata P, Green NM, Espinosa A, Kath C,
Haw M, Bell J, Hacker JK, Hanson C, Wadford DA, Anaya C,
Ferguson D, Frankino PA, Shivram H, Lareau LF, Wyman SK, Ott
M, Andino R, Chiu CY. (2021). Transmission, infectivity, and
neutralization of a spike L452R SARS-CoV-2 variant. Cell. 2021 Jun
24;184(13):3426-3437.€8. doi: 10.1016/j.cell.2021.04.025. Epub 2021
Apr 20. PMID: 33991487; PMCID: PMC8057738.

Flores-Vega, V. R., Monroy-Molina, J. V., Jiménez-Hernandez, L. E., Torres, A.
G., Santos-Preciado, J. I., & Rosales-Reyes, R. (2022). SARS-CoV-2:
Evolution and Emergence of New Viral Variants. Viruses, 14(4), 653.
https://doi.org/10.3390/v14040653

Gonnet, G. H., Cohen, M. A., & Benner, S. A. (1992). Exhaustive matching of the
entire protein sequence database. Science, 256(5062), 1443-1445.

Grimmett, G., & Stirzaker, D. (2001). Probability and Random Processes (3rd ed.).
Oxford University Press.

90



Guruprasad, L., Naresh, G. K. R. S., & Boggarapu, G. (2023). Taking stock of the
mutations in human SARS-CoV-2 spike proteins: From early days to
nearly the end of COVID-19 pandemic. Current Research in Structural
Biology, 6, 100107. https://doi.org/10.1016/j.crstbi.2023.100107

Halawa EM, Fadel M, Al-Rabia MW, Behairy A, Nouh NA, Abdo M, Olga R,
Fericean L, Atwa AM, El-Nablaway M, Abdeen A. (2024). Antibiotic
action and resistance: updated review of mechanisms, spread,
influencing factors, and alternative approaches for combating resistance.
Front Pharmacol. 2024 Jan 12; 14:1305294. doi:
10.3389/fphar.2023.1305294. PMID: 38283841, PMCID:
PMC10820715.

Halawa, E. M., Fadel, M., Al-Rabia, M. W., Behairy, A., Nouh, N. A., Abdo, M.,
Olga, R., Fericean, L., Atwa, A. M., EI-Nablaway, M., & Abdeen, A.
(2024). Antibiotic action and resistance: Updated review of mechanisms,
spread, influencing factors, and alternative approaches for combating
resistance. Frontiers in Pharmacology, 14, 1305294.
https://doi.org/10.3389/fphar.2023.1305294

Haritha, P., Shanmugavadivu, P., & Dhamodharan, S. (2018). A comprehensive
review on protein sequence analysis techniques. International Journal of
Computer Sciences and Engineering, 6(7), 1-10.
https://www.ijcseonline.org

Harvey, W. T., Carabelli, A. M., Jackson, B., vd. (2021). SARS-CoV-2 variants,
spike mutations and immune escape. Nature Reviews Microbiology, 19,
409-424. https://doi.org/10.1038/s41579-021-00573-0

Harvey, W.T., Carabelli, A.M., Jackson, B. vd. (2021). SARS-CoV-2 variants,
spike mutations and immune escape. Nat Rev Microbiol 19, 409-424.
https://doi.org/10.1038/s41579-021-00573-0

Henikoff, S., & Henikoff, J. G. (1992). Amino acid substitution matrices from protein
blocks. Proceedings of the National Academy of Sciences, 89(22),
10915-10919. https://doi.org/10.1073/pnas.89.22.10915

Hoffmann, M., Kleine-Weber, H., Schroeder, S., Kriiger, N., Herrler, T.,
Erichsen, S., ... & Pohlmann, S. (2020). SARS-CoV-2 cell entry
depends on ACE2 and TMPRSS2 and is blocked by a clinically proven
protease inhibitor. Cell, 181(2), 271-280.€8.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.052

Ibrahim, R. (2021). Mutation: A review. ACE Research Journal of Microbiology and
Biotechnology, 1(3), 66—70. Retrieved from
https://www.researchgate.net/publication/353830498

Jangra S, Ye C, Rathnasinghe R, Stadlbauer D; (2021). Personalized Virology
Initiative study group; Krammer F, Simon V, Martinez-Sobrido L,
Garcia-Sastre A, Schotsaert M. SARS-CoV-2 spike E484K mutation
reduces antibody neutralisation. Lancet Microbe. 2021 Jul;2(7):e283-
e284. doi: 10.1016/S2666-5247(21)00068-9. Epub 2021 Apr 7. PMID:
33846703; PMCID: PMC8026167.

Jangra, M., Travin, D.Y., Aleksandrova, E.V.vd. A broad-spectrum lasso
peptide antibiotic targeting the bacterial ribosome. Nature (2025).
https://doi.org/10.1038/s41586-025-08723-7

Jones, D. T., Taylor, W. R., & Thornton, J. M. (1992). The rapid generation of
mutation data matrices from protein sequences. Bioinformatics, 8(3),
275-282.

91



Kausar, S., Khan, F. S., Mujeeb Ur Rehman, M. I., Akram, M., Riaz, M., Rasool,
G.,Khan, A. H., Saleem, I., Shamim, S., & Malik, A. (2021). A review:
Mechanism of action of antiviral drugs. International Journal of
Immunopathology and Pharmacology, 35, 1-12.
https://doi.org/10.1177/20587384211002621

Klassen, S. A., Senefeld, J. W., Johnson, P. W., Carter, R. E., Wiggins, C. C.,
Shoham, S., Grossman, B. J., Henderson, J. P., Musser, J., Salazar,
E., Hartman, W. R., Bouvier, N. M., Liu, S. T. H., Pirofski, L., Baker,
S. E., van Helmond, N., Wright, R. S., Fairweather, D., Bruno, K. A.,
... Joyner, M. J. (2021). The effect of convalescent plasma therapy on
mortality among patients with COVID-19: Systematic review and meta-
analysis.  Mayo  Clinic  Proceedings, 96(5), 1262-1275.
https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2021.02.008

Korber, B., Fischer, W. M., Gnanakaran, S., Yoon, H., Theiler, J., Abfalterer, W.,
Hengartner, N., Giorgi, E. E., Bhattacharya, T., Foley, B., Hastie, K.
M., Parker, M. D., Partridge, D. G., Evans, C. M., Freeman, T. M.,
de Silva, T. I., Angyal, A., Brown, R. L., Carrilero, L., Green, L. R.,
... Montefiori, D. C. (2020). Tracking changes in SARS-CoV-2 spike:
Evidence that D614G increases infectivity of the COVID-19 virus. Cell,
182(4), 812-827.e19. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.043

LaTourrette, K.; Garcia-Ruiz, (2022). H. Determinants of Virus Variation,
Evolution, and Host Adaptation. Pathogens 2022, 11, 10309.
https://doi.org/10.3390/ pathogens11091039

Lauring, A.S., Frydman, J., & Andino, R. (2013). The role of mutational robustness
in RNA virus evolution. Nature Reviews Microbiology, 11(5), 327-336.

Lu, R., Zhao, X., Li, J,, Niu, P., Yang, B., Wu, H., Wang, W., Song, H., Huang,
B., Zhu, N., Bi, Y., Ma, X., Zhan, F., Wang, L., Hu, T., Zhou, H., Hu,
Z., Zhou, W., Zhao, L., ... Tan, W. (2020). Genomic characterisation
and epidemiology of 2019 novel coronavirus: Implications for virus
origins and receptor binding. The Lancet, 395(10224), 565-574.
https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30251-8

Machova KlimeSova, M. (2021). Phylogenetic trees and other evolutionary diagrams
in biology textbooks and their importance in secondary science
education. Scientia in Educatione, 12(1), 16-36.
https://doi.org/10.14712/18047106.1923

MacKay, D. J. C. (2003). Information Theory, Inference, and Learning Algorithms.
Cambridge University Press.

Markov, P.V., Ghafari, M., Beer, M. vd. The evolution of SARS-CoV-2. Nat Rev
Microbiol 21, 361-379 (2023). https://doi.org/10.1038/s41579-023-
00878-2

Mathura, V. S., & Kangueane, P. (2009). Bioinformatics: A concept-based
introduction. Springer. doi:10.1007/978-0-387-84870-9

Mingaleeva, R.N., Nigmatulina, N.A., Sharafetdinova, L.M. vd. (2022). Biology of
the SARS-CoV-2 Coronavirus. Biochemistry Moscow 87, 1662-1678.
https://doi.org/10.1134/S0006297922120215

Minkoff, J.M., tenOever, B. Innate immune evasion strategies of SARS-CoV-2.
Nat Rev Microbiol 21, 178-194 (2023). https://doi.org/10.1038/s41579-
022-00839-1

Mushebenge, A. G.-A., Ugbaja, S. C., Mbatha, N. A., Khan, R. B., & Kumalo, H.
M. (2023). A Comprehensive Analysis of Structural and Functional

92



Changes Induced by SARS-CoV-2 Spike Protein Mutations. COVID,
3(9), 1454-1472. https://doi.org/10.3390/covid3090100

Nagvi, A. A. T., Fatima, K., Mohammad, T., Fatima, U., Singh, I. K, Singh, A,
Atif, S. M., Hariprasad, G., Hasan, G. M., & Hassan, M. I. (2020).
Insights into SARS-CoV-2 genome, structure, evolution, pathogenesis
and therapies: Structural genomics approach. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, 1866(10), 165878.
https://doi.org/10.1016/j.bbadis.2020.165878

Niknam, Z., Jafari, A., Golchin, A., Danesh Pouya, F., Nemati, M., Rezaei-
Tavirani, M., & Rasmi, Y. (2022). Potential therapeutic options for
COVID-19: An update on current evidence. European Journal of Medical
Research, 27(1), 6. https://doi.org/10.1186/s40001-021-00626-3

Norris, J. R. (1998). Markov Chains. Cambridge University Press.

Okada, P., Buathong, R., Phuygun, S., Thanadachakul, T., Parnmen, S.,
Wongboot, W., Waicharoen, S., Wacharapluesadee, S.,
Uttayamakul, S., Vachiraphan, A., Chittaganpitch, M., Mekha, N.,
Janejai, N., lamsirithaworn, S., Lee, R. T. C., & Maurer-Stroh, S.
(2020). Early transmission patterns of coronavirus disease 2019
(COVID-19) in travellers from Wuhan to Thailand, January 2020.
Eurosurveillance, 25(8), 2000097. https://doi.org/10.2807/1560-
7917.ES.2020.25.8.2000097

Payne, S. (2017). Virus evolution and genetics. Viruses, 81-86.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803109-4.00008-8

Phan, T., Zitzmann, C., Chew, K. W., Smith, D. M., Daar, E. S., Wohl, D. A,,
Eron, J. J.,, Currier, J. S., Hughes, M. D., Choudhary, M. C., Deo, R.,
Li, J. Z., Ribeiro, R. M., Ke, R., Perelson, A. S., & ACTIV-2/A5401
Study Team. (2024). Modeling the emergence of viral resistance for
SARS-CoV-2 during treatment with an anti-spike monoclonal antibody.
PLoS Pathogens, 20(4), e1011680.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1011680

Saberiyan, M., Karimi, E., Khademi, Z., vd. (2022). SARS-CoV-2: Phenotype,
genotype, and characterization of different variants. Cellular and
Molecular Biology Letters, 27, 50. https://doi.org/10.1186/s11658-022-
00352-6

Saparov, A., & Zech, M. (2025). Big data and transformative bioinformatics in
genomic diagnostics and beyond. Parkinsonism & Related Disorders,
134, 107311. https://doi.org/10.1016/j.parkreldis.2025.107311

Shah, M., & Woo, H. G. (2022). Omicron: A heavily mutated SARS-CoV-2 variant
exhibits stronger binding to ACE2 and potently escapes approved
COVID-19 therapeutic antibodies. Frontiers in Immunology, 12, 830527.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.830527

Shang, J., Ye, G., Shi, K., Wan, Y., Luo, C., Aihara, H., ... & Li, F. (2020).
Structural basis of receptor recognition by SARS-CoV-2. Nature,
581(7807), 221-224. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2179-y

Shannon, C. E., & Weaver, W. (1949). The mathematical theory of communication.
University of Illinois Press.

Sievers, F., Wilm, A., Dineen, D. G., Gibson, T. J., Karplus, K., Li, W., Lopez, R.,
McWilliam, H., Remmert, M., Soding, J., Thompson, J. D., &
Higgins, D. G. (2011). Fast, scalable generation of high-quality protein

93



multiple sequence alignments using Clustal Omega. Molecular Systems
Biology, 7, 539. https://doi.org/10.1038/msb.2011.75

Smaoui, M.R., Yahyaoui, H. (2021). Unraveling the stability landscape of mutations
in the SARS-CoV-2 receptor-binding domain. Sci Rep 11, 9166
https://doi.org/10.1038/s41598-021-88696-5

Smith, J., & Doe, J. (2021). Mutation: A review. ResearchGate. Retrieved from
https://www.researchgate.net/publication/353830498 Mutation_A_Rev
iew

Starr, T. N., Greaney, A. J., Hilton, S. K., Ellis, D., Crawford, K. H. D., Dingens,
A. S., Navarro, M. J., Bowen, J. E., Tortorici, M. A., Walls, A. C.,
King, N. P., Veesler, D., & Bloom, J. D. (2020). Deep Mutational
Scanning of SARS-CoV-2 Receptor Binding Domain Reveals
Constraints on Folding and ACE2 Binding. Cell, 182(5), 1295-1310.e20.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.08.012

Strasfeld, L., & Chou, S. (2010). Antiviral drug resistance: Mechanisms and clinical
implications. Infectious Disease Clinics of North America, 24(2), 413—
437. https://doi.org/10.1016/j.idc.2010.01.001

Tao, K., Tzou, P. L., Nouhin, J., vd. (2021). The biological and clinical significance
of emerging SARS-CoV-2 variants. Nature Reviews Genetics, 22, 757—
773. https://doi.org/10.1038/s41576-021-00408-x

Valdar, W. S. J. (2002). Scoring residue conservation. Proteins: Structure, Function,
and Genetics, 48(2), 227-241.

Wang, L., Li, X., Zhang, H., Wang, J., Jiang, D., Xue, Z., & Wang, Y. (2025). A
comprehensive review of protein language models. arXiv.
https://doi.org/10.48550/arXiv.2502.06881

Wang, S., Xu, X., Wei, C., Li, S., Zhao, J., Zheng, Y., Liu, X., Zeng, X., Yuan, W.,
& Peng, S. (2021). Molecular evolutionary characteristics of SARS-
CoV-2 emerging in the United States. Journal of Medical Virology,
93(12), 6736-6748. https://doi.org/10.1002/jmv.27331

Waterhouse, A. M., Procter, J. B., Martin, D. M. A., Clamp, M., & Barton, G. J.
(2009). Jalview Version 2—A multiple sequence alignment editor and
analysis workbench. Bioinformatics, 25(9), 1189-1191.
https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp033

Waterhouse, A.M., Procter, J.B., Martin, D.M.A, Clamp, M. and Barton, G. J.
(2009) "Jalview Version 2 - a multiple sequence alignment editor and
analysis workbench™

Wei, C., Shan, K. J., Wang, W., Zhang, S., Huan, Q., & Qian, W. (2021). Evidence
for a mouse origin of the SARS-CoV-2 Omicron variant. Journal of
Genetics and Genomics, 48(12), 1111-1121.
https://doi.org/10.1016/j.jgg.2021.12.003

Weiss, G. H. (1994). Aspects and Applications of the Random Walk. North-Holland.

Xu, Y., Xu, D., & Liang, J. (Ed.). (2007). Computational Methods for Protein
Structure Prediction and Modeling Volume 1: Basic Characterization.
Springer.

Zhang, J., Cai, Y., Lavine, C. L., Peng, H., Zhu, H., Anand, K., Tong, P., Gautam,
A., Mayer, M. L., Rits-Volloch, S., Wang, S., Sliz, P., Wesemann, D.
R., Yang, W., Seaman, M. S., Lu, J., Xiao, T., & Chen, B. (2022).
Structural and functional impact by SARS-CoV-2 Omicron spike
mutations. Cell Reports, 39(4), 110729.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2022.110729.

94



Zhao Z, Xie Y, Bai B, Luo C, Zhou J, LiW, Meng Y, Li L, Li D, Li X, Li X, Wang
X, Sun J, Xu Z, Sun Y, Zhang W, Fan Z, Zhao X, Wu L, Ma J, Li
OY, Shang G, Chai Y, Liu K, Wang P, Gao GF, Qi J. (2023) Structural
basis for receptor binding and broader interspecies receptor recognition
of currently circulating Omicron sub-variants. Nat Commun. 2023 Jul
21;14(1):4405. doi: 10.1038/s41467-023-39942-z. PMID: 37479708;
PMCID: PMC10362042.
Zhou, D., Dejnirattisai, W., Supasa, P., Liu, C., Mentzer, A. J., Ginn,H. M., ... &
Screaton, G. R. (2021). Evidence of escape of SARS-CoV-2 variant
B.1.351 from natural and vaccine-induced sera. Cell, 184(9), 2348-
2361.e6. https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.02.037
Url-1 genome.gov alindig tarih: 07.03.2025
Url-2  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ alindig tarih: 01.01.2025
Url-3  http://www.kbdna.com/publishinglab/struc-bio alindig: tarih: 07.03.2023
Url-4  https://www.who.int/ alindig: tarih: 01.01.2025
Url-5 http://www.sinobiological.com/research/virus/sars-cov-2-spike-
mutation#SARS-CoV-2 alindigi tarih: 07.03.2025)
Url-6  http://www.antibodies-online.com/areas/infectious-disease/covid-19/sars-
cov-2-mutations-tracker/ alindigi tarih: 07.05.2024
Url-7  https://microbenotes.com/protein-databases-types-and-importance/  alindigi
tarih: 01.01.2025
Url-8  http://www.gisaid.org/ alindig: tarih: 01.01.2023
Url-9 http://www.clustal.org/omega/ alindigi tarih: 29.03.2025

95


file:///C:/Users/USER/Downloads/genome.gov
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.kbdna.com/publishinglab/struc-bio
https://www.who.int/
http://www.sinobiological.com/research/virus/sars-cov-2-spike-mutation#SARS-CoV-2
http://www.sinobiological.com/research/virus/sars-cov-2-spike-mutation#SARS-CoV-2
http://www.antibodies-online.com/areas/infectious-disease/covid-19/sars-cov-2-mutations-tracker/
http://www.antibodies-online.com/areas/infectious-disease/covid-19/sars-cov-2-mutations-tracker/
https://microbenotes.com/protein-databases-types-and-importance/
http://www.gisaid.org/
http://www.clustal.org/omega/
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Cizelge Ek 1: PAM120 matrisi.
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Cizelge Ek 2: BLOSUMG62 matrisi.
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Cizelge Ek 3: GONNET matrisi.

A R N D C Q E G H | L K M F P s T W Y VvV B Zz
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-03 03 38 22 -18 07 09 04 12 -28 -3 08 -22 -31 -09 09 05 -36 -14 -22 3 08
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-23 -32 -31 45 -08 -26 -39 52 -01 1 2 -33 16 7 -38 -28 -22 36 51 01 -38 -3.25
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-36 -16 -36 -52 -1 -27 43 -4 -08 -18 -07 -35 -1 36 -5 -33 -35 142 41 -26 -44 -35
-22 -18 -14 -28 -05 -1.7 27 -4 22 07 0O -21 -02 51 -31 -19 -19 41 78 -11 -21 -22
61 -2 -22 29 0 -15 -19 33 -2 31 18 -17 16 01 -18 -1 0 -26 -1.1 34 -255 -17
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Cizelge Ek 4: PET91 matrisi.
ARNDCQEGHILKMFPSTWYVBZX -
10 0

A 2-19090-1-1-11-2290-1-1-1-311 2 -4 -3 -1 -5
R -1590-1-12 0902 -3-34-244-1-1-1250 -2 -3-051 -15
NoO0Oo032-1011901-2-3119-=23+-21112-5+-1-22505-1-5
bo-125==31410 -3 -40-35-220-15 -2 -23525-15
c-1-1-1-31-3+4-190-233-=2250-212-11 2 -2 -2-35-2 5
Q-1 201 35 212 3-22-2-40-1-1-3-2 -30535-1 -5
E 1 0 1 4 4250034135 -2:-1+-15 -4 -22535-1-5
G1o0©01-1-1905-234-1335+-11-1-2 -4 -205-05-1-5
H-221o0o0 290 296 -3-21-22500-1-1-3 4 3051 -1 -5
l 0 323 -2 -3-3-3-34 2 3350 -2-11-4-2 4-25-3-15
L 133 43 -2 44225332 0-2-1-2:-122-13-3-15
K-14190-3211-11-3-35-2+5-2-1-1-3 -3 -30515-1 -5
M-1-2-23-2 -2 3323326 0-2-120 -3 -2 2-25-25-1 -5
F 3 43 50 45500 2 50 8 -3-2-2-15 0 -4-45-1-5
p1-1-1-2-2900-2-190-220-2-2-3%5611 -4-3-1-15-1 -2 5
s 1-119011-1-111-1-1-=2=-21-1-=2121-3-1-105-120 -5
T 11 -1-1-1-1-1-11-1-120-211 2 4300 -1 0 -5
wW-490 551 -35-2-34-2-33-1-4-3 41520 -3 -5 425
Yy 3 -2 -1-2 2 -2 4 44 -2 -1-3-25-3-1-3250 9 -3-15-3 -1 -5
v 13 -2 -2 -2 -3-2 -2 34 2 32501120 -3 -3 4 -2-25-15
B 0 -052535 -2 052505 05-25-3505-25 -4 -1505 0 -5-15-2 3515 -1 -5
Z -1 1 0525-353535-051 -3 -3 15-25-45-1 -1 -1 -4 -3-251535 -1 -5
Xxo6-1-1-1-2-1-1-1-1-1-1-1-1+-1-229020-2-1-1:-1-1-1-5
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EK 2

Cizelge Ek 5: Amino asit tablosu.

A | Alanin Ala | M | Metiyonin Met
R | Arjinin Arg | F | Fenilalanin Phe
N | Asparajin Asn | P | Prolin Pro
D | Aspartik Asit Asp | S | Serin Ser
C | Sistein Cys | T | Treonin Thr
Q | Glutamin GIln | W | Triptofan Trp
E | Glutamik Asit | Glu | Y | Tirozin Tyr
G | Glisin Gly | V | Valin Val
H | Histidin His | B | Asparajin ya da Aspartik Asit

| | Izoldsin lle | Z | Glutamin ya da Glutamik Asit

L | Losin Leu | X | Tespit Edilemeyen

K | Lizin Lys | - | Bosluk
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