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Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Ersin Emre Oren
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Tarih boyunca viriisler ve bakteriler diinyada bir¢ok insanin yasamini yitirmesine
sebep olmustur. Penisilinin bulunmasi ve sonrasinda gelistirilen antibiyotik ve
antiviral ilaclar ile 6limler biylk oranda azaltilabilmistir. Ancak, 1960’11 yillardan
itibaren bazi virlis ve bakterilerin ilaglara kars1 direng gosterdikleri gézlenmektedir.
Bu viriislere ve bakterilere kars1 ilaglarin etkinligi azalmakta hatta bazi ilaglar hig etki
gosterememektedir. Bir ilag tasarimi ve {iretimi i¢in uzun bir siireye ihtiya¢ vardir ve
bu siire igerisinde degisime ugramis virlislere karsi onlem alinmasi zor olmaktadir. Bu
nedenle virGslerin evrimsel sureclerinin anlasilmasi, ileride karsilasilabilecek tehlikeli
(ilaglardan etkilenmeyen) viriislere karst dnlem almak biiyiik bir 6nem tagimaktadir.
Viriislerin evrimsel degisimi genetik materyallerinde gergeklesen mutasyonlar yani
degisimlerle meydana gelmektedir. Genetik materyalde (DNA ya da RNA)
gerceklesen mutasyonlar, proteinlerin yapilarinda degisiklige sebep olabilmektedir.
Proteinlerin amino asit dizilimlerindeki degisiklikleri tanimlamak i¢in olusturulmus

skorlama fonksiyonlar1 vardir. Bu tezde farkli skorlama fonksiyonlar1 biyolojik ve
\Y%



matematiksel Ozellikleri ile birlikte agiklanmakta ve birbirleri arasindaki iliskiler
yorumlanmaktadir. Bu bilgiden yararlanarak evrimsel siiregte olusabilecek olasi
sekanslarin tahmin yontemlerinden bahsedilmektedir. Ornek olay incelemesi olarak
bircok 6lime sebep olan domuz gribi viriisi HIN1 kullanilmaktadir. Ileride
olusabilecek protein sekanslarini/yapilarini tahmin etmek, antiviral ilaglara karsi
diren¢ mekanizmalarini anlamak ve yeni ilag tasarlamak i¢in yol gosterecektir.

Anahtar Kelimeler: Protein sekans analizi, Skorlama fonksiyonu, Mutasyon haritast,
NoOraminidaz



ABSTRACT

Master of Science
CALCULATION OF PROTEIN MUTABILITY LANDSCAPE AND THEREON
FORECASTING EVOLUTIONARY PATHWAYS: NEURAMINIDASE OF HIN1
VIRUS AS A CASE STUDY
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Viruses and bacteria have been among the most harmful agents for human health in
history. Many lives have been saved with the discovery of antibiotics and antiviral
drugs. However, the rapid emergence of resistant strains became an ever-increasing
health concern since the 1960s. These resistant strains are capable of inactivating the
drug efficacy and survive in infected cells successfully.

Therefore, it is very important to analyze evolutionary pathways of viruses and
understand their susceptibility and robustness to mutation with generating mutability
landscape. Thus, predicting future mutant strains with the help of mutability
probabilities is a potential to discover new drug candidates before emerging as a threat
for humans. Despite decades of research, forecasting evolutionary pathways remains
extremely challenging due to lack of both available data and appropriate methods. So
far, amino acid frequency and substitution matrixes are the most widely used
parameters in calculation of protein mutability. Here, we developed a model to predict
the strains that may appraise in the future. The swine flu HIN1, caused many deaths,
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is used as a case study. We generated the mutability landscape for neuraminidase
protein in swine flu according to our mutability probabilities. Thus, we addressed the
location of conserved and non-conserved residues in neuraminidase. With using amino
asid frequencies, mutability landscape and mutation rate of neuraminidase, we have
forecast the sequences. This prediction model may lead to obtain more accurate

prediction in the future and allow us to design novel drugs in advance.

Keywords: Protein sequence analysis, Scoring function, Mutability landscape,
Neuraminidase
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1. GIRIS

Viriisler canli hiicrelerde g¢ogalabilen ve enfeksiyona neden olabilen ajanlardir.
Salginlara ve oliimlere sebebiyet veren viriislere karst onlem alinmasi i¢in birgok
asilama ve ilag tedavi yontemleri gelistirilmistir. Viriisler de, diger tiim canlilar gibi
evrimsel siirecte degisimlere/mutasyonlara ugrayarak yapisal ve fonksiyonel olarak
farkliliklar gostermektedirler. Bu mutasyonlar, viriisiin yasam dongiisii i¢in zararli,
notr veya faydali olabilmektedir. Viriis i¢in faydali olan baz1 mutasyonlar, viriise kars1
gelistirilmis ilaclarin etki ettikleri bolgelerin yapisal degisimine neden olarak ilaglarin
etki mekanizmalarin1 azaltabilmekte, hatta tamamen yok edebilmektedir. Bu da
virislerin antiviral ilaglara karsi diren¢ kazanmasma sebep olmaktadir. Var olan
antiviral ilaglara direng kazanan bu virusler ile miicadele edilebilmesi icin yeni ilaglara
ve tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni ilaclarin gelistirilebilmesi i¢in ise,
viriisiin ilag hedef bélgelerinin molekiiler yapisinin bilinmesi gerekmektedir. Ilag
gelistirme ve tiretim silire¢lerinin ¢ok uzun ve pahali olmasi ise viriislere kars1 genelde
reaktif tepki vermemize neden olmaktadir. Reaktif tepkiden proaktif tepkiye
gecebilmemiz viriislerin evrimsel degisim mekanizmalarinin anlagilabilmesine
baglidir. Bu mekanizmalarin anlasilmasi ile gelecekte ne tir mutasyonlar ile
karsilasilabilecegi, bu mutasyonlarin ne tiir yapisal degisimlere neden olabilecegi ve
bu degisimlerin var olan ilaglara kars: viriislere bir {istiinlilk saglayip saglamayacagi
onceden belirlenebilecektir. Antiviral dirence sahip viriisleri daha ortaya ¢ikmadan
tahmin edebilmek ise proaktif bir sekilde yeni ilag ve tedavi yoOntemleri

gelistirilebilmesi i¢in ¢cok degerli olan zaman1 kazanmamizi saglayacaktir.

1.1 Tezin Amaci

Virislere ait genetik materyaller (DNA ya da RNA) ve tasidiklar1 protein bilgileri
gelisen sekanslama (Sanger Yontemi, Yiiksek Verimli Siralama (HTS)) ve yap1 analizi
(NMR, XRD ve kriyo elektron mikroskopisi) teknikleri sayesinde elde edilebilmekte

ve bu veriler biyolojik veri bankalarinda depolanarak arastirmacilarin erisimine
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sunulmaktadir. Bu tez kapsaminda, HIN1 influenza A virtstnln bir yiizey proteini
olan NoOraminidaz (NA) proteinine ait veri bankalarinda bulunan protein sekans
bilgileri kullanilarak Oncelikle aminoasitlerin mutasyona ugrama olasiliklarinin
hesaplanmas1 ve daha sonra da gelecekte ne tiir mutasyonlar ile karsilasilacaginin
tahmin edilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in pozisyona bagli skorlama fonksiyonlari
gelistirilerek mevcut metotlarla karsilastirilmis ve aralarindaki iliskiler ¢ikarilmus,
daha sonra da bu fonksiyon sonuglar1 ve deneysel olarak hesaplanmis mutasyon hizlari
kullanilarak ileride olusabilecek evrimsel degisimler sonucu karsilasabilece§imiz NA

proteinleri tahmin edilmistir.

1.2 Literatlr Arastirmasi

1.2.1 Biyoenformatik ¢alisma alani — Biyolojik veri inceleme

Bilgi teknolojilerinin hizli gelisimi ile birlikte birgok farkli alanda multidisipliner
aragtirmalar ve caligmalar yapilmaktadir. Biyoenformatik alani1 da bilgisayar bilimi,
istatistik ve matematik ana bilim dallarindan yararlanarak biyolojik verilerin
incelemesini ve arastirmasini yapan bilim dalidir (Keith, 2008). Biyolojik alandaki
caligmalarin artmasi ile deneyler sonucu elde edilen verilerin boyutu Ustel olarak
artmaktadir. Ozellikle genomiks ve proteomiks alaninda yapilan calismalarn
incelenmesi igin bilgisayar tabanli metotlara ve algoritmalara ihtiyag¢ vardir (Mathura
& Kangueane, 2009).

Genomiks, organizmalarin tiim genom bilgilerinin incelendigi; proteomiks ise
proteinlerin genis ¢apli incelendigi bir ¢alisma alanidir. Bir proteom, bir organizmada
veya biyolojik sistemde Uretilen bir dizi proteindir. 1970-1980’lerde Fred Sanger’in
grubu dizileme, genom haritalama, veri depolama ve biyoenformatik analiz
tekniklerini gelistirmiglerdir. Bu c¢aligmalar, 1990’lardaki insan genom projesinin
yolunu agmuistir. 2003 yilinda tiim insan genom dizisinin yaymlanmasiyla birlikte yeni
nesil sekans teknolojilerinin gelismesine olanak saglamistir. Dahasi, biyoenformatik
alanindaki gelismeler, ylizlerce yasam bilimi veri tabanini1 ve bilimsel arastirmaya
destek saglayan projeleri hayata ge¢irmistir (Url-1). Bu veri tabanlarinda saklanan ve
organize edilen bilgiler yardimiyla hastaliklara kars1 kisisel tedavi ve gelismis ilag
hedeflerinin kesfi gibi dnemli konular arastirilabilmekte, var olan baska sistemlerle

karsilastirilabilmekte ve analiz edilebilmektedir.
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1.2.2 Genetik kod (DNA ve RNA)

Deoksiribonikleik asit (DNA), ribontkleik asit (RNA), protein, karbonhidrat ve
lipitler hiicrenin temel yapi taglarin1 olusturur. Hiicresel seviyede birgok prosesin
gerceklesmesinde rol alirlar. DNA ve bazi virtislerde RNA hicrenin genetik bilgisini
tasir. DNA ve RNA’lar nukleotit olarak adlandirilan blok yapilardan olusur. Belli grup
nlkleik asitler genleri ifade eder. Genetik bilgi, merkezi dogma adi verilen bir siiregle
proteinlere aktarilir. ilk olarak transkripsiyon evresiyle DNA, mesajc1 RNA'yi
(mRNA) olusturur. Daha sonra mRNA’dan amino asit ve protein sentezi gerceklesir,

bu evre translasyon olarak adlandirilir (Sekil 1.1).

DNA Protein

Sekil 1.1: Merkezi dogma. 1: Transkripsiyon, 2: Translasyon.

Protein sentezi prosesinde, mRNA’nin kodon adi verilen nikleotit UGclileri,
proteinlerin polipeptit zincirini olugturan 20-sembol amino asit koduna donistiiriir. Bir
amino asit birden fazla kodon tarafindan sentezlenebilir. Ornegin, Glutamik asit amino
asidi, GAA ya da GAG kodonlar tarafindan olusturulabilir. Bu siregte (merkezi
dogma), cevresel faktorlerin etkisiyle hiicre mutasyonlara ya da modifikasyonlara
ugrayabilir. Bu durumda hiicre ¢evresine ya adapte olur ya da dogal seleksiyon ile

elenir. Kisacasi organizmalar bu sekilde evrimlesirler (Mathura & Kangueane, 2009).

1.2.3 Protein yapi ve fonksiyonu

Proteinler, hiicre igerisinde en ¢ok ¢esitlilige sahip makro molekiillerdir. Bir hiicrenin
calisma mekanizmasinin  anlasilmasi  i¢in  proteinlerin  gerceklestirdikleri
fonksiyonlarin anlasilmasi gerekir. Kataliz, tasima, molekiill depolama, mekanik
destek, hiicre boliinmesi ve bagisiklik gibi 6nemli hiicre olaylarin1 gergeklestirirler

(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002).



Protein yapilart G¢ deneysel teknik ile elde edilir: X-i1gin1 kristalografisi, niikleer
manyetik rezonans (NMR) ve kriyo elektron mikroskobu (kryo-EM). X-1simi
kristalografisinde, X 1s1n1 protein yapisina gore farkli yonlerde kirinima ugrar ve bu
sekilde protein molekiiliiniin kristal yapisi ¢ikarilir. NMR teknigi, ¢ozelti i¢indeki
molekilin manyetik alan icerisinde titresim hareketlerini 6lgmeye dayanir. Kriyo
elektron mikroskobu ise diger yontemlere gore daha detayli sonuglar verir. Kucik
dalga boyuna sahip elektronlar ile gorintiileme yapan bu mikroskop kompleks
biyolojik yapilari siv1 i¢erisinde gorintuleyebilmektedir.

Primer protein yapisi, aminoasit dizilimi ya da protein sekansi olarak tanimlanir. Bir
protein sekansi en fazla 20 farkli aminoasit icerebilir. Protein sekans uzunlugu
proteinlere gore farklilik gostermektedir. Ornegin; aktif proteinlerin uzunlugu 50
amino asit uzunlugundan fazla olmaktadir. Primer protein yapisi U¢ boyutlu protein
yapist hakkinda tek basina bir bilgi verememektedir. Protein katlanmalari, U¢ boyutlu
protein yapilar1 hakkinda bilgi veren bir yaklasimdir. Bir proteinin primer sekansinda
gerceklesen degisiklikler proteinin i boyutlu yapisini etkilemeyebilir ¢linkii
aminoasitler fizikokimyasal 6zelliklerine gore gruplara ayrilirlar ve birbirlerinin
yerine gecmeleri, bazi1 durumlarda ii¢ boyutlu yapi tlizerinde bir degisiklige sebep
olmaz. Ancak protein yapis1 bir degisiklige ugrarsa, protein gergeklestirmesi gereken
fonksiyonu yerine getiremeyebilir. Boyle durumlarda hiicre icerisinde protein
agregasyonlart ya da yanlis protein katlanmalar1 gorilebilir. Bunlara 6rnek olarak
Alzheimer hastaligi, Creutzfeldt-Jakob hastaligi, Huntington hastaligi, Tip II diyabet
ve Parkinson hastaligi vs. verilebilir. Bu nedenle protein yapi1 ve fonksiyonu arasindaki
iligkiyi anlamak ¢ok biiyiik bir dnem tasimaktadir. Yukarida verilen hastaliklara
¢oziim bulabilmek igin bilgisayar tabanli ¢alismalara ihtiyag vardir. Genomik dizi
analizine benzer olarak, protein yapilarinin biyoenformatik calismalar1 da, proteinlerin
katlanmasi, evrimi ve islevi, protein-ligand ve protein-protein etkilesimlerinin dogasi
ve mekanizmalar1 gibi konularin anlasilmasi ig¢in bir yon gostermektedir. Bu tiir
caligmalarin basarisi sadece bilimde degil tiim toplumda hastaliklarin molekdler
seviyedeki etkilesimleri hakkinda bilgi saglamasi, yeni, etkili terapétik ajanlar ve
tedavi rejimleri gelistirilmesi adina ¢ok biiyiik bir neme sahiptir (Y. Xu, Xu, & Liang,
2007).



1.2.4 Antibiyotik ve antiviral ilaclarin kesfi ve tasarimm

Mikroorganizmalar konak hucreyi enfekte ederek hastaliklara, hatta 6limlere sebep
olurlar. Bulasici hastaliklardan sitma ve tiiberkiiloz, insanlik tarihinde tiim savaslardan
daha fazla 6liime sebep olmustur. 50-100 milyon insan 1918 influenza (ispanyol gribi)
salgin1 yliziinden hayatin1 kaybetmistir (Knobler, Mack, Mahmoud, & Lemon,
2005);(Klebe, 2013).

Tedavi amacli olarak 1940’l1 yillarda Alexander Fleming tarafindan kesfedilen
penisilin ilk antibiyotik olarak kullanilmistir (Davies & Davies, 2010). 1960’11 yillarda
ise herpes simpleks (uguk hastalig1) viriisiine karsi tretilen idoxuridine ilacinin
kullanimi ile antiviral terapi baslamistir (de Clercq, 2012).

Ilaglar hastaya ulasmadan 6nce etkin ve givenilir olup olmadiklar1 denetlenmelidir.
Bu denetimler belli kurumlarca yapilmaktadir. Amerika’da ABD Gida ve lag idaresi
(The U.S. Food and Drug Administration FDA) (Url-4), iilkemizde ise Turkiye ilag ve
Tibbi Cihaz Kurumu (Url-5) tarafindan ilaglar denetlenmektedir. 1940 ile 1960'arin
ortalarina kadar yeni antibiyotikler ve diger antibakteriyel ajanlar kesfinde hizl
ilerlemeler kaydedilmistir. Bununla birlikte, antibiyotik ¢aginin en erken déoneminden
bile, ilaca direncli bakteriler ortaya ¢ikmaya baglamistir. Antiviral ilaglara kars1 direng
ise 1980’lerde rapor edilmeye baslamistir (Bolken & Hruby, 2008). Antibiyotiklerin
ve antiviral ilaglarin kesfi ve tarihi gelisim akig1 Sekil 1.2°de goriilmektedir. Bir ilag,
ilag tasarimi ve gelisimi, klinik Oncesi ¢alismalar, klinik ¢alismalar ve tedavi onay1
gibi sathalardan gecerek kullaniciya ulagsmaktadir. Bir ilag tiretim siireci yaklasik 10
yili bulmaktadir (Url-6). Bu nedenle antibiyotik ve antiviral ilaglarin etkisiz hale
gelmesiyle, diren¢ mekanizmalarinin anlasilmasi insan saglhigi igin buyik bir dnem

tagimaktadir.

Penisilinin Antibiyotik Antiviral Grip Viriisii

Kesfi Direnci Direc Direnci
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010
Antiviral HIV Terapisi Yeni Antiviral
Terapi ve Gelisimi Ilac Tasarmm

Sekil 1.2: Antibiyotiklerin ve antiviral ilaglarin kesfi ve tarihi gelisim akisi.
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1.2.5 Viris evrimi

1970’lerden beri gen siralama ve protein yapilarinin belirlenmesi i¢in gelistirilen
yontemler, evrim calismalar1 6zellikle de virlis evriminin incelenmesi igin gerekli
metotlarin gelistirilebilmesini saglamistir. Viriislerin evrimi, giinliik hayatimizin ve
tiim diger canli organizmalarin yasamlar i¢in énemli sonuglara sahiptir. influenza,
ucuk, AIDS, hemorajik ates ve diger birgok viral hastaliklar1 anlamak ve kontrol
etmek, 6zellikle molekiiler diizeyde viral evrimi anlamamiza baglidir (Gibbs, Calisher,
& Garcia-Arenal, 1996).

Viral gen sekanslari, virlisler arasindaki yakinlik iliskisi hakkinda bilgi verir.
Viriislerin tasidiklart gen materyali DNA ya da RNA olabilir ve viral genom tzerinde
mutasyonlar rastsal sekilde gergeklesir. Mutasyon hizi, viral evrimi anlamak icin kritik
bir parametredir. Cift iplikli DNA’ya sahip viriisler bir bp (base pair) iiretimi basina
105-10® mutasyon hizina sahipken, RNA tasiyan viriislerde bu deger 104-10%"dr.
Bunun en temel sebeplerinden biri RNA virGsleri replike olurken RNA polimeraz
enzimi diizeltme okumasi (proofreading) 6zelligine sahip degildir (Lauring, Frydman,
& Andino, 2013). Sonug olarak, RNA viriis popiilasyonlari son derece yiiksek genetik
degiskenlige sahiptir. Bu mutasyonlarin bir kismui viriisiin kendisi i¢in zararl etkilere
sahip olabilir ve virtsun elenmesine sebep olabilir. Bu nedenle, bu zararl
mutasyonlara sahip virlisler zamanla ortadan kalkar ve bu mutasyonlar, kabul
edilmeyen mutasyonlar olarak adlandirilir. Kabul edilen mutasyonlar ise virsin
kendisi i¢in faydali olanlar1 ifade etmektedir. Baska bir deyisle, viriisler kabul gormiis
mutasyonlarla ¢evrelerine daha dayanikli ve direngli olabilecek bazi 6zellikler
kazanabilir. Genel olarak bu viriisler iki sekilde degisime ugrarlar. Genetik
srliklenme (genetic drift), virlis ¢ogaldik¢a zaman iginde siirekli olarak meydana
gelen viruslerin genlerindeki kiiciik degisikliklerdir. Bu kiigiik genetik degisiklikler
genellikle birbiriyle yakindan iliskili olan viriisler iretir. Genetik kayma (genetic
shift), virlislerde ani, biiyiik bir degisiklik olup, virtisiin yeni bir alt tipine sahip bir
viriisiin veya yeni bir virlisiin olugmasiyla sonuglanir (Petrova & Russell, 2018).
Viruslerin mutasyona ugrama kapasitesindeki gorece yiikseklik, degisen ortamlara
hizla adapte olmalarina ve bdylece, viriislerin ilag direnci olusturmasina neden olur.
Konak araligi, bulasma veya patojenite gibi parametreler degisiklige ugrar (Plant &
Ye, 2013). Bu durum RNA viriisleri i¢in daha hizli bir sekilde gergeklesir. Bu



mutasyonlarin bir sonucu olarak halihazirda gelistirilmis olan antiviral ilaglar

hastaliklarin tedavisi i¢in yetersiz kalmaktadir (Combe & Sanjuén, 2014).

1.2.6 influenza (Grip) viriisii

Grip viriisii olarak bildigimiz influenza viriisii yiiksek bulasicilik ve 6liim oranlariyla
sonuclanabilecek salginlara neden olmaktadir. Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezleri’ne (Centers for Disease Control and Prevention (CDC)) gore her y1l diinya
capmnda 291,000-646,000 kisi gripten dolayr hayatim1 kaybetmektedir (Url-8).
Influenza viriisii, 1918, 1957, 1968 ve 2009 yillarinda pandemilere sebep olarak diinya
capinda biliylik kayiplara sebep olmustur. Sekil 1.3’de pandemik siirecler
gorulmektedir. 1918-1919 arasinda goriilen pandemik, influenza A/H1N1 virtisiinden
kaynaklanmig ve ABD'de 500.000'den fazla kisi hayatin1 kaybetmistir ve dinya
capinda bu kayip tahmini 50-100 milyondur. 1957-1958 yillarinda Asya grip salgini
sirasinda, influenza A/H2N2 viriisu, ABD'de yaklasik 70.000 6liime ve dlinya ¢apinda
yaklagik 2 milyon kisinin 6limiine sebep olmustur. 1968-1969 yillarinda, influenza
A/H3N2 virusinin neden oldugu Hong Kong grip salgini, ABD'de yaklasik 30.000
kiginin oliimiiyle, 1 milyon diinya ¢apinda 6lumle, en yakin zamanda goriilen
pandemik, 2009'da, H1N1 virtisi ABD'de yaklasik 12.000 kisinin 6liimiiyle, diinyada
yaklasik 280.000 6liimle sonuglandigi tahmin edilmektedir. Su anda bir sonraki
influenza pandemik olaymnin zamanlamasini veya buna sebep olan virlisu tahmin
etmek biiylik bir 6nem tagimaktadir. Yeni bir pandemiyle karsilasma durumuna karsi
caligmalar ve yatirimlar, uluslararasi diizeyde zamanla artmistir (Schuchat, Tappero,

& Blandford, 2014);(Compans & Oldstone, 2014).
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Sekil 1.3: Pandemik influenza viriisii zaman gizelgesi (Compans & Oldstone, 2014).



1.2.6.1 Influenza virlisiinuin gesitleri, yapisi ve evrimi

Influenza viriisleri 1931'de domuzlarda ve kisa bir siire sonra insanda kesfedilmistir.
Insanda rastlanan influenza viriislerinin hayvan viriisii rezervuarindan ortaya ¢iktig
kabul edilmektedir. Influenza viriisleri Orthomyxoviridae ailesinin iiyeleridir.
Nukleokapsid ve matriks proteinlerinin antijenik farkliliklarina dayanarak, ti¢ farkli tip
ayirt edilmistir: influenza A, B ve C viriisleri. Influenza A viriisleri ayrica 16 farkli
hemaglutinin (H1-H16) ve dokuz farkli néraminidaz (N1-N9) ile karakterize edilen alt
tiplere ayrilir. Influenza viriislerinin caplar1 yaklasik olarak 100 nm’dir. Viral
glikoproteinler, konaktan tiiretilen lipit zarfina goémiliir ve partikiiller elektron
mikroskobu altinda goriintiilendiginde viriisiin dis ylizeyinden yayilan sivri uglar

olarak gorundr. (Sekil 1.4)
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Sekil 1.4: Influenza A viriisiiniin yapisi. (a) Virlis modeli: Yiizey proteinleri ve
Ribonikleoproteinleri. (b) Elektron mikrografi, viriis partikiillerinin ince kesitlerini
gostermektedir. Virionlarin ¢ap1 100 nm'dir (von Itzstein 2012).

Influenza A ve B viriislerinin genomlar1, VRNA olarak bilinen sekiz ayr1 negatif, tek
iplikli RNA segmentinden olusur. Influenza C viriis genomu, yedi segmente sahiptir.
Influenza A, B ve C viriislerinin genomlari, sirastyla toplam 13.600, 14.600 ve 12.900
nikleotit uzunluguna sahiptir. Bu segmentasyonlar  virlslerin  genetik
varyasyona/degiskenlige sahip olmasina neden olmaktadir. Her bolim bir veya iki
viral proteini kodlar. Influenza A viriisleri i¢in ayirimi su sekildedir: Polimeraz 2
Proteini icin RNA segmenti 1, Polimeraz 1 Proteini i¢in segment 2 ve bazi suslarda
Polimeraz 1 Proteini-F2, PA igin segment 3, HA icin segment 4, Nukleoprotein (NP)
icin segment 5, NA icin bolum 6, M1 ve M2 icin segment 7 ve NS1 ve NS2 / Niikleer
Cikarma Proteini (Nuclear export protein) (NEP) icin segment 8 (von Itzstein, 2012).



Influenza viriisiiniin yayilmaya sebep olabilecek proteinleri iizerinde birgok ¢aligma
yapilmaktadir. Ozellikle yiizey proteinlerinden hemaglutinin ve ndéraminidaz en gok
calisilan proteinlerdir. Hemaglutinin (HA), virls enfeksiyonu icin gerekli olan
homotrimerik bir integral membran glikoproteinidir. HA, radyal dogrultuda 35-70 A
arasinda degisen, silindirik bi¢imli 135 A uzunlugundadir (Isin, Doruker, & Bahar,
2002). Uc boyutlu yapist Sekil 1.5 (b)’de gorilmektedir. Virlis enfeksiyonunun ilk
asamalarini reseptér baglanma ve membran fiizyonu olusturur. Konak hiicre
yuzeyindeki glikoproteinlerin ve glikolipidlerin sialik asitlerini taniyarak o bolgelere
baglanirlar (Gamblin vd., 2004). HA homotrimer yapisi uzun, genisletilmis bir kok
bolgesi ve reseptdr baglanma alani ve kdrelme esteraz bolgesini igeren bir kiiresel bag
yapisina sahiptir. Kok bolgesi membran fliizyon mekanizmasindan, kiiresel bas kismi
ise reseptore baglanma mekanizmasindan sorumludur (R. Xu vd., 2010).

Viris enfeksiyonunda diger konak hiicrelere dagilimi saglayan yiizey proteini NA’dir.
NA proteini sialik asit ile komsu seker kalintisinin arasinda a-ketosidik bagini koparan
bir ekzosiyalidaz enzimidir. influenza A NA'in dokuz alt tipi iki filogenetik gruba
ayrilir. Birinci grup N1, N4, N5 ve N8 alt tiplerinden, ikincisi ise N2, N3, N6, N7 ve
NO alt tiplerinden olusmaktadir. Influenza viriisii NA'nin polipeptit zinciri 470 amino
asit igerir. NA'nin ti¢ boyutlu yapisi birkag alandan olusur: sitoplazmik (6 amino asit),
transmembran (7-29 amino asit), “bas” (19 amino asit enzimatik aktivite saglar) ve
ayrica “govde” (~50 amino asit), bas bolgesi transmembran alanina gévde bolgesiyle
baglanir. NA proteini influenza viriisiiniin yiizeyinde mantar sekline benzer
homotetramerdir (Sekil 1.5 (c)). Bas kismi 80x80x40 A boyutunda govde ise 15 A
genisliginde 60 ile 100 A uzunlugundadir. Bir monomerin agirhigi ~60 kDa’dir. Bir
virtis partikiilii yaklagik 50 tetramer i¢ermektedir. (Shtyrya, Mochalova, & Bovin,
2009), (Jagadesh, Salam, Mudgal, & Arunkumar, 2016). NA'nin islevi, hiicre
yuzeylerinde ve yeni olusan viriislerin {izerinde mevcut olan terminal sialik asit
molekiillerini parcalamak ve wviriisiin enfekte olmus hiicrelerden salimini
kolaylagtirmaktir. NA, yeni olusan viriislerin salinmasinda ve yayilmasinda 6nemli bir

rol oynamaktir (Jagadesh vd., 2016).
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Sekil 1.5: (a) Influenza viriisiiniin yapis1 ve icerdigi proteinler, (b) Hemaglutanin
proteininin yapist (PDB: 1RUZ), (¢) Noraminidaz proteininin yapis1 (PDB: 2HU4).

Influenza viriislerinin yiiksek genetik degiskenligi, bu ajanlarin karmasik ekolojisi ve
epidemiyolojisi icin en onemli belirleyicidir. Ozellikle influenza A viriisleri ¢ok sayida
HA ve NA alt tipine sahiptir. Bu alt tiplerin sadece bir kism1 insan, domuz, at ve diger
memelilerde gozlemlenirken, tiim tipler kuslarda goriiliir (Sekil 1.6). Su kuslarindan
koken alan virlisler, tavuk ve bildircinlar tarafindan ara konakgr olarak replike
edildiginde, insan reseptorlerine baglanma yatkinliklarinin fazla oldugu gézlenmistir.
Bu virtisler daha sonra insanlar1 enfekte edebilir ve hem yiizey hem de i¢ proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlarla daha fazla adapte olabilir. Bu mutasyonlarla, yeni
yuzey glikoproteinleri olan virGslerin antijenik 6zelliklerinde belirgin bir degisiklik
meydana gelebilir. Bdyle bir antijenik kaymaya sahip yeni bir viriis insanda ortaya

cikarsa, bir pandemiye neden olabilir (von ltzstein, 2012).

/—\ /E 2 Ku$\
Dogal Kuslarda 5
(Avian) Hayvanlarda ve
Influenza Sg/ insanlarda C//)l/—/y)/

Dongiisii influenza Déngiisii

Sahil Kusu Su Kusu Domuz (swine)

NS

Insan

Sekil 1.6: Influenza A viriisiiniin tiirler aras1 aktarimi1 (Shi, Wu, Zhang, Qi, & Gao,
2014).
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Influenza A ve B viriisleri yillik salginlara neden olur ve influenza A viriisii belli
araliklarla pandemiye neden olmustur (Bakimiz Bolim 1.2.6). Influenza C viriisleri ise
insanlar1 enfekte eder ancak hafif, semptomsuz enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bazi
alt tip virtisler (HSN1, H7N7, HIN2) yaygin salginlara neden olmamistir (Kawaoka
ve Neumann 2012).

Influenza viriisii evriminin anlasilma zorlugunun {istesinden gelmek igin, Influenza
Genom Dizileme Projesi gibi genis capli bir isbirligi olusturulmustur. Insan
popiilasyonunda dolasan influenza tipleri (clade) ortaya ¢ikarilmistir. Daha fazla
sayida influenza virlisu genom sekansi kullanilabilir hale geldiginde ve antijenik
degisim dongiileri hakkinda bilgi sahibi olundugunda, bu bilgi yillik as1 gelisimine
uygulanabilir. Gelecek influenza sekanslarinin tahmin edilmesi, etkili asilarin ve
tedavi yontemlerinin zamaninda gelismesine olanak saglar (Rappuoli & Giudice,
2011).

Diinya capinda toplanan 6rneklerden elde edilen mevcut influenza genom dizilerinin
artan sayist, ozellikle viriis evrimi, popiilasyon bagisiklig1 ve viriis etkisi arasindaki
etkilesim bilgisi, influenzanin global epidemiyolojisi hakkinda daha tutarli sonuglar

elde edilmesini saglamaktadir (Rappuoli & Giudice, 2011).

1.2.6.2 Influenza viriisinin yayilim

Viral yasam dongiisii, viriislerin hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanmasi ile baglar.
Baglanma, konak hiicre yilizeyinde bulunan proteinlere ve lipitlere bagli sialil-
oligosakkaritler ile HA proteininin arasindaki etkilesim ile olur. Virs, reseptor-aract
endositoz ile hiicre igerisine girer. Ge¢ endozomlardaki diisik pH, HA'da bir
konformasyon degisikligini tetikler (Kawaoka & Neumann, 2012). Ayrica M2 iyon
kanali igeren Influenza A viriislerinde, M2 iyon kanallar viriis partikiilii igindeki pH"
diistirerek molekiillerin ayrismasina yardimci olur (von Itzstein, 2012). Boylece viral
ve endozomal membranlarin flizyonu ve viral ribontkleoprotein  (VRNP)
komplekslerinin (VRNA ve polimeraz ve NP proteinlerinden olusan) sitoplazmaya
salmim1 gergeklesir. Cekirdek igerisinde gergeklesen replikasyon ve transkripsiyon
basamaklari, vVRNA'larin amplifikasyonu ve viral protein sentezi igin mRNA'larin
sentezine yol agar. Enfeksiyon dongiisiiniin sonlarinda, yeni olusan VRNP'ler, M1 ve
NEP proteinlerinin yardimiyla sitoplazmaya verilir. Bu vRNP'ler plazma zarinda yeni

sentezlenmis HA, NA ve iyon kanali proteini M2 ile bir araya getirilir. NA
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karbonhidratla bagli sialik asidi ayirarak, yeni olusan viriisiin salinmasin1 kolaylagtirir.
influenza virionlar1 tomurcuklanarak salmir (Compans & Oldstone, 2014). Sekil

1.7°de influenza A viriisiinlin yasam dongiisii basamaklar1 goriilmektedir.

| FUZYON | | YAYILMA |

S = ) — Q

M s Tomurcuklanma
/_ ve Salinim

v —_—

1/ | TranskrlpSIyon |—> Sentezi — A
20N

'} 4\3\ | Repllkasyon |

_ —— |_Paketlenme | —> —

Lo

| BAGLANMA |

Konak Hiicre Reseptorii (02-
3 ya da a2-6-bagh sialik asit)

Sekil 1.7: influenza A viriislerinin yasam déngiisii (Shi vd., 2014).
1.2.6.3 Influenza virisi icin ilag gelistirilmesi

Influenza viriisti yiksek hastalik ve éliim oranlarinda diinyadaki tiim yas gruplarin
etkilemektedir. influenza hastaliginin tedavisi ve Onlenmesi icin, cesitli antiviral
tedaviler uygulanmaktadir. Influenza viriisiine kars: etkili asilar ve asilama stratejileri
ayrica antiviral ilaglar gelistirilmis ve daha etkili sonuglar elde etmek icin
gelistirilmeye devam edilmektedir (Englund, 2002).

Mevsimsel suslara (virus alttirleri) kars: her yil agilar iiretilmektedir. immiinojenik
proteinleri iiretmek icin kullanilan influenza asis1 farkli viriislerden alinan gen
segmentleri icerir. Influenzada gen gruplasma (gene constellation) etkisini anlamak,
Ozellikle as1 tretimi icin Onemlidir. Bu birbirine benzer Ozellikleri tasiyan
segmentlerin grup olusturmasi, bir ataya ait viriislerden farkli fenotiplere sahip yeni
virlislerin olugsmasina yol acar. Glikoproteinleri ve polimeraz proteinlerini kodlayan
baz1 segmentler arasinda bu olay daha sik gergeklesmektedir. Hicreye yonelim,

hiicreye yayilma ve yayilma hizi, biiylime ve patojenik etki gibi 6zellikler yeni olusan
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gen gruplarindan dolay1 degismektedir. Gen segmentlerinde meydana gelen bu
degisimleri anlamak i¢in olusan mutasyonlarin daha fazla analizi yapilmalidir. Olusan
mutasyonlarin anlasilmasi ve tanimlanmasi, viral proteinler arasindaki etkilesim agini
anlamamiza yardimci olacaktir. Boylece, gen gruplasma etkisinin anlasilmasi, asi
uretimi igin aday virlslerin segilmesini saglayabilir (Plant & Ye, 2013). Suan
kullanilan asilar influenza viriisii tistiinde bulunan bir yiizey proteini olan HA’y1 bloke
etmek i¢in yapilmistir. Standardize etme islemleri NA proteini igin
gerceklestirilememistir. Bu nedenle, NA proteini antijen olarak kullanilamamaktadir.
NA daha cok antiviral ilaglar igin bir hedef olarak gorilmektedir. NA-6zel antikorlar
enfeksiyonu engellemek i¢in degil daha cok viriis yayillimini engellemek icin
kullanilabilir. NA proteini HA proteinine gore daha yavas evrimlesmekte ve
degismektedir. Ilerisi igin hem HA hem de NAya etkili kombine edilmis asilarin etkili
olacag disiinllmektedir (Jagadesh vd., 2016).

Influenza viriis enfeksiyonlarmn, asilarin kullamimi ile &nlenmesi, grip viriisii
kontroliiniin en uygun maliyetli ve pratik yontemidir, ancak bazi ylksek riskli
poplilasyonlarda veya bireylerde influenzaya karsi antiviral korunma ve tedavi
yontemleri sunulmaktadir (Englund 2002). Antiviral ilaglar influenza virisi
enfeksiyonlariin kontroliinde 6nemli bir rol oynamaktadir. 1999'dan dnce, influenza
enfeksiyonlarindan korunma ve influenza enfeksiyonlarinin tedavisi igin sadece
adamantan turevi (amantadin ve rimantadin) ilaglar kullanilmaktaydi. Adamantanlar
influenza A viriislerinin M2 proteini tarafindan olusturulan proton kanalini hedefler ve
influenza B virlislerine karst etkili degildir. Adamantan direngli viriislerin yakin
zamanda ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, bu ilag smifinin yararliligimi biiyiik 6lciide
azaltmistir.

Amantadin ve Rimantadin'e karsi direncin artmasi ve etkili bir as1 olmamasi nedeniyle,
bu viriise kargt korunmak i¢in NA inhibitorleri (NAI'lar) kullanilmaya baglanmistir.
Diinya Saglik Orgiitii olusabilecek pandemik durumlara kars: énlem almak igin tye
ulkeleri NAI gelistirmeye tesvik etmistir (Jefferson, Jones, Doshi, & Del Mar, 2009).
NA inhibitorleri (Sekil 1.8), hem influenza A hem de B viriislerine kars1 aktif olan bir
ilag smifidir. Halen, inhale zanamivir ve oral oseltamivir, A ve B tipi influenza
enfeksiyonlarina karsi kullanilan FDA onayli NAl'lardir. Bir intravenéz (IV)
formiilasyon olarak gelistirilen Peramivir, ABD'de 2009 HIN1 pandemisi sirasinda

acil kullanim yetkisi kapsaminda regete edilmis ve su anda Japonya ve Giiney Kore'de

13



lisanslanmistir. Ayrica, bir inhaler prodrug (soluk yoluyla alinan 0n ilag) olarak
gelistirilen Laninamivir, Japonya'da lisanslidir. NAI'lar, sialik asit (N-asetil ndraminik
asit) NA’nin dogal substratini taklit eder ve korunan NA aktif bolgesine rekabetci bir
sekilde baglanir.

|(e) ;

Sekil 1.8: (a) NA proteininin ilag ile etkilesimi (PDB:3TI6), (b) Oseltamivir, (c)
Zanamivir, (d) Peramivir, (e) Laninamivir.

Influenza virtisleri, NAI'larin varliginda yayildigi zaman, yeni olusan virionlar, hiicre
zarma ve birbirlerine yapisir ve boylece komsu hiicrelere enfeksiyonun yayilmasini
smirlar. 2007'den Once, kiiglik ¢cocuklarda oseltamivir tedavisinin ardindan toplanan
virlis varyantlarinin detayli ¢aligmalari, test edilen orneklerin % 18'inde direngli
mutasyonlarin bulundugunu ortaya koysa da, NAl'lara karsi sadece diisiik direng
seviyeleri tespit edilmistir. Son ¢aligmalar, N1 enziminin aktif bdlgesinde bir diger
adiyla ortosterik  bolgede, NAI'nin induklenmesini 6nleyen amino asit
degisikliklerinin, oseltamivir ve/veya zanamivire karsi direng olugturma potansiyeline
sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, her yeni viriis susunun, 6zellikle NA aktif
bolgesi amino asit sekansi, NAI-duyarh viriisler ile karsilastirildiginda ayni olan
fenotiplerin NAI duyarliligina bakilmalidir.

NA proteininin aktif bolge olarak adlandirilan bdlgesinde 150-loop adinda bir bolge
bulunmaktadir. Bu bolge konformasyon degisikliklerine ugrayarak ya agik ya da
kapali konformasyonda bulunmaktadir. ilag hedeflemesi olarak da su an bu bélge

Uzerinde calismalar yapilmaktadir (Amaro vd., 2011).
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Cunkii aktif bolgenin disindaki amino asit degisimleri de, NAI'nin aktif bdlgeye
baglanma egilimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. (Kawaoka & Neumann,
2012). Aktif bolge disinda proteinin ilaca karsi direng kazanmasina sebep olabilecek
yeni ilag baglanma bolgeleri olusabilmektedir, bu bolgeler allosterik bdlge olarak
adlandirilmaktadir. Protein Uzerinde meydana gelen amino asit degisiklikleri dolayl
olarak proteinin fonksiyonunu etkilemektedir. Yapilan bir aragtirmaya gore ortosterik
ve allosterik bolgeler, diger bolgelere gore daha ¢ok birbirlerinden etkilenmektedirler
(Ma, Meng, & Lai, 2016). Bu nedenle NA proteininin allosterik bolgeleri kesfedilirse
yeni ila¢ hedefleme bdolgeleri olarak kullanilabilirler.

llagc hedefleme c¢aligmalarinda yiizey proteinlerinin birbirine olan etkisi de
arastirilmaktadir. Bir deneysel calismaya gore hayvanlar iizerinde goézlemlenen
influenza virGslerinde mutant hemaglutanin igerenlerin NAI’lara karsi1 daha duyarli
oldugu bulunmustur, NA’nin enfeksiyon siirecinde reseptor yikimi disinda hayati bir

rol oynayabilecegi diisiintilmektedir (Garman & Laver, 2005).

1.2.7 Deneysel calismalar

Influenza viriis mekanizmasimin anlasilmasi ve bu viriise kars1 ila¢ kesfi deneysel
caligmalar yardimiyla biiyiik bir hiz kazanmistir. Klinik olarak gézlemlenen viriisler
deneysel ortamlarda incelenerek, enfeksiyon olusturma kapasiteleri (viral fitness),
cevre sartlart degisimlerine karsi tepkileri ve tehlikeli mutasyon bdlgeleri
arastirilmaktadir (Wargo & Kurath, 2012). Kristal yapisi elde edilmis influenza viriis
yapilart X-ray, NMR gibi yontemlerin kullanilmasiyla mevcuttur. Bunun disinda
antijenik varyasyonlarin ¢ogu Hemaglutanin Inhibisyonu (HAI) analiziyle
Olglilmektedir. Bunun yaninda plak ve mikrondtrleme tahlilleriyle de
desteklenmektedir (Petrova & Russell, 2018).

1.2.7.1 Protein sekans veri bankalari

Protein sekansi, amino asitlerin sirasin1 ve dolayisiyla polipeptit zincirinin kovalent
yapisint tarif etmektedir. Protein sekansi verilerinin biiyiik gogunlugu amino asit dizisi
ile temsil edilmektedir. Amino asit dizisi, protein yapist ve islevi hakkinda temel
bilgiyi icerdigi i¢in énemli bir yere sahiptir (Bakiniz BOlim 1.2.3). Protein sekans
verilerinin kullanim:  biyokimya, ekoloji, etimoloji, evrim, genetik, genetik

miithendisligi, genomik, molekiiler filogenetik ve sistematik, farmakoloji ve toksikoloji
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gibi alanlarda yaygindir (Edwards, Stajich, & Hansen, 2009). Protein ve genomik
sekans analizleri, hiicresel sistemlerin yapisini, islevini ve organizasyonunu anlamada
yardimce1 olmaktadir. Protein sekans analizi, sekans benzerligini, fonksiyonel motifleri
ve desenleri tanimlamayr igermektedir. Ortak bir atadan evrimlesmis protein
sekanslar1 benzer yapiy1 ve islevi paylasir. Korunmus sekans bolgeleri sekans motifler
ya da yap1 motifleri olarak adlandirilir. Bir proteinin ii¢ boyutlu yapisi biliniyorsa,
bilinmeyen protein i¢in geometrik bilgi elde etmek i¢in karsilastirmali modelleme
teknikleri uygulanmaktadir. Benzer ortak ataya sahip veya katlanma yapisi bilinen
proteinler biyolojik bilginin etkili bir sekilde ele alinmasi igin kritik oneme sahiptir
(Mathura & Kangueane, 2009). Bu nedenle protein sekans bilgisi kullanilarak genetik
haritalarin ¢ikarilmasi, polimorfizm tanimlama, protein-protein etkilesimleri ve ilag
tasarimi gibi konularda caligsmalar yapilabilir.
Biyoenformatik alaninda yapilan ¢alismalarin artmasimin en biiyiilk sebebi diinya
capinda herkesin ulasabilecegi biyolojik veri bankalarinin olusturulmasi ve verilerin
depolanmasidir. Molekiiler biyoloji tekniklerinde ilerleme ve yiuksek verim (high-
throughput) yontemleri, genomik ve proteomik verilerde (stel bir artisa neden
olmustur (Mathura & Kangueane, 2009). En 6nemli protein veri tabanlari, Isvicre
Protein Veri taban1 (SWISS-PROT) (Boeckmann vd., 2003), EMBL (TrEMBL),
Protein Bilgi Kaynagi (PIR), ve 3 boyutlu protein yapilarinin bulundugu Protein Data
Bankasi’dir (PDB) (Berman vd., 2000). Protein veri tabanlarinin biiyiime orani, DNA
veri tabanlarina kiyasla daha dogrusal olmustur. Su anda, UniProt Bilgi Bankas1 adi
altinda Avrupa Biyoenformatik Enstitiisii nii, Isvigre Biyoenformatik Enstitiisii’nii ve
Protein Bilgi Kaynagi'n1 igeren yaklasik 39 milyar amino asit, 115 milyon sekans
bulunmaktadir (Url-2). Bunlar FASTA formatinda (Sekil 1.9) (Pearson & Lipman,
1988) ve 0zel ara ylzler araciligiyla sikistirilmis bir sekans dosyasinda mevcuttur. Son
kirk bes yilda sekans tiretimindeki biiyiime, protein dizisi benzerligini degerlendirmek
icin otomatik prosedirlere olan talebi arttirmistir.

e o o Ecrm Y ™ Avilama Sati

TEGAKDGKGREROV IAVARTCHLIPWEOCLKPICHKKLIZRRIZCRCTRAKKRSNTY | Amino asit

S S S Dt Proten

QLPDYNSFVVLHRERTSIEDFCNRLHRSIAKEFRYALVHGSSVEHQPQRVGIERVLNDED Sekans1

VWQIVEEV
Sekil 1.9: Fasta format1 (Edwards vd., 2009).
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1.2.7.2 influenza viriisiiniin antiviral ilaglara karsi diren¢ gelisimi

Disiik duyarlilik (fidelity) ve sik genetik siiriiklenme, influenza virisinde ¢ok
cesitlilik goriilmesine sebep olmustur. Influenza genomundaki tiim segmentlerin
mutasyona ugrama dagilimlart ¢ikarilmistir. Noéraminidaz proteini i¢in bu oran %
10.4°tiir (Visher, Whitefield, McCrone, Fitzsimmons, & Lauring, 2016). Influenza
sahip oldugu bu 6zellikler ile antikorlardan daha rahat kagabilmekte ve ilaglara karsi
diren¢ gostermektedir.

Viriislerin antiviral ilaglara kars1 gosterdikleri etki ya da direng iki tip deneysel analiz
ile anlagilabilmektedir. Bunlardan birincisi fenotipik analizlerdir. Fenotipik analizler
viral yayilim sonucu % 50 inhibit6ér konsantrasyon (ICso) degerini belirlemektedir ve
NATI’lar i¢in enzimatik tahliller tercih edilmektedir. 1Cso degeri, inhibe edilmemis
enzim (kontrol grubu) ile karsilastirildiginda enzim aktivitesinin % 50°sini inhibe eden
konsantrasyon olarak tanimlanmaktadir. NA’daki bir mutasyon nedeniyle proteinin
ilaca karst duyarliligi azalmis ise ICso degeri yiiksek c¢ikmaktadir. Diinya Saglik
Orgiitii (World Health Organization, WHO) ne gore yapilan tahlil sonuglarinda 10-
100 kat ya da Ust sinirlarin daha stiinde ICso degeri artiyorsa, NA proteini ilaca karsi
direng gostermektedir. Tkinci yaklasim olan genotipik analizler igin en ¢ok RT-PCR
tercih edilmektedir. DNA Sanger sekanslama yontemiyle sekanslar ¢ogaltilmakta ve
ilaca kars1 direng gosterecek potansiyel mutasyonlar tespit edilebilmektedir (Boivin,
2013). Yapilan klinik caligmalarda, 2008-2009 yillar1 arasinda HIN1 viriisii tarafindan
enfekte olmus hastalarin % 90’n1 ilaclara karsi diren¢ kazandigi tespit edilmistir
(Mckimm-Breschkin, 2013).

Protein sekansinda meydana gelen degisimler, amino asitlerin tek harf kisaltmalar1 ve
degisimin oldugu pozisyonun sirasi ile ifade edilir. Ornegin; 275. pozisyon igin var
olan amino asit, Histidin (H) iken degisim sonucu Tirozin (Y) amino asidine
dontigmiistiir. Bu durum H275Y olarak ifade edilir. Tiim amino asit kisaltmalar1 ekler
bolumiinde verilmektedir. NA’nin H275Y mutasyonu basta olmak iizere direng
gosteren birgok amino asit degisikligi asagidaki Cizelge 1.1°de verilmistir. H275Y
mutasyonuna sahip NA proteinlerinin baska mutasyonlar ile birlikte 1Cso degeri
tizerinde sinerjik etkiye sebep olup antiviral ilaglara karsi duyarliligin daha da
azalmasma sebep oldugu bulunmustur (Mihajlovic & Mitrasinovic, 2008);(Bloom,
Gong, & Baltimore, 2010);(Hayden & De Jong, 2011);(Wu vd., 2013);(Baek vd.,

2015). Cizelgede goriilen bazi mutasyonlar ise klinik olarak gézlenmemis ancak ters
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genetik yontemleriyle o mutasyonlar olusturulup ilag direnci kazandiklar1 bulunmustur

(Y Abed, Goyette, & Boivin, 2004);(Boivin, 2013).

Cizelge 1.1: Direncli NA (H1NL1 virlsi) mutasyonlari.

Virus
Mutasyon Lokasyon Kaynag Referans
1117R Allosterik Deneysel (Gregory vd., 2017)
E119A Ortosterik Ters Genetik (Baek vd., 2015)
E119A/H275Y Ortosterik Ters Genetik (Baek vd., 2015)
(Baek vd., 2015)
E119D Ortosterik Ters Genetik (Yacine Abed vd.,
2016)
E119D/H275Y Ortosterik Ters Genetik (Baek vd., 2015)
E119G Ortosterik Klinik (Baek vd., 2015)
E119G/H275Y Ortosterik Klinik (Baek vd., 2015)
E119Q Ortosterik Ters Genetik (Y Abed vd., 2004)
E119V Ortosterik Ters Genetik (Abed vd. 2006)
. _ (Nisn, 2010)
Q136K Allosterik Klinik (Boivin, 2013)
Q136K/D151E . Deneysel | (Okomo-Adhiambo vd.,
2010)
Q136K/H275Y - Deneysel (Okomo'zAglhc;?mbo vd.
Q136K/D151N/H275Y - Deneysel (Okomo'zAglhc;?mbo vd.,
(Pizzorno, Abed,
Q136R Allosterik Deneysel Rhéaume, Bouhy, &
Boivin, 2013)
G147R/H275Y - Klinik (Gregory vd., 2017)
T148lI Allosterik Klinik (Gupta, 2015)
) . (Yongkiettrakul vd.,
1149V/H275Y Klinik 2013)
D151E Ortosterik Deneysel (Pizzorno vd., 2013)
D151N Ortosterik Deneysel (Gregory vd., 2017)
D151E/N/H275Y Ortosterik Deneysel (Okomo'g‘glh(;)ambo vd,
Y 155H Allosterik Klinik (Monto vd., 2006)
R194G/H275Y - Klinik (Wu vd., 2013)
D199E Ortosterik Deneysel (Takashita vd., 2015)
. (Pizzorno, Bouhy,
D199G Ortosterik Deneysel Abed, & Boivin, 2011)
D199N Ortosterik Klinik (Baek vd., 2015)
D199N/H275Y Ortosterik Klinik (Baek vd., 2015)
E214D/H275Y - Klinik (Wuvd., 2013)
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V234M/R222Q/H275Y i Klinik ('B(L?/?Jrr\‘/a’.""égf;f)
1223K Ortosterik Klinik (Huang vd., 2014)
(Hayden & De Jong,
1223R Ortosterik Klinik 2011)
(Huang vd., 2014)
1223R/H275Y Ortosterik Klinik (Boivin, 2013)
1223V Ortosterik Ters Genetik (Haydeg(;?lalt))e Jong,
1223T Ortosterik Klinik (Huang vd., 2014)
V234M Allosterik Klinik (Gupta, 2015)
F239Y/H275Y - Klinik (Wu vd., 2013)
V2411 Allosterik Klinik (Gupta, 2015)
S247G Ortosterik Klinik (Takashita vd., 2015)
S247N Ortosterik Klinik (Gupta, 2015)
S247N/H275Y Ortosterik Klinik (Boivin, 2013)
S247R Ortosterik Klinik (Gregory vd., 2017)
G248R/1266V Allosterik Klinik (Monto vd., 2006)
(Monto vd., 2006)
H275Y Ortosterik Klinik (Boivin, 2013)
(Baek vd., 2015)
L250P/H275Y p Klinik (Wu vd., 2013)
Q313R/1427T Allosterik Klinik (Tu vd., 2017)
R293K Ortosterik Ters Genetik (Baek vd., 2015)
N295S Ortosterik Ters Genetik (Boivin, 2013)
(Baek vd., 2015)
D344N Ortosterik Klinik (Gupta, 2015)
D354G Allosterik Klinik (Gupta, 2015)
N369K Allosterik Klinik (Gupta, 2015)
1427T Allosterik Klinik ((T't:'f/g Zggf;)

Gozlemlenen nokta mutasyonlart ya da ikili, ii¢li mutasyonlar disinda proteinde
olusan tiim degisimleri inceleyebilmek i¢in protein mutasyon haritalar
olusturulmaktadir. Bu haritalarin ¢ikarilmasi i¢in deneysel olarak iki yaklagim vardir.
[k yaklagim, tanimlanmis tekli mutasyonlarin karakterizasyonunu icerir. Enzimatik
aktivitelerin Olgiimleri yiiksek performanshi sivi  kromatografisi ya da UV
spektrofotometre ile yapilabilmektedir. Ornegin, bir enzimin farkli varyasyon yapilart
alinarak farkli substratlarla etkilesime sokularak proteaz etkinligi ve stabilitesi serbest

enerji hesaplamalariyla elde edilebilmektedir. Ayrica yeni Katalitik aktivite ya da
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enantiyo segicilik seviyesi karakterizasyon ile gorilebilmektedir. Akis sitometrisi,
mikro akigkanlar, faj gosterimi veya biytkluk segimi gibi yontemlerle bir enzimin tim
tek amino asit mutantlarini kodlayan gen koleksiyonu olusturulabilmektedir. Ornegin,
Alanin tarama yontemi ile bir sekansta bulunan tim amino asitler alanin amino asidine
dondistiiriilerek fonksiyonel olarak etkisi Ol¢iilmektedir. Ancak, kapsamli ve dogru
sonuglarin elde edilmesi i¢in ¢oklu orneklemelerin yapilmasi gerekmektedir. Buna
¢Oziim olarak derin hizalama yontemleri gelistirilmistir. Mutasyon haritalarinin
¢ikarilmasi i¢in derin mutasyon taramasi yapilarak protein-DNA ya da protein-protein
etkilesimleri incelenebilmektedir. Bu yontemlerle olusturulan mutasyon haritalari,
notr, faydali ve zararli amino asit degisimleri hakkinda sistematik bilgi sagladiklar
icin, enzimlerdeki sekans-fonksiyon iliskilerini anlamamiza yardimci olmaktadir (van
der Meer, Biewenga, & Poelarends, 2016). Yeni metodolojiler ve teknik gelismeler
deneysel calismalarin maliyetini diigiirmekte ve daha 6nce yapilmasi imkansiz olan
arastirmalart miimkiin kilmaktadir. Ancak, amino asitlerin degisimlerini ve
davraniglarini incelemek ic¢in gelistirilen deneysel yontemler heniiz yeterli degildir.
Bilgisayar tabanli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Hecht, Bromberg, & Rost,
2013).

1.2.8 Modelleme ¢alismalari

Birgok gen hasari ve proteinlerin {ic boyutlu yapist deneysel olarak
tanimlanabilmektedir. Deneysel olarak tanimlanmig yapilar ve molekiiler modeller
mutasyonlarin yorumlanmasi i¢in bir yol gostericidir. Ancak sekans varyasyonlarinin
ve genetik hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin 6zellikle genis sayida mutasyona
sahip kanser hastaliginin anlasilmasi, deneysel olarak ¢ok pahali, zaman alic1 ve
zordur. Amino asitlerin birbirlerine doniismelerinin yani mutasyonlarin etkileri teorik
yontemlerle daha kolay bir sekilde incelenebilmektedir. Genotip-fenotip
korelasyonunun anlagilmasi i¢in gerekli olan protein yapi-fonksiyon iliskileri farkli
teorik ¢aligmalarla analiz edilmistir (Thusberg & Vihinen, 2009).

1.2.8.1 Protein sekans hizalama

Ortak bir atadan evrimlesen diziler, esdeger amino asit pozisyonlarinda benzer amino
asitleri paylasir. Ortak ataya sahip dizilerin evrimi sirasinda olan degisimlerin

yorumlanmasi i¢in sekans hizalama yontemlerine ihtiyac vardir. Sekans hizalama, alt
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alta siralanmus iki sekansta karsilik gelen konumlari eslemeyi ifade eder. iki sekansin
0zdes olmasi durumunda, her konumdaki alfabe (amino asit), bagka bir sekanstaki
alfabeyle (amino asit) eslesecektir. Evrimlesme sirasinda muhtemel konumlarindaki
amino asitlerin birbirine doniismesi ihtimali disinda ekstradan bir amino asit
eklenebilir veya olan amino asit silinebilir. Bu durumda, iki protein sekansinin
hizalanmasi ile yukarida bahsedilen durumlar karsisinda en dogru alt alta eslesme ile
sekans dizilerinin benzerlikleri incelenebilir. Optimal hizalamanin elde edilmesi igin
alt alta hizalanmig amino asit ¢iftlerinin puanlandirilmasi gerekir. Cogu hizalama
algoritmasi, iki sekans i¢in benzerlik skorunu maksimuma ¢ikararak anlamli
hizalamalar tiretmeye ¢alisir. Bu islemler uzun sekans dizileri i¢in zor bir igslem haline
gelir. Hizalama islemlerinin daha verimli bir sekilde ¢6zlime ulagmasi i¢in dinamik
programlama yontemleri kullanilir (Mathura & Kangueane, 2009).

En ¢ok kullanilan iki tip hizalama yontemi vardir. Global hizalama yonteminde, iki
sekans bir biitiin halinde alinarak hizalama yapilir. Cogunlukla elde edilen global
hizalama sonuglari, farkli amino asitler veya bosluklar ile eslestirilen uzun sekans
uzantilari igerebilir. Tersine, eger algoritma korunmayan (degisime ugrayan) bolgeleri
g6z ardi ederek korunan alt dizileri hizalamaya calisirsa, o zaman lokal hizalama
olarak adlandirilir. Iki sekansin lokal hizalamasiyla birgok alt hizalama gruplari
olusabilir. Simdiye kadar, sadece iki dizinin karsilastirildigi durum tarif edilmistir.
Buna c¢ift yonlii (pairwise) hizalama denir. Ikiden fazla dizinin es zamanl olarak
karsilagtirildigt duruma ¢oklu hizalama denir (Edwards vd., 2009). Genetik
materyallerin evrimsel zamana gore nasil degistigini incelemek icin ¢oklu dizi
hizalamalar1 kullanilir (Sekil 1.10). Puanlama yapilirken kullanilan skorlama
fonksiyonlarimin pozisyona 6zgii puanlama yapmasi ve sekanslarin filogenetik agag ile
evrimsel iligkilerinin ¢ikarilmasi dikkate alinan iki 6nemli ozelliktir. Evrimsel iliski
modelinin ¢ikarilmasi oldukc¢a karmasiktir. Evrimsel siirecte dogal seleksiyonun
getirdigi pozisyona 6zgii yapisal ve fonksiyonel kisitlamalar ile sekanslar iizerinde
belli bolgeler korunmaktadir. Bu bolgelerin hizalanmasiyla birlikte degisime ugrayan
bolgeler de en ideal sekilde hizalanir (Durbin, Eddy, Krogh, & Mitchison, 1998).
Coklu sekans hizalama i¢in bir¢ok sayida yontem mevcuttur. Clustal W (Thompson,
Higgins, & Gibson, 1994) gibi yontemler benzer sekanslar i¢in makul dogrulukta
sonug verir. Ancak uzak akrabaliga sahip sekanslar i¢in dogru hizalamanin yapilmasi

zordur ve yapilan ¢aligmalar ¢ok kapsamli bir MSA yonteminin mevcut olmadigini ve
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kendine 6zgil gii¢lii ve zayif yonleri oldugunu gostermektedir. Bu durum, en uygun
hizalama yOnteminin se¢imini zorlastirir. En yaygin olarak kullanilan dizi hizalama

yontemleri Cizelge 1.2’te listelenmistir. (Thusberg & Vihinen, 2009).

Cizelge 1.2: Coklu sekans hizalama (MSA) metotlari.

glrﬁ?; https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ Sieverd F., 2011
MAFFT https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/ (Katoh vd.,2002)
PROBCONS http://probcons.stanford.edu/ Do vd., 2005
PROMALS http://prodata.swmed.edu/promals/ Pei vd, 2007
T-Coffee https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/ Notrezdg(;r(\)e vd.,
MUSCLE https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/ Edgar, 2004
WebPRANK | https://www.ebi.ac.uk/goldman-srv/webprank/ Goll_dbr%%r,lolila.l, (';0"10)

Sekans 1 VEL IHGHEP I Sekans 1 VEL IHGHP -
Sekans 2 VELVRGLP | Sekans 2 VEL LP T
Sekans 3 VELVRGLP | Sekans 3 VEL LP T
Sekans 4 wEL | RcHle I Sekans 4 VEL I RcHP N

Sekans Hizalama

Sekil 1.10: Coklu sekans hizalama Ornek seti. Rastgele alt alta dizilmis 4 sekans
hizalama islemi ile ayn1 ya da benzer olan amino asitler alt alta gelecek sekilde
diizenlenmistir.

1.2.8.2 Filogenetik aga¢ olusturma

Molekiler filogenetik, biyolojik sekanslarin evrimini ve aralarindaki tarihsel iliskileri
inceler. Coklu sekans hizalama sonuclarinin aga¢ {izerinde gorsellestirilmesidir.
Filogenetik agaclar, incelenen tiim sekanslarin ortak bir atay1 paylastigini ve agagtaki
tm dallar boyunca evrimlesen sekanslarin bagimsiz olarak gelistigini gosterir (Keith,
2008).

Filogenetik agac olusturma yontemleri ya uzakliga bagli ya da karakter tabanli
olmaktadir. Uzakliga bagli yontemlerde, her bir sekans ¢ifti arasindaki mesafe
hesaplanir ve sonugta elde edilen mesafe bir matris olarak ifade edilir ve her bir
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hesaptan sonra yeniden bu matris yapilandirilir. Ornegin, komsu birlestirme
(neighbour-joining) yontemi, tamamen ¢6ziilmiis bir filogenetige ulasmak i¢in mesafe
matrisine bir kiime algoritmasi uygular. Karakter tabanli yontemler, maksimum
parsimony, maksimum olabilirlik ve Bayesci ¢ikarim yoOntemlerini igerir. Bu
yaklagimlar, ayn1 anda, her bir aga¢ i¢in bir skor hesaplamak i¢in bir karakter
(hizalamadaki bir bdlge) g6z oninde bulundurularak, hizalamadaki tim dizileri
karsilastirir. Aga¢ skoru, maksimum parsimony i¢in minimum degisiklik sayisi,
maksimum olabilirlik icin log-olabilirlik degeri ve Bayesci ¢ikarim igin Onsel
(posterior) olasiliktir (Yang & Rannala, 2012). Maksimum olabilirlik, filogenetik
agacta evrim modeline 0zgii tanimlanan parametreleri kullanarak elde edilen olasilik
degerinin, dal uzunluguna boéliinmesi ile elde edilir. Bu sonug, sekanslarin zaman
icerisinde nasil bir degisime ugradigini ve soylarindan ne kadar farklilik gosterdigini
tanimlar. B61Um 1.2.8.1°de verilen dort sekans igin olusturulmus filogenetik agag¢ Sekil
1.11°de goriilmektedir.

Teorik olarak, mimkiin olan tiim agaglari karsilastirarak en iyi skoru olan agag
tanimlanmalidir. Bu istatiksel yontemler genetik alanindan diinya ekonomisine kadar
pek cok arastirmaya uygulanmis, yerlesik ve gilivenilir bir metodolojiye sahiptir
(Keith, 2008).

16.00 gekans 2

191.0

16.00 gekans 3

Sekans 1

Sekans 4

Sekil 1.11: Komsu birlestirme metodu ile olusturulan filogenetik aga¢ (Jalview).
1.2.8.3 Proteinlerin evrimsel korunma mekanizmalari

Coklu sekans hizalamalari, diziler arasindaki yapisal, fonksiyonel veya evrimsel
iligkileri belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir hizalamada gbzlemlenen

amino asit degisimlerinin ¢ogu notrdiir. Bu durum, proteinin bu pozisyonda ne kadar
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toleransli oldugunu belirtmektedir. Ornegin, hemoglobin proteininin en islevsel kismi
heme grubu, proteindeki diger amino asit bolgelerine gore daha az degisime ugrar.
Tolerans gosteremeyen proteinlerde islevsel olarak farkliliklar ortaya ¢ikabilmektedir
(\Valdar, 2002). Protein sekans-yapi-fonksiyon c¢alismalarindan biri proteinlerin
pozisyona bagli evrimsel korunma diizeyi ve tipini belirlemeye dayalidir. Evrimsel
korunma, protein igerisindeki amino asit pozisyonlarinin protein yapi ve iglevine ne
kadar etki ettigine gore derecelendirilmektedir. Protein fonksiyonlari i¢in tehlikeli ve
etkisiz mutasyonlarin belirlenmesi, buna ek olarak amino asitlerin fizikokimyasal
Ozelliklerinin (hidropati, yiikk, boyut vs.) yapisal biitiinliige etkisinin incelenmesi
evrimsel koruma caligmalar igerisindedir (Miller & Kumar, 2001).

Protein sekanslarinin konumsal (amino asit pozisyonu) koruma analizi i¢in ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir. En sik kullanilan konumsal koruma yontemlerinden biri
sum-of-pairs (SP) skorlaridir. Bu yontem hizalanmis sekanslarin her kolonundaki
amino asit ¢iftleri arasindaki benzerliklerin toplamini hesaplayarak korumayi tanimlar.
Benzerlik degerleri ise skorlama matrislerinden elde edilir (Karlin). Kullanilan bir
baska konumsal koruma yodntemi amino asitlerin hizalanmis sekans igerisindeki
frekans oranlarini (entropi bilgisini) kullanarak sekans degiskenligini hesaplamaktadir
(Sander Schneider). Sekans seti igerisinde tekrar eden sekanslarin sistemi
baskilamamasi i¢in agirlikli skor hesaplamalari da kullanilmaktadir. Bunun disinda
olasilik hesaplamasi yapan maksimum olabilirlik yontemi gibi istatistiksel yontemler
de kullanilmaktadir. Su anda ise makine &grenimi (machine learning) tabanlh
yontemler kullanilmakta ve gelistirilmektedir.

ConSurf adindaki internet tabanli program sekans igerisindeki her bir pozisyonun
evrimsel mutasyon skorunu 6 farkli skorlama matrisi kullanma segenegi sunarak
bayesci ¢ikarim yontemiyle ya da maksimum olabilirlik yontemiyle hesaplamaktadir.
ConSurf, sonuglari referans alinan bir protein/DNA/RNA (zerinde gorsel olarak
renklendirerek gostermektedir. Bir proteindeki bir amino asit sadece sekans
diziliminde bulunan ¢evre amino asitleriyle etkilesimde olmaz. Katlanma yapilar
oldugundan etkilesim igerisinde olan amino asit gruplari ancak ¢ boyutlu protein
yapisti tizerinden gozlenebilmektedir. Bu yontemin kullanilmasiyla sekans tzerindeki
bir amino asit degisimi ya da korunumu {i¢ boyutlu yap1 iizerinde tanimlanabilmekte
ve daha kolay bir sekilde incelenebilmektedir (Landau vd., 2005);(Ashkenazy vd.,
2016).
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Bu alanda yapilan bagka bir calisma ise proteinlerin amino asit pozisyonlarinda
meydana gelen her olas1 degisim (kendisi disinda 19 amino asit) i¢in mutasyon haritasi
cikarilarak SNP’lerin bir diger adiyla tek amino asit degisimlerinin sekans iizerindeki
etkisinin arastirilmasidir.

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) adindaki bir program, protein fonksiyonuna
etki edecek amino asit degisimlerini var olan skorlama matrislerini kullanmadan
kendisi pozisyona 6zel matrisler olusturarak ifade eder. SIFT ilk olarak verilen bir
protein sekansi i¢in benzer sekanslardan bir set olusturur. Bu protein sekanslarinin,
coklu sekans hizalanmasini elde eder. Hizalamadaki her pozisyonda goriinen amino
asitlere bakarak olasilik hesabi yapar. Belirlenen esik degeri altinda hesaplanan
olasiliklara sahip amino asitleri tehlikeli amino asit olarak kabul eder. Bu sekilde
yapilan tahminlerle protein fonksiyonunda degisiklige sebep olabilecek olasi amino
asit degisimleri belirlenir (Sim vd., 2012);(Ng & Henikoff, 2001).

SNP’lerin etkilerini inceleyen bir baska program SNAP’tir (Screening for non-
acceptable polymorphisms). SNAP néral ag tabanli bir program olup girdi olarak
sadece sekans bilgisini alarak tehlikeli SNP’lerin fonksiyonel etkilerini tahmin etmeye
calisir. SIFT’te oldugu gibi pozisyona 6zel matris kullanilir. Sekans bilgisini
kullanarak ikincil yap1 ve ¢6ziicii erisilebilirligi (solvent accessibility) gibi bilgileri de
tahmin etmeye calisir. SIFT ile SNAP karsilastirildiginda tehlikeli ve notr SNP’leri
SNAP % 78 dogrulukta bulurken SIFT % 74 dogrulukta bulmaktadir (Bromberg &
Rost, 2007). Bilgisayar tabanli yontemlerle mutasyon haritalarinin ¢ikarilmasi yeni
deney ihtiyaclarmin belirlenmesi icin ve yeni nesil sekanslama ydntemlerinin
yorumlanmast i¢in yol gdstermektedir.

Baska bir koruma mekanizmasi, kovaryasyonlardir. Kovaryasyon, protein icinde olan
bir mutasyona bagli olarak baska bir bolgede mutasyon olmasi anlamina gelmektedir.
Kovaryant amino asitlerin pozisyonlarindan dolay1 fonksiyonel olarak islevleri
belirgin olmayabilir ancak proteinlerin énemli konformasyonlarinda fiziksel bir
etkilesim olusturarak bir iglev gosterebilirler (Thusberg & Vihinen, 2009). Fiziksel
temas igerisinde bulunan amino asitler birbirlerine bagli olarak mutasyon gegirirler.
Bir amino asit mutasyona ugrarsa temasta bulundugu diger amino asit de mutasyona
ugrama egilimi gosterir. Bir calismada ¢oklu sekans hizalamasi yapilarak her bir
pozisyon i¢in degisim matrisi ¢ikarilmistir. Bu matrislerden yararlanilarak her iki

pozisyon arasindaki temas haritas: ¢ikarilmistir. Cikarilan haritalar deneysel olarak

25



elde edilmis temas haritalariyla karsilastirilmigtir. 11 protein ailesi igin yapilan
karsilastirmada % 37 ile % 55 arasi dogru tahmin sonuglari elde edilmistir. Dogruluk
oraninin arttirilmasi i¢in korelasyona sahip mutasyonlarin ¢oklu hizalamada yapisal
ve fonksiyonel gruplarin ayrilabilmesiyle olabilecegini belirtmektedirler (Gobel,
Sander, Schneider, & Valencia, 1994). Bu sayede yapisal olarak degisime ugramis olsa
da fonksiyonel kisimda bir etki yaratmayan amino asitler tanimlanabilir. Bir bagka
calismada 4 farkli kovaryans algoritmalarinin performanslar1 ve dogruluk oranlar
karsilastirilmistir. Pfam veri seti ile yapilan hizalamalar i¢in, McBASC ve OMES
algoritmalarinin kovaryasyona sebep olan amino asit eslerini bulmada SCA ve MI
algoritmalarina gore daha basarili oldugu sonucuna varilmistir. Kovaryans
algoritmalar1 genellikle farkli derecelerde background korunma frekanslarini dahil
ettikleri icin McBASC ve OMES algoritmalari Pfam veri bankasindaki proteinlerin
evrimine daha uygun bir algoritmaya sahip oldugundan daha dogru tahminler
vermistir. Sonu¢ olarak farkli algoritmalarin kombine hale gelmesiyle diger veri
bankalar1 i¢in de uygulanabilecek algoritmalarin olusturulabilecegi one stiriilmiistiir
(Fodor & Aldrich, 2004).

Hopf ve arkadaslart mutasyonlarin etkilerini incelemek i¢in mutasyonlar arasi genetik
iliskiyi ifade eden epistaz bilgisini de dahil ederek amino asitlerin pozisyonlarina bagl
birbirleriyle olan etkilesimlerini ifade eden bir istatistiksel yontem kullanarak
mutasyonlarin etkilerini tahmin etmislerdir. Bu istatiksel yontemde bir pozisyonda
goriilen amino asitlerin degisimini ve o pozisyonuna komsu olan diger amino asitlerin
olusan degisime kars1 etkilerini bir enerji fonksiyonu olusturarak incelemislerdir. Elde
ettikleri tahminlerin 6nceki biyolojik verilerle tutarli oldugunu, epistatik etkilesimin
sisteme dahil edilmesiyle daha dogru mutasyonlarin degerlendirildigini ve yeni protein
sekans kiitiiphanelerinin tasarimina yardimci olacagini belirtmislerdir. Caligsmalarini
ayrica deneysel olarak elde edilen yiiksek verimli mutagenez sonuclariyla

karsilagtirmislardir. Su anda Evmutation evmutation.org platformu icerisinde yaklasik

7.000 insan proteini igin tahmin yapilmistir (Hopf vd., 2017).

Bu béliimde bahsedilen evrimsel 6rnekleme ¢alismalarinda sekanslarin bir kisminin
kendi i¢inde bir¢ok kere tekrar ediyor olmasi bir bagka deyisle sistemi domine ediyor
olmasi, evrimsel siirecin bagli oldugu parametrelerin fazla olmasi, yeterli deneysel
sekans verisinin olmamasi bilgisayar tabanli sonuglarin yorumlanmasini

zorlastirmaktadir (Hopf vd., 2017). Genetik varyasyon ve evrim mekanizmalarinin
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analizlerinin daha dogru sonu¢ vermesi i¢in, yukarida bahsedilen limitasyonlara
¢oziim bulunmasi1 gerekmektedir.

Antijenik strtklenmeyle yeni sekans yapilarinin olusmasi nedeniyle, mevsimsel grip
astlarinin etkili kalmasi igin sik sik guncellenmeye ihtiyaci vardir. Neher ve
arkadaglari, viriisler arasi antijenik mesafenin genetik farkliliklarla iligkisine
dayanarak, Olculen antijenik verileri yorumlamak ve antijenik olarak karakterize
edilmemis viriislerin Ozelliklerini tahmin etmek ve gelecekteki grip virlisii
populasyonlarinin bilesimini tahmin etmek igin bir model gelistirmislerdir. Nextflu
adinda gelistirilen bu program influenza viriisleri arasinda genetik iliskileri neredeyse
gercek zamanli olarak incelemektedir (Neher, Bedford, Daniels, Russell, & Shraiman,
2016). Bu program sekanslarin filogenetik agacini olusturarak maksimum olabilirlik
metodunu kullanarak mutasyon frekanslarini ¢ikarmaktadir. Ayrica deneysel olarak
elde edilmis hemaglutanin proteini inhibisyon testleriyle birlikte olasi sekanslari
tahmin etmektedir. Filogenetik agac iizerindeki antijenik 6zellikleri ve Hemaglutanin
Inhibisyon (HI) titer verilerinin modellerini influenza virusiinin evrimini
gorsellestirmek i¢in interaktif izleme aract olan nextflu.org platformuna entegre
etmislerdir. Mevsimsel grip asilarinda kullanilacak suslarin segimi igin nextflu 6nemli
bir program haline gelmistir (Neher & Bedford, 2015). Diger viriislerin de
incelenebilecegi bir platforma sahip olan Nextflu daha sonra Nextstrain nextstrain.org
olarak yeni bir platformda, endemik viral hastaliklar1 (mevsimsel influenza, dang) ve
pandemik viral salginlar1 (kus gribi, Zika, Ebola) incelemekte ve sekans tahmin
sonuglarimi giincellemektedir (Hadfield vd., 2018). Ancak olusturduklari model ayni
amino asit pozisyonunun, filogenetik agacin farkli boliimlerinde bir¢ok kez mutasyona
ugramast durumunda tahminlerde hatalara sebep olmaktadir.

Su ana kadar olusturulan modellerde ve fonksiyonlarda tam olarak viriislerin nasil bir
evrimsel siirecten gectigi kesin olarak bulunamamistir. Rastsal mutasyonlarin
meydana gelmesi sistemi komplike bir hale getirmektedir. Bu nedenle tam dogru sonug
veren bir tahmin metodunun olusturulmasi zordur. En yakin tahmin modelinin
olusturulmas1 i¢in bir¢cok c¢aligma grubu caligmalarina devam etmektedir. Bu tez
kapsaminda biz de zaman bilgisini var olan baz1 modellere ve yeni olusturdugumuz
modellere entegre ederek sistem iizerinde nasil bir etkiye sahip oldugunu inceledik.

Kullanilan metodlar gelecek boliimlerde detayli olarak anlatilmaktadir.
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2. MATEMATIKSEL MODELLEME VE SAYISAL YONTEMLER

Giris boliimiinde de detayli bir sekilde anlatildig1 lizere, evrimsel surecte meydana
gelen degisimler sonucu viriis yayilimina engel olmak i¢in yeni ila¢ tasarimlar1 ya da
virts Gzerinde yeni ila¢ hedefleme bolgeleri arastirilmaktadir. Bu proje kapsaminda
influenza A grip virlisunun yiizey proteini néraminidaz (NA), hedef olarak alinmustir.
Bu ylizey proteini, viriisiin konak hiicreden disar1 ¢ikmasina yardimci olmaktadir. Bu
proteinin islevini yerine getirememesi durumunda, virlis diger hiicrelere
yayilamamaktadir. Bu nedenle néraminidaz proteini bir¢cok bilimsel ¢alismada hedef
olarak kullanilmistir. Bu projede hedef olarak kullanilmasinin sebebi néraminidaz
proteini degisime ugradigr i¢in ilaglarin etkisi azalmakta ya da ilaglar etki
gosterememektedir. Bu durum grip hastaliklarinin diinyada yayginlagsmasina sebep
olmaktadir. Grip viriisiiniin evrimsel degisiminin anlagilmasi bu nedenle biiyiik bir
onem arz etmektedir.

NA proteinindeki degisimlerin incelenmesi ic¢in farkli sehirlerden ve yillardan
toplanmis olan sekans verilerinin evrimsel iliskisinin ¢ikarilmasi gerekmektedir. Bu
bilgiden yararlanilarak NA proteini lizerinde degisime kars1 hassas olan ve korunan
bolgeler, farkli modeller kullanilarak tespit edilecektir. Kullanilan ve gelistirilen
modeller (fonksiyonlar) bu béliimde detayli olarak bahsedilmektedir. Elde edilen
model sonuglart haritalar tizerinde resmedilmistir. Bu haritalar, NA protein sekansi
tizerindeki pozisyonlarda goriilebilecek degisme olasiliklarini gostermektedir.

NA proteinin evrimsel degisiminin tahmin edilebilmesi i¢in pozisyon bilgisine ek
olarak o pozisyonlarda goriilebilecek olasi amino asitlerin bilinmesi gerekmektedir.
Bu bilgiyi ise amino asit frekanslar1 hesaplanarak elde edilebilir. Dogada her amino
asidin birbirine doniisme olasilig1r ayni degildir. Her amino asit sadece bir tane 3’lii
niikleotid tarafindan degil birka¢ kodondan iiretilebilmektedir. Bu nedenle kodon
tablosu yardimiyla her amino asidin iiretilme olasiliklar1 hesaplanmis ve beklenen
frekanslar1 elde edilmistir. Ayrica veri seti igerisindeki amino asit dagilimlarina
bakilarak dogal frekans hesabi ile amino asitlerin birbirlerine doniisme olasiliklar1 elde

edilmistir.
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Her viriis i¢in evrimsel siire¢ ayn1 hizda ilerlememektedir. NA proteininin mutasyon
hiz1 bilgisi gelecekte karsilagabilecegimiz farklt NA proteini varyasyonlarinin tahmin
edilebilmesi icin 6nemlidir. Bu bilgi ile protein zerinde gdzlemlenebilecek bir
degisimin ne kadar siirede meydana gelebilecegini ya da belli bir siire igerisinde NA
tizerinde kag farli yerde degisim gozlemlenebilecegi bilgisi elde edilecektir.

Mutasyon haritalari, amino asit frekanslar1 ve mutasyon hizi bilgisi ile NA proteinin

evrimsel degisiminin tahmin edilmesi amaglanmistir.

2.1  Noéraminidaz Proteininin Evrimsel iliskisinin incelenmesi

Ornek olay incelemesi olarak secilen influenza A virlisii yiizey proteini néraminidaz
(NA) icin, ilk olarak sekans verileri toplanmistir. Bunun igin genis ve kapsamli viriis
verisine sahip olan Influenza Research Database (IRD veya fludb) ve Influenza Virus
Resource kullanmilmistir. Fludb, kuslardan ve memelilerden izole edilen influenza
virtslerinin fenotipik, genomik ve proteomik verilerini igermektedir (Url-3). Bu veri
bankalarindan yararlanarak, 1918-2018 yillar1 arasinda insandan izole edilen NA
(HINT1 viriisii) protein sekanslarini i¢ceren bir veri seti olusturulmustur.

Eksik tanim igeren, iilke, y1l bilgisi eksik olan, tanimlanamayan amino asit sayist ¢ok
olan (X iceren) sekanslar, olusturdugumuz veri seti igerisinden elenmistir. Eleme
sonrasinda sekanslarin yillara ve bolgelere gore nasil bir dagilim gosterdigi
incelenmistir.

Veri seti igerisinde farkli yillarda ya da farkli bolgelerden gelen ve tamamen ayni
sekansa sahip veriler de bulunmaktadir. Bu tip ayni1 sekanslarin olusturulacak olan
sistem igerisinde baskin gelerek hatali sonuglara neden olmamalari igin bu sekanslar
gelistirilen bir kod kullanilarak veri seti i¢erindeki her bir sekans birbirinden farkli
olacak sekilde sadelestirilmistir. Bu sadelestirilmis (non redundant) set bu tez
kapsaminda ana girdi seti olarak kullanilmistir.

Derlenen veri setindeki sekanslarin evrimsel iligkileri filogenetik agac olusturularak
incelenmistir. Filogenetik aga¢, aym evrim agaci gibi, virilisler arasi yakinlik
iligkilerini vermektedir. Yillar icinde NA proteininde meydana gelen degisimler ile bu
agacin dallanma sayis1 artmistir. Filogenetik agac olusturulmadan 6nce ¢oklu sekans
hizalama yontemlerinden biri olan Clustal Omega programi kullanilarak veri setindeki
sekanslar skorlama matrislerine gore hizalanmistir. Jalview adinda bir program

aracilifiyla ortalama mesafe metoduna gore filogenetik agac olusturulmustur. Bu
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program igerisinde ayrica dizi hizalamalar1 gorintiilenebilmektedir. Bu sayede
filogenetik agacta goriilen gruplagmalar ya da ayrismalar sekans dizileri Gzerinde

renklendirilerek goruntilenebilmektedir.

2.2 Amino Asitler Arasi iliski ve Skorlama Matrisleri

Ortak bir atadan evrimlesen protein sekanslari, benzer amino asit dizileri ve
pozisyonlar1 icermektedirler. Bir proteinin evrimi sirasinda, belirli bir pozisyondaki
amino asit, farkli bir amino asidin (6r. izoldsin, valinin yerini alir) yerine gegebilir.
Sekil 2.1°de bulunan tabloda her bir amino asidi olusturan 3’1 niikleotidlerin (kodon)
farkli kombinasyonlar1 bulunmaktadir. Bu tablo okunurken i¢ten disa dogru toplam 3
adimda her bir adimda 4 nikleotidden biri segilerek gergeklestirilir. Bu
kombinasyonlara bakildiginda bir amino asit birden fazla kodon tarafindan
olusturulabilmektedir ve her amino asidin olugma olasiligi ayni1 degildir. Kodon
tablosundan yararlanilarak elde edilen beklenen amino asit frekanslar1 Sekil 2.2°de

bulunmaktadir.

Baslangic
P> Baslangc
@ Bitis

Sekil 2.1: Kodon tablosu (Url-9).

Beklenen amino asit frekanslariyla dogada her zaman karsilasilamamaktadir. Farkli

protein ailelerinde her amino asit i¢in farkli bir frekans dagilimi goriilebilmektedir.
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Gorulen bu farkliliklarin bazilari, beslenme kosullart ve ¢evre gibi dig faktorlerden,
bazilar ise, proteinin ikincil yapisi, biiylikliigli ve yiizey/hacim oranmi gibi fiziksel
faktorler ile agiklanabilir. Bu nedenle her sekans seti i¢in ayrica gdzlemlenen amino

asit frekanslar1 hesaplanmaktadir.
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Amino Asitler

Sekil 2.2: Amino asitlerin dogada beklenen frekanslari.

Belirli bir amino asit veya niikleotidin bir digerinin yerini alma olasilig1 sayisal olarak
ifade edilmelidir. Bu bilgi bir skorlama matrisi (benzerlik matrisi) olarak adlandirilan
bir matriste tanimlanmaktadir. Bu matrisler amino asitler arasinda gozlemlenen
degisim frekanslarina dayali olarak yapilandirilir.

Qij i ve ] amino asitleri arasindaki degisim frekansi, bir diger adiyla dogal frekansi
P ve Pj sirasiyla i ve j amino asitlerinin beklenen frekansi oldugu kabul edilirse

yer degistirme skoru S; ;, dogal ve beklenen frekans degerlerine baghdir. Bu baginti

g
Esitlik (2.1)’de goriilmektedir (Lipman, Wilbur, Smith, & Waterman, 1984).

| Qi
i _InLF’ixF’jJ 2.1)

Yakin derecede evrimlesmis protein dizileri hem yapiy1 hem de islevi korur (Wilson,

Kreychman, & Gerstein, 2000). Eger iki sekans, ortak bir atadan evrimlesirse, o0 zaman
homolog sekanslar olarak adlandirilir. Homolog dizilerin % 100 6zdes olmasi
gerekmez ve benzer bir amino asit esdeger konumda yer alabilir. Genel olarak yapilar
ve islevleri i¢in O6nemli olan kisimlar korunur. Benzer fizikokimyasal ozellikleri
paylasan amino asitler siklikla daha yiiksek frekanslarla degismektedir. Bir diger
deyisle, benzer olan amino asitlerin birbirlerine doniisme olasiliklar1 yiiksektir
(Mathura & Kangueane, 2009). Ornegin, hidrofobik ve nétr bir amino asit olan

izolosinin, bir baska hidrofobik ve nOtr amino asit olan valine doniisme frekansi,
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pozitif yiiklii bir amino asit olan arjinine doniisme frekansindan yiiksektir. Margaret
Dayhoff, dogal olarak gozlenen amino asit frekansindan ilk skorlama matrisini
tiretmistir (Cizelge Ek 1). Hemen hemen ayni sekanslara sahip olan birkag protein
ailesinin her bir pozisyonunda meydana gelen degisimleri manuel olarak hesaplayarak
evrimsel benzerliklerini ortaya cikarmstir. Boylece, gozlemlenen
mutasyonlardan/degisimlerden, iki amino asidin birbirinin yerine ge¢me olasi
frekansin1 bulmaktadir (Dayhoff, Schwartz, & Orcutt, 1978). Dayhoff, Point-Accepted
Mutation’t (PAM) evrimsel bir ayrisma birimi olarak tanitti. Bir PAM birimi, bir
protein dizisinde 100 pozisyon arasinda 1 amino asit degisimi olarak tanimlanir. Bu
gibi dizi kiimelerine dayali olarak yapilan skorlama matrisi PAM1 matrisidir. PAM250
ise ¢ok farkli sekanslar arasinda beklenebilecek degisimlere karsilik gelir. PAM
matrisi yakinlik derecesi yiiksek olan sekanslar i¢in kullanilir. Steven ve Jorja
Henikoff, BLOSUM (Blok Degistirme Matrisi) matris setini olusturdu (Cizelge Ek 2)
(Henikoff & Henikoff, 1992). Bir protein ailesinin global hizalanmasina (Bakiniz
Bolim 1.2.8.1) dayanan amino asitlerin degisim frekansini tliretmek yerine, lokal
hizalama veya bloklar kullanmiglardir. BLOSUM, PAM  matrislerinin
olusturulmasindaki gibi, bir ekstrapolasyon teknigi ile protein dizileri arasinda
gozlemlenen degisimler kullanilarak yapilandirilmistir. Bu bloklar protein ailesi
icindeki korunmus segmentleri temsil eder. % 62 6zdes amino asit paylasan diziler
BLOSUMG62 matrisi olarak adlandirilir. Birka¢ 6zdes sekansi paylasan oldukga farkli
sekanslar icin BLOSUM30 kullanilmalidir. Her ikisi de 24 X 24 matristir ve her iki
durumda da korunan amino asitler yiiksek puanlar verirken, beklenmeyen yer
degistirmeler daha diisiik puanlar vermektedir. Orijinal PAM veya BLOSUM
matrislerine bagli ¢esitli skorlama matrisleri tiiretilmistir. GONNET (Benner, Cohen,
& Gonnet, 1994) (Cizelge Ek 3) ve PET (Jones, Taylor, & Thornton, 1992) (Cizelge
Ek 4) adli skorlama matrisleri mevcut dizilerin kapsamli bir listesini kullanilarak

tiiretilmistir.

2.3 NOraminidaz Proteininin Bolgesel Mutasyon Egilimlerinin Hesaplanmasi

Bir proteinin yapisini ve islevini koruyabilmesi, protein sekansindaki amino asitlerin
korunmasina baglidir. Coklu hizalama yontemleri kullanildiktan sonra her bir amino
asit pozisyonunda meydana gelmis olan amino asit degisimleri, bir skor ile ifade

edilmektedir. Bu skorlar amino asit korunumu hakkinda bilgi vermektedir. Son otuz
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yilda, pek ¢ok skorlama fonksiyonu olusturulmustur, ancak her bir fonksiyon farkli
derecelerde parametreleri dahil ettikleri icin standart bir fonksiyon ortaya
cikarilamamstir (Valdar, 2002). Bu bélimde farkli skorlama fonksiyonlarinin
oOzellikleri ve formulasyonlar1 incelenmektedir ve tanimlanmaktadir. Bunun yaninda
bu projede olusturulmus skorlama fonksiyonlari bulunmaktadir ve bu fonksiyonlar var

olan diger skorlama fonksiyonlartyla karsilagtirilmistir.

2.3.1 Skorlama fonksiyonlari

Valdar ve ¢aligma grubu arkadaslar1 var olan skorlama fonksiyonlarini 6zelliklerine
gbre gruplara aymrarak incelemislerdir. incelemeye gore sadece frekans igeren
fonksiyonlarin veya sadece benzerlik matrisi ile hesap yapan fonksiyonlarin, yani
sadece tek parametre kullanilarak olusturulan fonksiyonlarin diger fonksiyonlara gére
daha fazla hata payina sahip oldugu gortilmistiir (Valdar, 2002).

Bu sebepten dolay1 en diisiikk hata payma sahip oldugu gosterilen 2 fonksiyon grubu
bu tez kapsaminda incelenmistir (Sekil 2.3). Bu iki grup igerisindeki fonksiyonlar
skorlama matrislerini kullanarak hesap yapmaktadir. ikinci grubu, birinci gruptan

ayiran Ozellik her sekans icin bir agirlik katsayis1 eklenmektedir.

Grup 1 Grup 2

Karlin

BNT2 Sander

BNT3 Valdar
Hogervorst

Sekil 2.3: Skorlama fonksiyonlarinin gruplanmasi.

Asagidaki veri seti Ornegi kullanilarak bu iki grup igerisindeki fonksiyonlarin
elemanlart agiklanmigtir. Veri seti igerisinde L uzunlugunda amino asit dizilimine

sahip, N farkli protein sekans1 bulunmaktadir.
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Sekans#  Primer Yapi

1 ABC . . . ... ... .XYZ
2 ABC . . . .. ... . .XYZ
N ABC . . . .. ... . .XYZ
Pozisyon: 123 . . . . . . . . . . . .L

Karlin fonksiyonu, fyaqin(X), birinci grup igerisinde bulunan bir fonksiyondur

(Esitlik (2.3)). Skorlama matrisi, m, Esitlik (2,2)’deki M hesab:1 yapilarak karlin

modeline entegre edilir. s;(x), | sekansindaki X pozisyonunda bulunan amino asidi

ifade etmektedir. Ayni sekilde, s;(x), ] sekansindaki X pozisyonunda bulunan

amino asidi ifade etmektedir. Toplam formiilii ile veri setindeki her bir sekans diger
bir sekans ile karsilastirilarak mutasyon skoru hesaplanmaktadir. X kolonundaki her

amino asit ¢ifti igin hesaplama yaparak o sonuglarin toplamini mutasyon skoru olarak
ifade eder. mlle carparak modeli normalize eder. Ornegin; bir kolondaki tiim

aminoasitler es ise sonug 1 ¢ikar.

ab) = m(a,b)
M(ab)= \/m(a,b)m(a,b) (22)
fkarlin(x)=ﬁ$§il\ﬂ (Si (X),Sj (X)) (2.3)

Ikinci grup fonksiyonlarda, skor hesaplanirken veri setindeki sekanslar arasi
benzerlikler, bir katsay1 ile sisteme dahil edilmektedir. Hesaplanan katsayilar
sekanslarin  veri seti icerisindeki agirhiklarini  gdstermektedir. Ikinci grup

fonksiyonlardan biri olan Sander, fg,,qer (X) olarak ifade edilmektedir (Esitlik (2.7)).
Sekanslarin  birbirlerine olan benzerlikleri, d(si (x),s-(x))formUIU ile mesafe

(distance) hesab1 yapilarak katsay1 hesabina dahil edilir. 1 ve | birbirinden farkl
sekanslar olmak (zere X pozisyonundaki amino asitler i¢in, amino asitler ayn ise 1
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degerini alirken farkli amino asitler bulunuyorsa 0 degerini almaktadir (Esitlik (2.4)).
Esitlik (2.5)’te katsayr hesabinin formiilii goriilmektedir. Esitlik (2.6)’daki L bir
sekansin amino asit sayisimi ifade etmektedir. Her iki sekans icin hesaplama
yapildiktan sonra, hesaplanan her bir deger A hesabi ile tiim mesafelerin toplam

degerine bolinmiistiir (Esitlik (2.5)).

1 Si(X):SJ'(X)
(s1(x).5;(0) {0 5,00 %5, (2.4)
L
Wy =1-2 3 d(6 (9,55 () (2.5)
N N -
A =(z > d(s(%),5 (x))J (2.6)
ij>i
fsander (X) = ﬂ% % Wijm(si (x),sj (x)) 2.7)
ij>i

Valdar fonksiyonunda, figq4ar(X), Esitlik (2.11), mesafe hesabi birim matris
kullanilarak degil skorlama matrisi kullanilarak hesaplanmistir (Esitlik (2.8)).
Sander’de oldugu gibi d(s;(x),s;(X)), mesafe hesabr i¢in skorlama matrisi sonuglari,
M (s;(x),s; (X)), total amino asit dizilimi sayisina, L, bolinmiistiir (Esitlik (2.9)).
Sander fonksiyonunda karsilastirilan iki sekans i¢in ortak bir deger hesaplanirken,
Valdar fonksiyonunda katsayi, w;, bulunurken her bir sekans icgin tek tek hesap
yapilmaktadir. Her bir sekansin diger sekanslara gdre mesafesi hesaplanmis ve

sonunda N —1degerine bolinmistiir (Esitlik (2.10)).

m(a,b)—min(m)

a = bosluk, b # bosluk

M (a,b) =< max(m)—min(m) (2.8)
0 a =bosluk, b = bosluk
L
d(sj(x),s;(x)) =1—%ZM (si(x),85(x)) (2.9)
1N
W == > d(s(9,5; () (2.10)
i#]
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N N WW; M( (x ),sj(x))

fraldar () =2 2 N N (2.11)
i j>i ZZWW
i j>i

Birinci gruba dahil olan diger 3 fonksiyon, sirasiyla fgy7o(X), fgnra(X) ve
fhogervorst (X) » bu proje igerisinde olusturulmustur. Esitlik (2.12)-Esitlik (2.14)’te
bulunan m(si (x),8; (x)) diger fonksiyonlarda oldugu gibi skorlama matrisindeki

skoru ifade etmektedir. X pozisyonunda bulunan amino asitler sirasiyla j >1 olmak
tizere her 1 sekansi, j sekansi ile karsilastirilarak hesaplamalar yapilmaktadir.

Hesaplamalar sonucunda, a, secilen fonksiyon olmak (zere, her fonksiyon sonucu,

£,"°"™ (x) , Esitlik (2.15)’e gdre normalize edilmektedir.
w04 ) (T o
e T
a3 & (s ()’Sz’m(xs,)([:,(s, ((:));E;)z:)rl(;, <))> 0N 510
f 1oy __Ta(¥—min(fy) 015

max ( f,)—min( f,)
Yukaridaki skorlama fonksiyonlari kullanilarak NA proteininde hassas ve korunan
amino asit bolgeleri mutasyon skorlar1 hesaplanarak tespit edilmistir. Her bir mutasyon
fonksiyonu sonucu olan mutasyon skorlarinin haritalar1 ¢ikarilmistir. Bu sonuglar

Bolim 3’te verilmektedir.

2.3.2 Metotlar arasi korelasyon incelemesi

Korelasyon haritalart olusturulurken Esitlik (2.19)’de Corr(A,B)formUIasyonu

kullanilarak elde edilmistir. Bu esitlik kovaryasyon hesabinin standart sapma
hesaplarina boliimiiyle elde edilmektedir. Kovaryasyon hesabi Esitlik (2.18), standart
sapma hesabi Esitlik (2.17) ve ortalama hesabi Esitlik (2.16)’da gortilmektedir.
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X+ X+t Xy

mean(A) = N (2.16)
m—1n-1 )
stdev(A) :(m-n—lj' g E(A'j —mean(A)) (2.17)
1 mdnd
Cvar(A,B) = 2 j:O((A” —mean(A))-(Bi‘j —mean(B))) (2.18)
Corr(AB) = C VA (AB) (2.19)

(stdev(A)-stdev(B))

2.4 Proteinlerin Evrimsel Degisimlerinin Tahmini

NA proteininde meydana gelebilecek tehlikeli mutasyonlarin bilinmemesi ileride
olusabilecek pandemik ve endemik salginlarin 6ngériillememesine sebep olmaktadir.
Bu salgimlar meydana gelmeden dnlem almak biiyiik bir dnem tagimaktadir. ileride
olusabilecek mutasyonlarin tahmin edilmesi ile tehlikeli salginlara karsi onlem
alinabilir. Bu boliimde elde edilen mutasyon haritalarindan, amino asit frekanslarindan
ve NA proteininin mutasyon hizindan yararlanarak ileride olusabilecek mutasyonlar
tahmin edilmistir. Dogada proteinler lizerinde meydana gelen degisimler rastsal olarak
meydana gelmektedir. Bu sebeple rastgele yiirliylis metodu kullanilarak NA
proteininde meydana gelebilecek mutasyonlar tahmin edilmistir. Kullanilan yontemin

ve parametrelerin detayli agiklamalar1 asagidaki alt boliimlerde bulunmaktadir.

2.4.1 Noraminidaz proteininin mutasyon hizinin hesaplanmasi

Viriislerin mutasyon hizlari, viriislerin evrimini anlamak ic¢in gerekli 6nemli bir
veridir. Mutasyon hizi, genetik bilgideki bir degisikligin sonraki jenerasyonlara gegme
olasiligim ifade etmektedir. Mutasyon hizi, yeni konak hiicreye adapte olma, yeni
yayilim yollar1 bulma ve immiin ataklardan kagma hizina da etki etmektedir. Eger bir
virlisin mutasyon hizi yiiksek ise yukarida bahsedilen parametre hizlari da yiiksek
olacaktir. Boyle bir durumda yeni olusan viriisler 6liimciil ya da tehlikeli etkilere sebep
olabilmektedir (Sanjuan, Nebot, Chirico, Mansky, & Belshaw, 2010);(Sanjuan &
Domingo-Calap, 2016).
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RNA genetik materyalini tasiyan viriisler yiiksek genetik degiskenlige sahiptir.
Yiiksek oranda degisim gosteren RNA viriisleri degisen ortamlara hizli bir sekilde
adapte olabilir ve boylece ilaca direng gostermelerine veya bagisiklik sisteminden
kagmalarma yardimci olur. RNA tasiyan influenza virlsunin hiicresel enfeksiyon (7
saat) ve kopyalanmus niikleotid basina ortalama 2.5x10° mutasyon hizina sahip oldugu
deneysel ¢aligmalar sonucu bilinmektedir (Sanjudn & Domingo-Calap, 2016). Bu
bilgiden yararlanilarak yillik mutasyon hiz hesabi referans alinan makale icerisimde
verilmis. Ancak orda yapilan hesaplamaya gore olasilik degeri yil sayisi arttikga 1
degerinin iizerine g¢ikmaktadir. Bu nedenle dogru sonuglar elde edebilmek igin
deneysel dlglim verisinden yaralanarak mutasyon hiz hesabi i¢in asagidaki esitlikler
olusturulmustur. Ayrica influenza genomunda meydana gelen mutasyonlarin sadece
%10’luk kism1 néraminidaz kisminda gergeklesmektedir (Visher vd., 2016) Esitlik
(2.20)’de NA proteinini kodlayan nikleotid bolgesinin 7 saatlik hiicresel enfeksiyon
siklusunda sahip oldugu mutasyon hizi hesaplanmaktadir. 7 saatlik deneysel mutasyon
hiz hesabindan yilda niikleotid basina diisen mutasyon hizi Esitlik (2.21) ile
hesaplanmistir. Niikleotidden protein hizim1 hesaplamak i¢in Esitlik (2.22)
olusturulmus ve 3 niikleotid 1 kodon (1 amino asit) denkliginden yararlanilmistir. Bu
bilgiler kullanilarak néraminidaz proteininin yilda ne kadar mutasyona ugradigi

asagidaki Esitlik (2.23) olusturularak hesaplanmustir.

Hoye =2.5%x107-0.1 (2.20)
Hiue =w (2.21)

H,oo =1-(1—H,)? (2.22)
H pr :1—[1—(Haa)z}I (2.23)

Esitlikte bulunan |, amino asit uzunlugunu, z , zamani ifade etmektedir. Hesaplamalar
sonucunda, 388 amino asit dizilimine sahip ndraminidaz proteininin yilda yaklasik bir
kere mutasyona ugrama olasiligina sahip oldugu bulunmustur (Sekil 2.4).

Bu bilgi skorlama fonksiyonlarina bir kosul olarak eklenmistir. Bu kosul su sekilde
islemektedir: Mutasyon skoru hesabinda sekanslarin yil bilgileri karsilastirilarak,
ancak sekanslar arasinda 0-1 yil fark olmasi durumunda hesap yapilmis ve ona gore

mutasyon haritalar1 ¢ikarilmistir.
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Sekil 2.4: Noraminidaz proteininin mutasyona ugrama olasilig.
Esitlik (2.23)’te goriildiigii lizere bir proteinin mutasyona ugrama olasiligi sekans
uzunluguna baglidir. Amino asit degisim hizi ayn1 olan farkli sekans uzunluklarindaki

proteinler igerisinde uzun sekansa sahip olanlar kisa olanlara gére daha gok mutasyona
ugrar (Sekil 2.5).

0 100 200 300 400

Zaman (Ay)

o
NEEvYaaa b WN=O

Sekans Uzunlugu

Sekil 2.5: Sekans uzunlugu ve zaman degisiminin mutasyon olasiligina etKisi.
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2.4.2 Rastgele yiiriiyiis metodu

Rastgele yiirliylis, bir nesnenin bir dogru, yiizey veya hacim igerisinde her bir adim
birbirinden bagimsiz olmasi kosuluyla meydana gelen rastgele hareketidir. Rastgele
yiiriiyiis, olasilik teorisinde en ¢ok ¢alisilan konulardan biridir (Casella, Fienberg, &
Olkin, 2011).

Sistem igerisinde sistemi etkileyen parametreler bir toplam vektorii olarak ifade
edilmektedir. Bu toplam vektorii, ana vektordeki degerlerin art arda toplanmasiyla
olusturulan stokastik strecleri ifade eden bir vektordir. Rastgele yiiriiylisiin her bir
adimi, sifir ile toplam vektOriin maksimum degeri arasinda denk gelen rastsal sayiya
gore degisir. Toplam vektoriine rnek bir esitlik asagida verilmistir. Atilan rastgele bir
adimin denk gelebilecegi deger araligi, Aralik olarak tanimlanan esitlikte
gorilmektedir (Esitlik (2.24)). Atilan rastgele bir adimin, deger araligi fazla olan

pozisyona gelme olasiligi fazladir.

X [ 0<A<T
X + X T,<A<T,
Toplam=| X, +X;+Xg Aralik=| T, <A<T; (2.24)
X+ Xg . Xy | T SA<Ty

Influenza viriisiiniin evrimsel degisiminin tahmini icin iki ayr1 degisken vektori
kullanilarak rastgele yiirliyis metodu kullanilmistir. Skorlama fonksiyonlari
kullanilarak elde edilen mutasyon skorlar1 icin bir toplam vektorli ve amino asit
frekanslari igin ayr1 bir toplam vektorii olusturulmustur. Amino asitlerin frekanslar

i¢cin Sekil 2.6’daki siralama kullanilmistir.

Amino Asitler
ARNDCQEGHILKMFPSTWYYV

1223245678 91011121314151617181920

Sekil 2.6: Tahmin modeli i¢gin kullanilan amino asit siralamasi.

Ik olusturulan skor vektdrii, mutasyona ugrayacak pozisyonu belirlerken, frekans
vektor tahmin edilen pozisyonun hangi amino aside doéniisecegini belirlemektedir.

Ornegin; 100 amino asit sekans uzunluguna sahip bir protein icin, eger rastsal olarak
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atanan deger, ilk vektoriin (mutasyon skorlari) deger araliklarindan ikincisine denk
gelmis ise sekansin ikinci pozisyonunda bir degisiklik olacagi anlamina gelmektedir.
Atanan ikinci rastsal sayi, ikinci vektoriin deger araliklarindan birincisine denk gelmis
ise sekansin ikinci pozisyonundaki amino asit Alanin (A) amino asidine dontisecektir.
Tahmin modeli genel olarak bu sekilde ilerlemektedir.

Olusturulan bu model igerisinde islemler birbirinden bagimsiz bir sekilde gerceklestigi
i¢in belli periyotlarda rastgele yiirliyiis tekrarlanarak olasiliklarin yakinsayan sonuglari
kullanilmistir. Rastgele yliriiylis sisteminde atilan bir adimlarda meydana gelecek
mutasyon sayisi hesaplanan mutasyon hizi kullanilarak kararlastirilmistir. Bir yilda bir
mutasyon olma olasiligi oldugu Bolim 2.4.1°de hesaplanmistir, bdylece tahmin
modelinde bir adim atildiginda bir mutasyon gerceklesecegi anlamina gelmektedir.
Tahmin etmek istenen siirec bir yildan fazla ise sistem su sekilde ilerlemektedir: Ik
olarak tahmin edilen ilk yil i¢in periyot sayisi secilmistir. Periyot se¢imi yapilirken
300 sekans ile 5000 sekans tahmini i¢in gegen siire araliklarina bakilarak hesaplama
siiresi en uygun olan 2000 sekanslik periyotlarda tahmin yapilmistir. Sekil 2.7°te
2000’lik sekans tahmini yaklasik 3 saat siirerken periyot sayis1 3000°e ¢ikarildiginda
bu stireg 30 saate ¢ikmaktadir. 5000 oldugunda ise yaklasik 4 giin siirmektedir. Bu

nedenle her atilan adimda (tahmin yilinda) 2000 tane sekans tahmini yapilmaktadir.
400000
350000 A
300000 |
250000

200000 /

Saniye

150000
100000
50000 7
0 S99 000 00— — ""j:i’
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
-50000

Sekans Sayisi
Sekil 2.7: Tahmin modelinin hesaplama siiresi ile kullanilan periyotlar arasr iligkisi.

Periyot sayis1 kadar tahmin yapilmis ve bu grup icerisinde kiimeleme yapilarak kiime

eleman sayisinin en ¢ok oldugu ilk {i¢ kiimeden merkez sekans (temsilci sekans)

42



secilerek bir sonraki yil igin referans sekans olarak verilmistir. ikinci y1l igin degisim
ilk verilen referans sekans iizerinden degil de yeni olugsmus tahminlerden merkez
secilen sekans iizerinde olmustur. Bu dongii tahmin edilmek istenen yil sayis1 kadar
gerceklestirilmistir. Bu sayede sistem tamamen rastsal olarak degil evrimsel siirecin
isleyisi seklinde ilerlemistir (Sekil 2.9).

Kiimeleme, nesnelerin belirli 6zelliklerine gore farkli kiimelere ayrilmasidir. Farkli
kiimeleme yontemleri bulunmaktadir. Bu proje igerisinde hiyerarsik kiimeleme
yontemi kullanilmistir (Sekil 2.8). Hiyerarsik kiimeleme, her nesneyi bir kiimeye atar
ve yinelemeler yapilarak en yiiksek uyumu olan kiime ¢iftlerini birlestirir ve kiimeler
genellikle bir dendrogram olarak gosterilir (Bar-Joseph, Gifford, & Jaakkola, 2001).
Kiimeleme islemi i¢in R programlama dili kullanilarak girdi olarak mesafe matrisi
(PDS) verilmistir. Mesafe matrisi, global hizalama yontemlerinden biri olan
Needleman Wunsch yontemi kullanilarak olusturulmustur (Needleman & Wunsch,
1970). Global hizalama yontemi ile sekanslarin birbirlerine olan benzerlikleri
hesaplanarak benzerlik matrisi elde edilir. Elde edilen hizalama skoru ne kadar yiiksek
ise sekanslar birbirine o kadar benzer anlamina gelmektedir. Bu degeri sekanslar arasi
olusan mesafe olarak tanimlamak icin Esitlik 2.25 olusturulmustur. Mesafe, benzerlik
degerinin tam tersini ifade etmelidir. Birbirlerine en benzer sekanslarin mesafe
skorlari, diger sekanslar aras1 skorlara gére daha diisiik olmalidir. Mesafe degeri az
olan sekanslar birbirlerine daha benzerdir.

Merkez

Sekanslar Kiimeler Sekanslar

-
~~

Sekil 2.8: Kiimeleme islem basamaklari.

Kiimele yapilirken sisteme bir esik degeri verilmistir, bu esik degeri altinda mesafeye
sahip olan sekanslar, bir grup igerisine girmistir. Esik degeri, grup icerisinde merkez

sekansmn yakmsama durumuna gore belirlenmistir. Ornegin, esik degerinin

43



degismesiyle bir kiime igerisinde eleman sayisit degismeye devam etse bile merkez
sekans degismiyorsa sistem yakinsamaya baslamistir, bu bilgiden yararlanilarak esik
degeri se¢ilmistir.

1

PDSi,j = WSLJ

(2.25)

2.4.3 Tahmin performanslarinin incelenmesi

Yapilan tahminler sonucu elde edilen sekanslarin dogrulugunun analiz edilmesi
gerekmektedir. ileride karsilasilabilecek sekanslar su an igin var olmadiklarindan,
yapilan tahminler ile olan tutarliliginin anlasilmas1 miimkiin degildir. Bu nedenle su
an var olan sekanslar iizerinden performans analizi yapilmalidir. Analiz i¢in ilk olarak
veri seti icerisinde egitim ve dogrulama setleri olusturulmustur. Egitim seti, tahmin
icin gerekli olan bilgiyi sunan, bir baska deyisle, gelecekte olusabilecek veriyi tahmin
etmesi i¢in egitilen veri setidir. Dogrulama seti ise, gergekte gdzlemlenmis olan sekans

seti, yani, tahmin sonuglariyla varilmak istenen veri setidir.

2.4.3.1 Toplam benzerlik skoru hesabi

Tahminlerin, dogrulama seti ile olan benzerliklerinin hesaplanmasi i¢in Needleman-

Wunch yontemi kullanilmistir. N », eleman sayisina sahip dogrulama seti (A) ile Ng

, elemanl1 tahmin seti (B) igerisindeki her sekans birbirleriyle ikili olarak karsilastirilip
toplanarak PSS, benzerlik skoru elde edilmistir. Bu skor daha sonra eleman sayilarina

boliinerek normalize edilmistir. Normalize olan skor, toplam benzerlik skorunu

vermektedir (Esitlik 2.26) (Oren vd., 2007).

1 NaNg
TSSpp = D> PSS | (2.26)
ANB =1 j=1

Toplam benzerlik skoru ne kadar yiksek ise setler arasi benzerligin o kadar yiliksek

oldugu anlamina gelmektedir.

2.4.3.2 Pozisyona bagh ortalama amino asit farki hesabi

A, dogrulama seti, B, tahmin seti olmak lizere, A setindeki her i sekansi, B

setindeki her j sekansi ile karsilagtirilarak, V; ., farklilik matrisi elde edilmektedir

N

(Esitlik 2.28). Farklilik matrisinin elde edilmesi i¢in Esitlik 2.27 kullanilmistir.
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Sekil 2.9: Tahmin yilina gore tahmin akis semasi
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Her x pozisyonunda bulunan amino asit i ve j sekansi arasinda karsilastirilarak

eslesenler i¢in 1 eslesmeyenler icin 0 degerini almaktadir. Farklilik matrisi i¢in elde
edilen eslesme matrisi 1’den ¢ikarilarak farklilik matrisi olusturulmaktadir.
5;(X) =s;(x)

1
d(s (x),sj(x)):{o (2.27)

5; () = s;(X)

Vi | =Zi‘11—d(pﬁ(x),|3j(x)) (2.28)

Olusan bu matriste her bir kolon i¢in histogram olusturulmustur. Olusan her bir
histogram toplanarak eleman sayilarina, boliinerek normalize edilmistir (Esitlik 2.29).
Bu normalizasyon ile olusan her bir histogramin alan1 1 olmustur (Esitlik 2.30).
Histogramlar aras1 karsilastirma yapabilmek i¢in histogramlarin ortalamasi alinmastir.
Pozisyona bagl ortalama amino asit farki hesabi i¢in histogramdaki toplam DA, deger

araligindaki, her | deger aralig1, degerlerin dagilimi Hist; ile garpilarak toplanmustir

(Esitlik 2.31). Ornek bir histogram Sekil 2.10’da bulunmaktadur.

HISTOGRAM
0.4 T T T T T T
z 032 7
Eﬁ 0.24 .
=
= 0.16 .
oy
2 0.08 - .
0
0o 1 2 3 4 5 6 7
Deger Arahg
Sekil 2.10: Histogram Ornegi.
NB .
ZHistogram(\/<'>)
Hist = 12 (2.29)
NANB
D Hist=1 (2.30)
DA
TH =i~ Hist, (2.31)
i=0
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3. MODELLEME SONUCLARI VE YORUMLAR

Matematiksel modelleme ve sayisal yontemler boliimiinde bahsedilen metotlar
kullanilarak, ilk olarak NA proteini sekans verisi detayli olarak incelenmis, filogenetik
agag olusturulmustur. Bir nevi evrim agaci olarak da adlandirabilecegimiz filogenetik
agactan yararlanilarak, NA proteini gruplara ayrilmistir. Her bir grup iizerinden
mutasyon haritalart ve amino asit frekanslari c¢ikarilmis ve bir Onceki boliimde
hesaplanan mutasyon hiz1 bilgisi de kullanilarak tahminler yapilmistir.

Sekil 3.1°de NA proteinin evrimsel degisiminin tahmin edilmesi i¢in gerceklestirilen
adimlar akis semasi halinde verilmistir. NA proteini icin elde edilen tim sekanslar
incelenmis ve bu sekanslar asagida bahsedildigi sekilde egitim ve dogrulama setleri
olarak gruplara ayrilmistir. Farkli skorlama fonksiyonlar1 kullanilarak, egitim
setlerindeki sekanslar iizerinde amino asitlerin pozisyona bagli mutasyona ugrama
olasiliklar1 yani mutasyon haritalar1 elde edilmistir. Buna paralel olarak literatiirden
elde edilen deneysel veriler ile NA proteininin mutasyona ugrama hizi hesaplanmistir.
Bu iki bilgi, ne kadar siirede hangi bolgelerde mutasyon goriilecegini belirtirken,
mutasyonun gerceklesecegi bolgedeki amino asitlerin hangi amino aside doniisecegi
ise amino asit frekanslar1 hesaplanarak bulunmustur. Sonug olarak, bu (g bilgi rastgele
yiiriiyiis algoritmasi i¢erisinde kullanilarak karsilagsma olasiligi bulunan NA proteinleri
tahmin edilmistir. Son olarak, tahminler sonucu elde edilen verilerin tahmin

performanslari incelenmistir.

3.1 Noraminidaz Proteini Veri Setinin Analizi

Evrimsel tahmin metotlarinin gelistirilebilmesi icin ilk 6nce girdi olarak verilecek
verinin detayli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir. Veri bankalarinda bulunan
veriler diinya (zerinde gorulen tum influenza viruslerini degil raporlanan virls
sekanslarini icermektedir. Bu nedenle degerlendirme yapilirken dikkat edilmesi

gereken bir noktadir.
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| ]
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Skorlan AA Farklan

Sekil 3.1: Evrimsel degisimlerin tahmini i¢in olusturulan akis semast.
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Verilerin toplanmasinda etkili olan birgok parametre bulunmaktadir. Ornegin en ¢ok
verinin toplanmig oldugu Amerika Birlesik Devletleri’nin ve Singapur’un 2017 yilina
ait kisi basina diisen gayrisafi yurt i¢i hasila (GSYIH) degeri yaklasik 60.000 dolardir.
Bu nedenle iilkelerin gelismislik seviyeleri, gerekli laboratuvar donaniminin
saglanmasina olanak vermesinden dolay:1 toplanabilen veri sayisina etki etmektedir.
Veri sayisina etki eden bir bagka parametre ise dogal olarak nufustur. Cin gibi 1.42
milyar niifusa sahip bir llkede toplanan veri sayisi fazla olsa da niifus goz énine
alindiginda oldukea diisiik oldugu goriilmektedir. Etki eden bir baska parametre ise
iilkeler aras1 etkilesimdir (turizm, ticaret). Insanlarin seyahat etmesiyle hastaliklar
daha kolay yayilmaktadir. Bu duruma 6rnek olarak Taiwan ve Thailand verilebilir,
¢linkii bu iki tilkenin gelismislik seviyesi Amerika ve Singapora gore daha azdir, ancak
seyahatler sebebiyle viriis, bu bolgelere de yayilmistir. Ayrica iilkelerin bulunduklari
konumlar da hastaliklarin yayilma oranlarina etki etmektedir. Nikaragua, 2009
salginmin basladigi Meksika’ya yakin bir konumdadir. Influenza viriisiiniin yakin
mesafelere yayilma olasilig1 daha fazla oldugu i¢in Nikaragua’nin gelismislik diizeyi
diisiik olmasina ragmen toplanmig veri sayisi fazladir (Sekil 3.2).

Sekanslarm yillara gére dagilimina bakildiginda (Sekil 3.3) veri toplama ve saklama
teknolojilerinin giderek gelismesiyle birlikte her yil giderek artan sayida verinin
sisteme eklendigi goriilmektedir. 2009 y1l1 ise tim zamanlar igerisinde en fazla verinin
toplandig1 yil olmustur. Bunun nedeni ise, 2009 yilinda karsilagilan pandemidir.
Modelleme bolumiinde bahsedilen eleme metodu kullanildiktan sonra yillara gore
dagilim tekrar incelenmistir. Bu eleme yontemi ile kendini tekrar eden sekanslar
elenmigstir. Eleme yapilmasina ragmen en ¢ok farkli sekansin goriildiigii yil 2009 yilh
olmustur (Sekil 3.4).

2009 yilinda genetik kayma olmasi sonucu meydana gelen yeni HIN|1 virtisti, insanlar1
enfekte ederek, hizli bir sekilde yayilarak pandemiye neden olmustur. Olusan bu yeni
virlis, filogenetik agagta iki ana grubun olugmasina sebep olmustur. Filogenetik
agagtan yararlanarak veri seti, tahmin modelinin dogru bir sekilde islemesi i¢in iki
parcaya ayrilmistir. Bu tez kapsaminda gelistirdigimiz yontem eklemeli mutasyonlari
tahmin etmek i¢in kullanilacak olup, 2009 pandemisine sebep olan genetik kaymalar

i¢cin uygun degildir.
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Sekil 3.2: 1918-2018 Fludb veri setinin lilke dagilima.
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Sekil 3.3: 1918-2018 Fludb veri
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Sekil 3.4: 1918-2018 Fludb veri setinin sadelestirilmis yi1l dagilima.

52



Bu nedenle dogada meydana gelen evrimsel degisimlerin, bir baska deyisle genetik
stiriiklemelerin, evrimsel etkisini daha dogru bir sekilde inceleyebilmek i¢in sistem iki

gruba ayrilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: 1918-2018 veri setinin filogenetik agag tizerinde gruplandirilmasi. Burada

olusan iki ana dalin 2009 o6ncesi (mavi) ve sonrast (koyu pembe) olarak ayristigi
gozlenmistir.

=

Sekil 3.6 veri setinin gruplandirilmasini gostermektedir. 1918-2006 ve 2009-2015 veri
setleri kullanilarak sirasiyla 2007-2009 ve 2016-2018 yillarinda goriilme ihtimali olan
yeni sekanslar tahmin edilmistir.

1918-2018

1918-2006 2007-2009 2009-2015 2016-2018
(317 sekans) (1001 sekans) (1936 sekans) (596 sekans)

Sekil 3.6: 1918-2018 Fludb veri setinin gruplandirilmasi.

Bu iki veri incelendiginde 2009 pandemiginin genetik kayma ile (domuz ve insan grip
viriisleri arasindaki gen degisimi) olustugu goriilebilmektedir. Bu nedenle, her iki grup

kendi igerisinde alt gruplara ayrilarak egitim ve dogrulama veri setleri olusturulmustur.
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Bu durumda egitim seti verileri 1918-2006 ile 2009-2015 yillarini; dogrulama seti
verileri ise, 2007-2009 ve 2016-2018 yillarini igeren sekanslardir.

Karsilastirma kriterleri icin ilk olarak ilaglarin baglanma bdlgesi olan aktif bolgedeki
degisimler ele alinmistir. Sekil 3.7°de 1918-2006, 2007-2009, 2009-2015 ve 2016-
2018 veri setinde bulunan sekanslarin aktif bolgelerindeki korunan ve degisen amino
asitler gortlmektedir. 1918-2006 sekanslarinda 344. pozisyon daha ¢ok degisime
ugrarken, 2009-2015 sekanslarinda 275. pozisyon degisime ugramistir. 2007-2009 yil1
igin 275. ve 344. pozisyonlar degisime ugramis, 2016-2018 veri seti kendi icinde

korunmustur. Bu iki belirgin degisim disinda genel olarak aktif bolge korunmaktadir.

1 ! T | —
1918-2006
0-92 2007-2009
2007-200
0.85 2009-2015
2 2015
0.77
2 0.69
2 062
W
= 0.54
0.46
0.39
0.31
0.23 R
wn b= wn
NN E LT URER R LR
ERLLEE R agdlaRandddsss

Aktif Bolgedeki Amino Asitler

Sekil 3.7: NA proteininin aktif bolgesindeki amino asitlerin farkli dagilimlari.

Aktif bolge disinda tiim veri seti igerisinde tamamen korunan pozisyonlar
bulunmaktadir. Cizelge 3.1 bu pozisyonlar1 gostermektedir. Bu bilgiden yararlanarak
tahmin metotlar1 uygulandiginda gizelgede bulunan bdlgelerin degisime ugramamasi
gerektigi beklenmektedir.

Literatlirde direngli olarak tanimlanan pozisyonlarin kullanilan veri seti icerisindeki
siklig1 ise Sekil 3.8’de gosterilmistir. Bazi pozisyonlardaki degisimler veri seti

igerisinde bulunmamaktadir. Bunun sebebi, yapilan degisimlerin ters genetik yontemi
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ile deneysel olarak olusturulmasi ve direngli olduklarinin gézlemlenmesidir. Bu

yontemle olusturulan mutantlar Sekil 3.8’de bulunmamaktadir.

Cizelge 3.1: NA proteini ana bas kisminda tamamen korunan pozisyonlar.

92| CC | 179 | WW | 252 | SS 302 | PP 376 | DD | 433 | EE
129 |CC | 187 |GG [ 282 | YY 310 | LL 379 | GG | 442 | SS
132 |FF | 192 |TT [292 | CC 312 | YY 401 | GG | 456 | WW
137 |GG | 194 |GG [ 296 |WW | 324 | DD 413 | TT
161 | CC | 227 | QQ [300 | NN 345 | GG 417 | CC
167 |PP | 244 DD | 301 | RR 356 | GG 425 | EE

Gri renkte gosterilen sekanslar ise deneysel ortamda hiicresel cogalma ile
gozlemlenmis olan mutasyonlardir. Bu mutasyonlardan ¢ogu klinik olarak
gozlemlenmediginden ana veri seti igerisinde de sayilar1 oldukga azdir. Sonug olarak
48 direncli pozisyondan 34’ ana veri seti igerisinde bulunmaktadir. Klinik ve

deneysel calismalar ile tespit edilen direngli pozisyonlar, tez kapsaminda yapilan

hesaplamalar sonucu bulunan direncli mutasyonlar ile ileriki bolumlerde
karsilastirilacaktir.
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Direncli Mutasyonlar

Sekil 3.8: Klinik ve deneysel olarak gozlemlenen direngli mutasyonlarin dagilima.

Gruplara ayrilmis veri setleri, kendi iclerinde sekans hizalama yapildiginda bazi
pozisyonlara bosluk atanmaktadir. Bosluklarin olugsma sebebi sekansta yer alabilecek

yeni bir amino asit ya da var olan bir amino asidin yok olmasidir. Bos olan
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pozisyonlarin analizi bu tez kapsamina dahil edilmemistir. Bu nedenle bosluk olan
pozisyonlarin dagilimi yillara gore incelenerek 435. pozisyondaki degisim yillara gore
Cizelge 3.2°de verilmistir. Bu ¢izelge incelendiginde, 435. pozisyonda zamanla bir
amino asidin yok oldugu ve dolayisi ile sekans boyunda bir amino asitlik bir kisalma
oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle hizalama yapildiginda 435. pozisyona bosluk denk
gelmektedir. 2016-2018 verisinde bosluk bulunmadigi i¢in 2009-2015 veri seti
igerisinde bulunan bosluk yerine T amino asidi i¢ceren sekanslar ¢ikarilarak, bosluksuz
hizalama olmasi saglanmistir. Bu sayede tahmin modeli modifiye edilerek daha dogru

tahminler yapilmasi hedeflenmistir.

Cizelge 3.2: 435. pozisyonun yillara gore ugradigi degisim.

Yil 435. Pozisyondaki Amino Asit Degisimi
T > Bosluk
1918-2006 1918-1947 (Bosluk)
T = Bosluk
2007-2009 En ¢ok 2009 y1l1 iginde
2009-2015 Bosluk >>T
2016-2018 Bosluk ve T yok

Yukarida bahsedilen sekilde, 4 ana gruba ayrilan veri seti, filogenetik aga¢ yardimiyla
daha detayli bir sekilde incelenmistir (Sekil 3.9). Aralarindaki benzerlige gore 4 ana
grup daha kiigiik ve birbirleri ile benzer gruplara ayrilmistir (Sekil 3.9 (a)). Bu
durumda, 8 farkli grup olusmus ve bu gruplarin sekans sayisi ve yil aralig1 Sekil 3.9
(b)’de gosterilmistir. Her bir grup igerisindeki sekanslar, belli yillarda varliklarini
strdurirken belli yillardan sonra yok olmusglardir. En belirgin gruplar arasi farklilasma
Grup 5’ten Grup 6’ya gegerken goriilmektedir. Her bir grup belli yillar arasinda
beraber var olurken, Grup 5 ve 6ncesi, 2009 yilindan sonra gézlemlenmemistir. Bunun
en blyik sebebi 2009 yilinda meydana gelen pandemidir. 2009 yilindan sonra farkli
gruplar aynmi yillar i¢cinde gozlemlenmistir. Sekil 3.9 (b)’de gruplarindaki kalinliklar
veri sayisini ifade etmektedir. Ornegin; Grup 6’da 1473 sekans bulurken Grup 3’te 52
tane sekans bulunmaktadir. Bu nedenle Grup 6 kalin bir kutu ile gorsellestirilmistir.

Her bir grup i¢indeki y1l dagilimi ise Sekil 3.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 3.9: NA sekanslarinin gruplandirilmasi. (a) Gruplamanin filogenetik agacta gosterimi. (b) Yillara gore veri dagilimi semasi.
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Sekil 3.10: NA proteini sekans gruplarindaki yil dagilima.

Veri sayisi ve yil bilgisi tahmin modeli i¢in 6nemli parametrelerdir. Veri sayisi biiyiik
oldugunda tahmin sisteminin sahip olacagi bilgi daha fazla olacaktir. Zaman bilgisi de
tahmin modelinde kullanildig1 i¢in y1l dagilimi ile tahmin modelinde atilacak adim
sayisi bir baska deyisle ilerlenecek yil sayisi belirlenecektir. Ornegin; Grup 1°deki
sekanslara 2001°den sonra rastlanmamistir. Bu veri seti kullanilarak giliniimiizdeki
sekanslara ulagilmasi beklenmemektedir. Atilmasi1 gereken rastgele adim sayisi ¢ok
fazladir. Bu durum, basta sonuglarin dogrulugu olmak iizere bilgisayar zamani i¢in de
verimsiz olacaktir. Bu nedenle tahmin sisteminde egitim seti ve dogrulama seti se¢imi
yapilirken, Grup 6 ve Grup 8 kendi igerisinde iki gruba ayrilmistir. Y1l degerleri bir
diger gruba gore diisiik olanlar, egitim seti olarak, diger grup ise dogrulama seti olarak
kullanilmistir. Bir bagka egitim seti olarak ise Grup 3 kullanilmis hem 2009 6ncesi
hem de 2009 sonrasi sekanslar tahmin edilmistir. Tahmin yapmak icin gerekli bilgiler,

egitim setlerinden elde edilmektedir ve sonug olarak elde edilen tahminlerin dogrulugu
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da dogrulama setleri ile karsilastirilarak incelenmistir. Bu gruplari belirleme iglemi,
filogenetik aga¢ yardimiyla yapilmistir ve elde edilen grup bilgileri Sekil 3.11 ve Sekil
3.12’de gosterilmistir

Ana verinin detayli analizinden sonra, tahmin sisteminin bir bagska parametresi olan
amino asit frekanslarinin elde edilmesi igin, iki temel yontem uygulanmistir.
Bunlardan bir tanesi kodon tablosu kullanilarak amino asitlerin beklenen
frekanslarinin kullanilmasi, bir digeri ise her set igerisinde bulunan amino asitlerin
frekanslarinin ¢ikarilarak bu frekanslarin kullanilmasidir. Frekans bilgisi, tahmin
modelinde mutasyon skorlar1 yardimiyla belirlenen pozisyonun hangi amino aside
dontisecegini belirleyecektir.

Secilen egitim gruplar: i¢in hesaplanan amino asit frekanslari ve beklenen frekanslara
gore karsilagtirmalari, Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve 3.15’te (Osterilmistir. Bu
karsilastirmalar yapilirken Esitlik 2.1 kullanilmis ve goreceli frekanslar elde edilmistir.
Bu frekanslar incelendiginde, bazi amino asitlerin frekansinda diisiis gézlemlenirken
bazi amino asitlerin frekansinda artis gézlemlenmistir (Sekil 3.13 (b)-3.15 (b)). Bu
bilgi, rastgele yiiriiyiis modelinde hangi amino asitlerin hangi amino asitlere
doniistiiriileceginin belirlenmesinde kullanilacak olup NA proteininin evrimsel
degisimi tahmininde 6nemli bir etki yaratabilir. Sonug olarak bir tahmin modelinde
amino asit frekansi igin Sekil 2.2’de gosterilmis olan beklenen frekans, bir digerinde
ise Sekil 3.13 (a)-Sekil 3.15 (a)’da verilen veri setlerindeki amino asitlerin dogal

frekanslari kullanilmistir.
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Sekil 3.11: Grup 6’daki sekanslarin filogenetik agagta gruplandirilmasi ve y1l dagilimu.
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Sekil 3.12: Grup 8’deki sekanslarin filogenetik agacta gruplandirilmasi ve yil dagilimai.
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Sekil 3.13: Grup 3’teki sekanslarin dogal amino asit frekanslari ve rolatif frekanslari.
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Sekil 3.14: Grup 6-Part 2’deki sekanslarin dogal amino asit frekanslar1 ve rolatif
frekanslari.
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Sekil 3.15: Grup 8-Part 2’deki sekanslarin dogal amino asit frekanslar1 ve rolatif
frekanslari.

3.2  Metotlar Aras1 Korelasyon Analizi

Tez kapsaminda, segilen skorlama fonksiyonlarinin hepsi bir skorlama matrisi kullanip
amino asitler aras1 evrimsel iliskiyi hesaplayarak NA proteininin bdlgesel mutasyon
egilimlerini ¢ikarmaktadir. Var olan 4 farkli skorlama matrislerinin etkisini ve ayrica
6 farkli skorlama fonksiyonunun kendi igerisinde nasil benzerlik ya da farklilik
gosterdiklerini inceleyebilmek igin korelasyon haritalari olusturulmustur.

Skorlama fonksiyon sonuglarinin, yani mutasyon skorlarinin, skorlama matrislerine
bagl oldugunun anlasilabilmesi igin skorlar, ayrica birim matris ve rastsal olarak
olusturulmus bir matris ile de hesaplanmistir. Skorlar hesaplanirken iki ana veri seti
girdi olarak kullanilmistir. Bunlar, 1918-2006 yillarina ve 2009-2015 yillarina ait veri

setidir.

Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°de, kullanilan 6 skorlama matrisinin fonksiyonlar tizerindeki
etkileri gosterilmistir. Bu sekillerde, elde edilen sonuglarin birbirleri ile tutarliliklar
kirmizi-mavi renk skalasi ile belirtilmistir: kirmizi tonlar tutarliligin yiiksek oldugunu
mavi tonlar ise disiik oldugunu gostermektedir. Mavi tonlarinin yogun gézlemlendigi

son kolon, rastsal matrisin sistemdeki tiim fonksiyonlar iizerinde farkli sonuglar
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olusturdugunu ve bu nedenle kendi icerisinde skorlarin benzerlik gosteremedigini
belirtmektedir. Birim matris kullanildiginda ise 5. kolonda tim matrislerin neredeyse
aynt sonuglart verdigi, fonksiyonlarmm ayirt edici oOzelliklerinin bulunmadigi
gbzlenmistir. Siyah smirlarla ¢evrilmis her bir skorlama matrisinin sonuglari,
diyagonal olarak bakildiginda, ilk 4 fonksiyonun sirastyla BNT2, BNT3, Hogervorst
ve Karlin’in kendi igerisinde benzerlik gosterdigini ancak Sander ve Valdar’dan farkli
sonuglar olusturdugu goriilmektedir. Sander ve Valdar fonksiyonlar1 ise kendi
aralarinda tutarli skorlar olusturmustur. Bu iki gruplasma kullanilan ilk 4 skorlama

matrisi sonuglari i¢in gegerlidir.

Sekil 3.16’da ve Sekil 3.17°de her bir kolon igerisinde iki parca bulunmaktadir. Bu
parcalardan bir tanesi zaman bilgisi dahil edilmeden yapilan hesaplamalari, bir digeri
ise zaman bilgisi dahil edilerek hesaplanmis mutasyon skorlarini ifade etmektedir.
Zaman bilgisi, mutasyon hizi bilgisi ile tahmin modeline eklenmistir (Bakiniz 2.4.1).
Bu iki durum arasindaki fark, tek bir skorlama matrisi i¢in incelendiginde, zaman
bilgisinin BNT2, BNT3, Hogervorst ve Karlin’nin korelasyonunda artig oldugu Sander
ve Valdar’dan daha net bir sekilde ayrildiklar1 goriilmektedir. Sander ve Valdar da
ayni sekilde kendi aralarinda da benzer skorlar olusturmuslardir. Diyagonal olarak

harita incelendiginde tiim kullanilan matrislerde ayni egilimin oldugu gortilmektedir.

Skorlama matrislerinin mutasyon skorlari, tizerinde etkisi oldugu gézlemlenmistir. Bu
bilgiye ek olarak matrislerin kendileri arasindaki benzerliklerine bakilmistir (Sekil
3.18). Benzerlik sonuglari filogenetik agag ile olusturularak incelendiginde, GONNET
ve PET91’in birbirine en yakin matrisler oldugu, bu grubu takiben BLOSUMG62
matrisinin ve PAM120 matrisinin oldugu goriilmektedir. Birim matris ve Rastsal
matris ise bu olusan yakin 4’lii gruba daha uzak bir benzerlige sahiptir. Matrisler arasi
olusan bu fark, mutasyon skorlarma da yansimaktadir. Bu skorlama matrislerinden

BLOSUMS62 matrisi secilerek evrimsel degisim tahminleri yapilmistir.
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Sekil 3.16: 1918-2006 Veri seti ile elde edilen mutasyon skorlar1 ve skorlama matrisleri arasi korelasyon haritasi.
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Sekil 3.17: 2009-2015 Veri seti ile elde edilen mutasyon skorlar1 ve skorlama matrisleri aras1 korelasyon haritasi.
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Sekil 3.18: Skorlama matrisleri arasindaki iliskinin filogenetik agag ile gosterimi.

Mutasyon skorlarinin daha detayli incelenebilmesi i¢in ilk olarak skor dagilimi
olusturulmustur. Mutasyon skorlart 0-1 araliginda degerler almaktadir. O degeri, veri
seti igerisinde segilen bir pozisyonun en yiiksek korunma degerini, 1 degeri ise o
pozisyonun en diisiikk korunmaya bir bagka deyisle en ¢ok mutasyona sahip oldugunu
gOstermektedir.

1918-2006 ve 2009-2015 yillar1 igin zaman bilgisi kullanilarak mutasyon skorlari elde
edilmistir. Skor dagilimi, bu bilgi yardim ile incelendiginde, 388 amino aside sahip
NA proteini bas bolgesinin, 1918-2006 yillar1 arasinda 219; 2009-2015 yillar1 arasinda
ise 148 tane pozisyonunun korundugu gorilmektedir (Sekil 3.19). Skor dagilimina
bakildiginda korunan pozisyonlarin, mutasyona ugrayan pozisyonlara gére daha fazla
oldugu goriilmektedir. Mutasyona ugrayan bolgelere yogunlasilmasi icin her bir
fonksiyon i¢in bir esik degeri atanarak en diisiik skora sahip ilk 10 pozisyon tespit
edilmistir. NA proteini Gzerindeki tehlikeli bolgelerin tespit edilmesi i¢cin mutasyona
ugrayan bolgelerin dogru bir sekilde ayirt edilmesi 6nemli bir bilgi sunacaktir. Esik
degerinin belirlenmesi i¢in her bir fonksiyon sonucunda elde edilen skorlar, kendi
icerisinde kiiclikten biiylige dogru siralandi. Sekil 3.20°de siralanan skor degerleri
gorilmektedir. BNT2, BNT3, Hogervorst ve Karlin parabolik artis gostererek
birbirlerine yakin degerlerde siralanmistir. Sander ve Valdar ise bu gruplasan
fonksiyonlardan ayrilmaktadir. Bu fonksiyonlar ise blok halinde belli bolgelerdeki

pozisyonlar i¢in ayni sonuglari bulmuslardir. Bu durum ayirt edici olan bolgelerin
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belirlenmesine engel olmaktadir. Bu nedenle yakin korele sonug veren fonksiyonlar
Uzerinden ¢alismalara devam edilmistir.

Esik degerlerine gore elde edilen pozisyonlardan, fonksiyonlar arasi ortak ¢ikanlarin
sayis1 Sekil 3.21°de korelasyon haritas1 lizerinde gosterilmistir. Mutasyona ugrama
olasiligi yiikksek olan bu pozisyonlar Cizelge 3.3’te goriilmektedir. Sonuglar
gostermektedir ki fonksiyonlar arasi 10 mutant pozisyondan en az 8’i ya da 9’u
ortaktir.

1918-2006 datas1 kullanilarak yapilan 4 farkli skorlama fonksiyonlarinin sonuglarina
gore 222 pozisyonu mutasyona karst en hassas pozisyondur. 2009-2015 verisi
kullanilarak yapilan skorlama hesaplamalarina gore ise 369 pozisyonu en hassas
pozisyondur. Yiiksek mutasyon skorlarina sahip bu pozisyonlar Sekil 3.8’deki direngli
mutasyonlar ile karsilastirildiginda 1918-2006 verisi sonuglarindan 234, 249, 344
pozisyonlari; 2009-2015 verisi sonuglarindan 241, 275, 369 pozisyonlar ile
eslesmektedir. Ozellikle literatirde H275Y mutasyonu en c¢ok calisilan direngli
pozisyondur. Yapilan skorlama sonuglarmma gore 275 pozisyonu ilk 10 mutasyon
arasima girmistir. Ayrica 275 ve 344 pozisyonlar1 aktif bolgede bulundugundan,
yiiksek mutasyon skoruna sahip olmalari ila¢ direnci olusmasinda direkt (ortosterik)
bir etkiye sahiptir. Bir pozisyonda meydana gelen bir mutasyon, ¢evresinde bulunan
amino asitlere de etki etmektedir. Bu durum gercekte var olan direncli mutasyonlarda
da goriilmektedir. 117,119; 148, 151, 152; 222, 223; 247, 248, 249, 250 pozisyonlar1
buna o6rnek verilebilir. Cizelge 3.3’te elde edilen sonuglara bakildiginda ise yukaridaki
yakin pozisyondaki amino asitlere ek olarak 450, 451, 452 pozisyonlar1 gelmektedir.
Cizelge 3.3’te 1918-2006 ve 2009-2015 sonuglar1 kendi igerisinde karsilastirildiginda
ilk 10 mutasyondan eslesen bir pozisyon bulunmamaktadir. Bu durum yillar igerisinde
NA proteinin degisiminin fazla oldugunu gostermektedir. Buna etki eden en buyuk
faktor 2009 yilinda goriilmiis olan pandemidir.

Korelasyon haritalarindan yararlanarak elde ettigimiz sonuglar, BNT2, BNTS3,
Hogervorst ve Karlin fonksiyonlarinin ortak sonuglarinin  fazla oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle tahmin modeli i¢in bu grup igerisinden bir tanesi segilerek,
fonksiyon sayisin1 dortten bire indirgeyerek tahmin ¢alismalar1 yapilmistir. Tahmin

calismalarinda BNT3 skorlama fonksiyonu kullanilmistir.
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Sekil 3.19: Mutasyon skorlarmin histogrami. (a) 1918-2006 yili dagilim1. (b) 2009-2015 yil1 dagilima.
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Sekil 3.20: En kiigiik skordan en biiyiik skora gore pozisyonlarin siralanmasi. (&) 1918-2006 y1l1 siralamast. (b) 2009-2015 yili siralamast.
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Sekil 3.21: Esik degerine gore mutasyona ugrama olasilig1 yiiksek olan pozisyonlarin
korelasyon haritasi. () 1918-2006 sonuglarina gore korelasyon haritasi. (b) 2009-2015
sonuglarina gore korelasyon haritasi. *ED: Esik Degeri

Cizelge 3.3: Mutasyon skoru yiksek olan ilk 10 pozisyon.

1918-2006
BNT2 214 | 222 | 234 | 249 | 267 | 332 | 344 | 382 | 450 | 452
BNT3 173 | 214 | 222 | 234 | 267 | 332 | 344 | 382 | 450 | 452
Hogervorst | 214 | 222 | 234 | 249 | 267 | 332 | 344 | 382 | 450 | 452
Karlin 214 | 222 | 234 | 249 | 267 | 332 | 344 | 382 | 450 | 452
2009-2015
BNT2 82 | 200 | 241 | 248 | 275 | 365 | 369 | 386 | 397 | 432
BNT3 82 | 106 | 200 | 241 | 248 | 275 | 369 | 386 | 397 | 432
Hogervorst | 82 | 200 | 241 | 248 | 365 | 369 | 386 | 397 | 432 | 451
Karlin 82 | 200 | 241 | 248 | 275 | 365 | 369 | 386 | 397 | 432

3.3 Mutasyon Haritalar:

Tahmin modelini olusturan temel girdilerden bir tanesi, mutasyon skorlaridir (Bakiniz
Bolim 2.4.2). Bu bélimde, BNT3 fonksiyonunun NA proteini bas bolgesinde bulunan
tiim pozisyonlar i¢in hesaplamis oldugu mutasyon skorlari, Sekil 3.22 ve Sekil 3.25
arasinda gorllmektedir. Mutasyon skoru yiksek ilk 10 pozisyon, her bir mutasyon
haritas1 i¢in gosterilmistir. (a) siklarinda bulunan sekanslar egitim seti olarak,

(b)’dekiler ise dogrulama seti olarak kullanilmistir.
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Sekil 3.22: Zaman bilgisi igermeyen mutasyon haritalart. (a) 1918-2006 veri seti mutasyon skorlari. (b) 2007-2009 veri seti mutasyon
skorlart.
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Sekil 3.23: Zaman bilgisi icermeyen mutasyon haritalari. (a) 2009-2015 veri seti mutasyon skorlari. (b) 2016-2018 veri seti mutasyon
skorlart.
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Boliim 2.4.3’te bahsedildigi gibi, egitim setleri tahmin modeli igerisinde egitilerek,
dogrulama setindeki verilere ulasilmaya c¢aligilacaktir. Bir baska deyisle, gecmisteki
veriler (Or. 1918-2006) kullanilarak gelecekte goriilebilecek veriler tahmin
edilecektir. Bu tahminlerin dogrulugunun anlasilmasi igin dogrulama seti (Or: 2007-

2009) ile karsilagtirmalar yapilacaktir.

NA proteininin mutasyona kars1 hassas ve korunan bdlgeleri mutasyon skorlari
hesaplanarak tespit edilmistir. Tahmin modelinin algoritmasi olan rastgele yiiriiyiis
modelinde hangi pozisyonlarin de§isime ugrayacagi mutasyon skorlarina bagli olarak
degisecektir. Toplam vektorii olarak bahsedilen vektdr, mutasyon skorlarinin art arda
toplanmasiyla elde edilmistir. Bu vektorde, yiiksek skora sahip pozisyonlar, toplam
degerini diger diisiik degerlere gore daha fazla arttiracagindan, rastsal olarak atilan
adimin, toplam vektor degeri yiiksek olan araliga denk gelme olasilig1 daha yiiksektir.

Yani mutasyon skor degeri yiiksek olan pozisyonlarin mutasyona ugrama olasiligi
daha yiiksektir. Esitlik 2.24’te Toplam vektoriindeki X; ilk pozisyonun mutasyon

skorunu belirtmektedir. Toplam vektoriiyle ilgili detayli bilgi icin Boliim 2.4.2’den

yararlanilabilir.

Sekil 3.22°de ve Sekil 3.23’te zaman bilgisi kullanilmadan hesaplanan mutasyon
haritalar1 goriilmektedir. Sekil 3.22 (a) ve Sekil 3.22 (b) karsilastirildiginda bazi
pozisyonlar iki grupta da mutasyon olasilig1 yiiksek olarak bulunsa da bazi pozisyonlar
icin farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklar, tahmin modelinde 1918-2006 verisi
kullanilarak 2007-2009 verisinin tahmin edilmesini zorlastiracaktir. Ayni1 sekilde Sekil
3.23’teki (a) ve (b) birbirleriyle karsilastirildiginda da 2009-2015 veri seti ile 2016-
2018 veri seti arasinda farkliliklar vardir.

Ayn1 durum, zaman bilgisi sisteme dahil edildiginde de goriilmektedir (Sekil 3.24-
3.25). Buna ¢6zlim olarak ana veri seti filogenetik aga¢ yardimiyla 8 gruba boliinerek
incelenmistir. Gruplarin veri sayist ve yil dagilimi boliim 3.1°de bulunmaktadir.
Boliim 3.1°deki gruplandirmalara gore 8 grup ig¢erisinden Grup 6 ve Grup 8 iki parcaya
boliinmiistiir. Toplam 10 grup i¢in mutasyon haritalar1 Sekil 3.26’da goriilmektedir.
Haritalar karsilastirildiginda Grup 6-Part 1ve Part 2 kendi i¢inde, Grup 8-Partl ve Part

2 kendi i¢inde en yakin mutasyon skorlarin1 veren gruplardir.
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Sekil 3.24: Zaman bilgisi igeren mutasyon haritalari. (a) 1918-2006 veri seti mutasyon skorlari. (b) 2007-2009 veri seti mutasyon skorlari.
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Sekil 3.25: Zaman bilgisi igeren mutasyon haritalari. (a) 2009-2015 veri seti mutasyon skorlari. (b) 2016-2018 veri seti mutasyon skorlari.

75



11 5 T A -
N O T -« v
o o o o o 1 o o o o o [
N T T I+ +
[ s O [ <
1 A 1 G o o o
0 o o -

NA Proteini Amino Asit Dizilimi

0.5

Mutasyon Skorlar
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Bu sonu¢ gruplar i¢indeki sekanslarin birbirlerine daha benzer oldugunu
gostermektedir. Bu yeni gruplandirmaya gore tahmin modeli i¢in egitim ve dogrulama

setleri secilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Tahmin modelinde kullanilan egitim ve dogrulama setleri.

Egitim Seti Dogrulama Seti (Hedef)
Grup 3 Grup 4, Grup 5, Grup 8-Part 1, Grup 8-Part 2
Grup 6-Part 2 | Grup 6-Part 1, Grup 7, Grup 8-Part 1, Grup 8-Part 2
Grup 8-Part2 | Grup 8-Part 1

3.4  Tahmin Metotlarinin Performans Sonuclar:

Tahmin modeli igin secilen egitim gruplarinin mutasyon skorlar1 ve amino asit
frekanslar1 kullanilarak 5 yillik tahminler yapilmigtir. Rastgele yiirliyliis metodunda
atilan her adim, hesaplanan mutasyon hizina gore bir yil1 ifade etmektedir. Her y1l i¢in
tahmin yapildiktan sonra kiimeleme yontemi ile secilen referans sekanslar tizerinde
mutasyon hizina baglh olarak tek pozisyonda degisim olmustur. Yapilan tahminlerde
amag, hedeflenen dogrulama setine yakin sekanslarin elde edilmesidir. Hedef ile
karsilagtirmalar yapilarak tahminlerin dogruluk analizleri yapilmistir.

[k olarak toplam benzerlik skorlar1 hesaplanmistir. Sekil 3.27-Sekil 3.31°de Y1-Y5
olarak adlandirilan setler, 1. y1l ve 5. yil arasindaki tahmin setlerini ifade etmektedir.
Her bir tahmin seti, hedef (dogrulama seti) ile karsilastirilarak hedef seti ile olan
benzerlik skorlari elde edilmistir. Elde edilen sonuglarin, hedef seti icerisinde bulunan
sekanslarin sahip oldugu benzerlik skoruna yakin ¢ikmasi beklenmektedir. Bu
benzerlik skoruna yaklasildiginda hedefteki sekanslara yakin sekanslarin tahmin
edildigi goriilecektir. Bu nedenle, histogramlarda baslangic noktasi olarak egitim-
hedef karsilagtirmasi, daha sonra tahmin-hedef karsilastirmalar1 ve bitis noktasi olarak
hedefin benzerlik skoru verilmistir.

Toplam benzerlik skorlarinda her bir amino asidin birbirine doniisiimii skorlama
matrisleri kullanilarak hesaplanmaktadir. Skorlama matrislerinde her amino asidin
birbirine doniisme olasiliklari ayn1 olmadigindan buna ek olarak, sadece degisim
olmasi durumu igin pozisyona bagli amino asit farklari hesaplanmistir. Toplam
benzerlik skorlarinda oldugu gibi egitim-hedef, tahmin-hedef ve hedef
karsilastirmalar1 yapilmistir. Amino asit farkinin az olmasi durumu, hedefe

yaklasildig1 anlamina gelmektedir.
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Sekil 3.27, Sekil 3.29 ve Sekil 3.31°deki toplam benzerlik skorlarinda yiiksek ¢ikan
setler ile Sekil 3.28, Sekil 3.30 ve Sekil 3.31’deki en diisiik pozisyon farkina sahip olan
setler ayni setlerdir. Bu durum, tahminlerin analizi i¢in kullanilan iki yontemin verdigi
sonuclar arasinda tutarlilik oldugunu gostermektedir.

Egitim setinin grup 3 oldugu durumda, tahminler grup 4 ve grup 5’c¢ daha yakin
sonuglar verirken, grup 8’e daha uzak sonuglar vermektedir (Sekil 3.27). Bunun sebebi
Sekil 3.9°da goriildigii gibi grup 1-grup 5’in, 2009 pandemisinden 6nceki sekanslari,
grup 6-grup 8’in ise 2009 sonrasindaki sekanslar1 igermesidir. 2009 Pandemisi, NA
proteini (zerinde genetik suriklenmeye sebep oldugu icin grup 3 (2009 6ncesi)
kullanilarak grup 8’in (2009 sonras1) tahmin edilmesi beklenmemektedir. 2009 yilinda
meydana gelen pandemide domuzda ve insanda goriilen influenza viriisleri arasinda
gen transferi olmustur. Bu nedenle 2009 yilindan 6nceki sekans bilgileri kullanilarak
gerceklesen bu degisimin tahmin edilmesi bu yontem ile mimkdin degildir.

Her grup kendi iginde karsilastirildiginda, grup 4 ve grup 5 ile toplam benzerlik
sonuglarinda dalgalanmalar goriilmektedir. Grup 8’in parcalartyla karsilastirildiginda
ise kiigiik deger farklar1 goz ardi edildigi durumda sabit kalmistir. Tahmin modelinde,
beklenen frekanslar kullanilarak tahmin yapildiginda hedef Grup 4 ve Grup 5’e en ¢ok
4. y1l tahmini ile dogal frekanslar kullanildiginda ise 3. yil tahmini ile yaklagilmistir.
Egitim setinin grup 6 part 2 oldugu durumda, Sekil 3.29°da toplam benzerlik skoru en
yiiksek degerlere, hedef grup 6-partl oldugunda ulagmaktadir. Bu durumun
olugmasindaki etken ana gruplardan biri olan grup 6’nin iki parcaya ayrilarak egitim
ve dogrulama setlerinin olusturulmasidir. Diger hedefler arasi karsilastirmalara
bakildiginda hedef ile egitim seti arasindaki y1l farki arttikca, toplam benzerlik skorlari
azalmaktadir. Beklenen frekanslar kullanilarak tahmin yapildiginda grup 6 part 1
disindaki hedeflere en ¢ok 3. yil tahmini ile; dogal frekanslar kullanildiginda ise 1. y1l
tahmini ile yaklasilmistir. Grup 6 part 1 i¢in iki frekans kullanildiginda da 1. yilda en
yiiksek benzerlik degerlerine ulasilmistir.

Grup 8 part 2 egitim seti olarak alindiginda ise hedef grup 8 part 1 ile toplam benzerlik
skoru hesaplandiginda tahmin yili arttikca degerlerde diisiis goriilmektedir (Sekil
3.31). Bu sonuca bagl olarak iki frekans i¢in de 1. yilda en yiiksek benzerlik

sonuglarma ulagilmistir.
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Beklenen Frekans ile Yapilan Tahminler
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Belklenen Frekans ile Yapilan Tahminler
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Sekil 3.28: Grup 3 ile yapilan 5 yillik tahminlerin ve egitim (E) setinin hedef (H) ile hesaplanan pozisyona bagli amino asit (AA) farklari.
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Beklenen frekans ve dogal frekans olmak tizere kullanilan iki ayr1 frekans bilgisi ig¢in
elde edilen tahmin sonuglar1 hem toplam benzerlik skoru i¢in hem de pozisyona bagli
amino asit farki i¢in yakin araliklarda ¢ikmustir.

Genel olarak tiim sonuglarda hedefe tam olarak yaklagilamamistir. Hedef icerisinde
bulunan sekanslarin hepsinin tahmin edilebilmesi durumunda anca, hedeflerin (H)
kolonu olarak verilen histogram degerlerine ulasilabilir. Gergekte tiim hepsinin tahmin
edilebilmesi pek miimkiin degildir. Bu nedenle tahmin edilen sekanslardan hedef ile
eslesen ya da en yakin eslesmeye sahip sekanslarin varligi arastirilmistir. Toplam
benzerlik skoru en yiiksek olan yila ait tahmin setleri segilerek hedef ile
karsilastirilmistir. Karsilagtirma sonucu, en yakin benzerlige sahip sekanslar EK 3’teki
cizelgelerde sunulmustur. Cizelgelerdeki sekanslarin hedef ile olan farklar1 ve sayilar
Cizelge 3.5’de bulunmaktadir.

Bu calismada 5 yila kadar tahminler yapilmistir. Egitim ve dogrulama seti yil araligi
fazla olan setler i¢in 5 yildan fazla tahmin yapilmasi gerekir. Ayrica, mutasyon hizi
hesaplamasinda alinan referans deneysel ortamda Slgiilen bir veri oldugundan, gergek
mutasyon hizini ifade etmiyor olabilir. Bu sebepten 6tiirii, mutasyon hizi NA amino
asit dizilimi basina bir mutasyon degil, daha fazla olmas1 gerekiyor olabilir.

Bu tez kapsaminda olusturulmus, tahmin modeli iizerinde sonuglar kisminda sunulan

gelistirme yontemleri kullanilarak sistem iyilestirilebilir ve hedefe daha yakin sonuglar

elde edilebilir.

Cizelge 3.5: Tahmin dogrulugu olan sekanslarin bilgileri

Egitim G3
Beklenen Frekans Dogal Frekans
Sekans | Minimum | Sekans Sekans | Minimum | Sekans
Numarasti Fark Sayis1 | Numarasi Fark Sayis1
Hedef G4 1 2 1 4 2 1
Hedef G5 2,3 7 2 5 7 1
Hedef G8P2 - 57 19 - 57 16
Hedef G8P1 - 60 20 - 60 15
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Sekil 3.30: Grup 6 Part 2 ile yapilan 5 yillik tahminlerin ve egitim (E) setinin hedef (H) ile hesaplanan pozisyona bagli amino asit (AA) farklar.
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Sekil 3.31: Grup 8 Part 2 ile yapilan 5 yillik tahminlerin ve egitim (E) setinin, hedef
(H) ile hesaplanan toplam benzerlik skorlar1 ve pozisyona bagli amino asit (AA) farklari.

Cizelge 3.5 - Devami: Tahmin dogrulugu yiiksek olan sekanslarin bilgileri

Egitim G6P2
Beklenen Frekans Dogal Frekans
Sekans | Minimum | Sekans Sekans | Minimum | Sekans
Numarasi Fark Sayist | Numarasi Fark Sayisi
Hedef G6P1 1 0 1 3,4 0 2
Hedef G7 2 1 1 5 1 1
Hedef G8P2 2 1 1 6,7 2 2
Hedef G8P1 - 7 30 6,7,8 7 3
Egitim G8P2
Beklenen Frekans Dogal Frekans
Sekans | Minimum | Sekans Sekans | Minimum | Sekans
Numarasi Fark Sayis1 | Numarasi Fark Sayis1
Hedef G8P1 1 2 9 2 2 11

84



4. SONUC VE ONERILER

Biyolojik verilerin incelenip, i¢lerinde var olan bilginin anlasilabilir ve kullanilabilir
bir sekilde c¢ikarildigi biyoenformatik-tabanli ¢alismalar, gunumizde genomiks
proteomiks gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Bu analizler sayesinde, gen
dizilimlerinde hastaliklara sebep olan bolgelerin belirlenmesi ve olasi varyasyonlarin
anlasilmas1 6nemli ¢alisma alanlar igerisindedir.

Bu tez kapsaminda, influenza viruslerinin sahip oldugu yiizey proteinlerinden biri olan
NA proteininde meydana gelebilecek mutasyonlarin tahmini igin bir model
olusturulmustur. HIN1 viriisindeki NA proteininin evrimsel degisimi tahmin
edilmeye galisilmistir. Olusturulan tahmin modeli igin dncelikle, NA proteinleri igin
var olan veri bankalarindan sekans bilgileri (amino asit dizilimleri) derlenmis, yapilan
oncil aragtirmalar ile egitim ve dogrulama setleri olusturulmus, daha sonra da hem bu
setler igerisindeki amino asit frekanslari hem de NA proteinindeki her amino asit
bolgesinin  mutasyona ugrama olasiliklar1 (mutasyon skorlari) hesaplanmistir.
Mutasyon skorlarinin hesaplanmasi i¢in hem farkli hesaplama teknikleri hem de bu
teknikler igerisinde kullanilan farkli skorlama matrisleri (BLOSUM62, PAM120,
GONNET ve PET91) kullanilmis ve bu matrislerin etkisi Birim matris ve rastsal
olusturulan matris ile karsilastirilmistir. Karsilastirmalar sonucunda skorlama
matrisleri igerisindeki verilerin (amino asitler arasindaki iligkilerin) hangi yontem
kullanilirsa  kullanilsin ¢ok o6nemli oldugu gosterilmistir. Kullanilan yontemler
icerisinde ise iki farkli ana grup olusmus, bir grup mutasyon bolgelerini (Karlin,
Hogervorst, BNT2 ve BNT3) bulmada, diger grup (Sander ve Valdar) ise korunan
bolgeleri  bulmada iyi sonuglar vermistir. Bu metotlar kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda ayni skorlama matrisi kullanildigi durumlarda BNT3 disinda
benzer sonuglar vermektedirler.

Mutasyon skorlarina ek olarak, literatiirdeki deneysel calismalardan elde edilen
influenza viriisiinin mutasyon hizi1 bilgisinden yararlanilarak NA proteininin
mutasyon hizi mutasyon/yil olarak hesaplanmistir. Sonug olarak 388-9 amino asitlik

dizilime sahip NA proteininin yilda yaklasik olarak bir mutasyona ugradigi
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bulunmustur. Son olarak amino asitler aras1 doniisiim i¢in amino asitlerin hem kodon
tablosundan hesaplanan beklenen frekanslart hem de NA proteinleri igerisindeki
frekans dagilimlar1 (dogal frekans) kullanilmistir.

Tum bu analizlerden elde edilen sonugclar rastgele yiirtiylis algoritmasi igerisinde bir
araya getirilerek, egitim setlerinden, zamanla olusan mutasyonlar sonucu
karsilagtigimiz NA amino asit dizilimleri modellenmistir. Gelistirdigimiz mutasyon
skorlar1, literatiirde karsilasilan ve virlise antiviral diren¢ kazandiran mutasyon
bolgelerini blyik oranda tespit edebilmektedir. Model sonucu elde edilen sekanslar
ile dogrulama setleri icerisindeki sekanslar karsilastirilarak modellerin dogruluk
derecelerinin hesaplanmasi i¢in gesitli yontemler denenmistir. Tahmin edilen setlerin
belirli y1l araliklarinda dogrulama setine yakinsadigi gézlenmekle beraber tam olarak
ayni sekanslara ulasilamamistir. Bu veri setleri igerisinde tahmin sonuglarinin tam
olarak ayn1 sonuglart vermesi beklenmemekle birlikte, tahmin modelinin iyilestirilerek
daha yiiksek dogruluk oranlarina sahip sekanslarin elde edilmesi i¢cin modelin
gelistirilmesi ¢alismalar1 devam etmektedir. Burada temel problem, veri kalitesi ve
verilerin diizgiin bir sekilde ayristirilip kullanilabilir (nerede ve ne tiir mutasyonlarin
olacagini belirleyen) 6zelliklerinin ¢ikarilmasidir. Modelin gelistirilmesi igin
yapilmakta olan ve yapilmasi planlanan ¢aligmalar ileriki paragraflarda sunulmustur.
Bu tez icerisinde, skorlama matrisleri ve skorlama fonksiyonlar1 arasindaki iligkiler
incelenmis ve tahmin modelinde tek bir matris ve tek bir fonksiyon secilerek
hesaplamalar yapilmistir. Ileride farkli kombinasyonlar olusturularak tahminler arasi
iliski incelenerek sistem optimize edilebilir.

Yakin sonuglar gosteren skorlama fonksiyonlarindan BNT3 fonksiyonu secilerek
evrimsel degisim tahminleri yapilmistir. Tek bir fonksiyon yerine, yiiksek korelasyona
sahip fonksiyonlarin bir kombinasyonu olusturularak, farkli agirliklarda her biri
sisteme dahil edilerek fonksiyonlar arasi etkinin tahmin sonuglarina etkisi
incelenebilir. Bu sayede, BNT3 fonksiyonu sonuclariyla gézden kacgirilan mutasyon
bolgeleri, bu kombinasyon ile saptanabilir.

Tahmin modelinde, skorlama matrisleri igerisinden yaygin olarak kullanilan
BLOSUMG62 matrisi kullanilmistir. Bu matris olusturulurken kullanilan protein
sekanslart ile NA protein sekanslarindaki amino asit dagilimlari tamamen ayni
degildir. Bu durumda amino asitlerin birbirine doniisme olasiliklarin1 gdsteren

BLOSUMG62 matrisi yerine, NA proteinine 6zel skorlama matrisleri olusturulabilir.
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Mutasyon haritalart NA proteininin ¢ogu bolgesinin korundugunu gostermektedir.
Eger bir pozisyon tamamen korunuyorsa mutasyon degeri 0’dir. Ancak ¢ok az
degisime ugrayan bolgelerin aldigi skor 0’dan farkli olacaktir. Bu az degisime ugrama
olasilig1 olan bolgelerin tahmin sisteminde giiriiltiiye sebep olmamasi i¢in mutasyon
haritasinda bir esik degeri belirlenerek o esik degeri altindaki skorlarin mutasyona
ugrama olasiliklar1 0 kabul edilebilir. Bu sayede tahmin modelinde, mutasyona ugrama
olasilig: yiiksek olan bolgelerde degisim daha net olarak gozlemlenecektir.

Bir proteinde gozlemlenen degisim tek pozisyonda ise bu degisim etrafindaki amino
asitleri etkilemektedir. Bu ¢alismada her pozisyondaki degisim etrafindaki amino
asitlerden bagimsiz olarak gerg¢eklesmektedir. Amino asit degisimleri tek pozisyonda
olabilecegi gibi bolgesel olarak birden fazla amino asidin degisimi olarak da
gozlenebilmektedir. Protein {izerinde amino asit degisimlerine komsu pozisyonlarin
etkisinin tespit edilmesi ile ger¢ege daha yakin bir tahmin modeli olusturulabilecektir.
Tahmin edilen sekanslar i¢in yapi tahmini yapilarak var olan ilaglarin baglanma
etkinligi incelenecektir. Bu sayede tehlikeli sekanslar tespit edilebilecektir.

Olusturulan bu model sayesinde, gelecekte karsilagilma olasiligi  bulunan
mutasyonlarin 6nceden tahmin edilebilmesi i¢in gerekli bilgi birikimine katkida
bulunulmustur. Tahmin edilen sekanslar lizerinden yapilacak yapisal analizler ile
oncelikle var olan ilaglarin bu sekanslar Uzerindeki etkileri belirlenebilecek ve/veya

daha etkili yeni ila¢ molekiillerinin tasarlanmasi ¢alismalarina katki saglanabilecektir.
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EK1

Cizelge Ek 1: PAM120 matrisi.
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Cizelge Ek 2: BLOSUMG62 matrisi.
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Cizelge Ek 3: GONNET matrisi.
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Cizelge Ek 4: PET91 matrisi.

ARNDT CQEGH I LKMFPSTWYVDBZ X -
2 -1 0 0 -1 1 -1 1 0
1 5 0 -1 -1 2 0 0 2
0 0 3 2 -1 0 1 0 1
0 -1 2 5 -3 1 4 1 0
1 -1-1 313 4-10-23-3-20-21-11 2 -2 -2-35-2 -5
2
0

i
'
[N}
o
'
AN
'
AN
'
AN
'
w
-
-
[N}
'
N
'
w

12 0 1 3 5 2 -1
-1 0 1 4 -4 2 5

1 0o 01 -1-105-234-135-11-1-2 4 -205-05-1 5
2 2 1060 2 0 -2 6 3-21-200-1-1-34 3051 -1 -5
o 3 -2 3 -2 33334 2 330 -2-11 4 -2 4253 -1 -5
-1 3 3 4 3 -2 4 -4 -2 2533 2 0-2-1-2-1 2-35-3 -1 -5
0515 -1 5
1 -2 -2 3 -2 -2 -3 3 -23 3 -26 0-2-10 -3 -2 2-25-25-1 -5

1 -1 1 -2 -20-2-160-290-2-2-36 11 43 -1-15-1 -2 5

XN LK<LKSEA0 T TMERF—IOMOO0UZT>
KA
IS
-
o
[
N
i
KR
.
[
[
(2]
)
&
)
KA
KA
[
[
[

97



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 GIn | 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

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

L | Lésin Leu | X | Tespit Edilemeyen

K | Lizin Lys | - | Bosluk
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Cizelge Ek 6: Grup 3 ile yapilan tahminlerden hedeflere en yakin olanlar

1.

laa

SVILAGNSSLCSISGWAIYTEDNSIRIGSKGDVEVIREPFISCSHLECRIFFLTQGALLNDEKHSNGTVEDRSPYRALMSCPLGEAPSP
YNSKFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLEKYNGIITGTIKSWERQILETQESECVCMNGSCFTIMTDGPSNGAASYKIF
KIEKGKVTKSIELNAPNFHYEECSCYPDTGTVMCVCRDNWHGSNREPWVSFNQNLDYQIGYICSGVEFGDNPRPEDGEGSCNPVTV
DGADGVKGFSYKYGNGVWIGRTESNELEEGFEMIWDPNGWTINTDSDESVEQDVVAITDWSGYSGSFVQHPELTGLDCIFRPCEW
VELVREGLPRENTTIWTSGSSISFCGVNSDTANWSWPDGAELPFTIDK

SVILAGNSSLCSISGWAIYTEDNSIRIGSKGDVEVIREPFISCSHLECRIFFLTQGALLNDKHSNGTVEKDRSPYRALMSCPLGEAPSP
YNSKFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLKYNGIITETIKSWKEKILRTQESECVCMHGSCFTIMTDGPSNGAASYKIF
KIEKGEVTKSIELNAPNFHYEECSCYPDTGTVMCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLDYQIGYICSGVEFGDNPRPEDGEGSCNPVTV
DGADGVKGFSYKYGNGVWIGRTESNELEEGFEMIWDPNGWTINTDSDESVEQDVVAITDWSGY SGESFVQHPELTGLDCIRPCEW
VELVRGLPRENTTIWTSGSSISFCGVNSETANWSWPDGAELPFTIDE

SVTLAGNSSLCSISGWAIYTEDNSIRIGESKGDVEVIREPFISCSHLECRTFFLTQGALLNDEKHSNGTVEDRSPYRALMSCPLGEAPSP
YNSKFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITSTIKSWERQILRTQESECVCMNGSCFTIMTDGPSNGAASYKIF
KIEKRGEKVTKSIELNAPNFHYEECSCYPDTGTVMCVCRDNWHGSNEPWVSFNOQNLDYQPGYICSGVEGDNPRPEDGEGSCNPVTV
DGADGVEGFSYEKYGNGVWIGRTESNRELEKGFEMIWDPNGWTNTDSDESVEQDVVAITDWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCEFW
VELVEGLPRENTTIWTSGSSISFCGVNSDTANWSWPDGAELPFTIDK

SVILAGNSSLCSISGWAIYTEDNSIRIGSKGDVEVIREPFISCSHLECRIFFLTQGALLNDEKHSNGTVEDRSPYRALMSCPLGEAPSP
YNSKFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLEK YNGIITGTIKSWEREQILETQESECVCMNGSCFTIMTDGPSNGAASYKIF
KIEKGEVTKSIELNAPNFHYEECSCYPDTGTVMCVCRDNWHGSNRPWVSFNQNLDYQIGYICSGVEFGDNPRPEDGEGSCNPVTV
DGADGVEKGFSYEYGNGVWIGRTESNELEEGFEMIWDPNGWTINTDSDESVEQDVVAITDWSGY SGESFVQHPELTGLDCIEPCEW
VELVRGLPRENTTIWTSGSSISFCGVNSDTANWSWPDGAELPFTIDK

SVILAGNSSLCSISGWAIYTEDNSIRIGSKGDVEVIREPFISCSHLECKTFFLTQGALLNDEHSNGTVEDRSPYRALMSCPLGEAPSP
YNSKFESVAWSASACHDGMGWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITGTIKSWEKEKQILERTQESECVCMNGSCFTIMTDGPSNGAASYKIF
KIEKGEVTKSIELNAPNFHYEECSCYPDTGTVMCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLDYQIGYICSGVEFGDNPRPEDGEGSCNPVTV
DGADGVKGFSYRKYGNGVWIGRTESNELEEKGFEMIWDPNGWTINTDSDESVEQDVVAITDWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCEW
VELVEGLPRENTTIWTSGSSISFCGVNSDTANWSWPDGAELPETIDK
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Cizelge EK 7: Grup 6 Part 2 ile yapilan tahminlerden hedefe en yakin olanlar

1.

L

SVELAGNSSLCPVSGWATYSKDNSIRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDKHSNGTIKEDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY

NSRFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTVMTIDGPSDGQASYKIFRI
EEGEIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEY QIGYICSGIFGDNPRPNDETGSCGPVSSNGA

NGVEGFSFKYGNGVWIGRTKSISSESGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRG

EPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

SVELAGNSSLCPVSGWAIYSEDNSVEIGSKGDVEVIREPFISCSPLECRTFFLTOQGALLNDKHSNGTIKDRESPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSRFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLEYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
EGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVWVSFNQNLEY QIGYICSGIFGDINPRPNDETGSCGPVSSNGAN

GVKGEFSFEKYGNGVWIGRTKSISSREKGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRGR

PEKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

SVELAGNSSLCPVSGWATYSKDNSIRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIEDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY

NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTVMTIDGPSDGQASYKIFRI
EEGKIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKETGSCGPVSSNGA

NGVEGFSFKYGNGVWIGRTKESISSETGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRG

EPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

SVELAGNSSLCPVSGWAIY SEDNSIRIGSKGDVEVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIEDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY

NSRFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTVMTIDGPSDGQASYKIFRI
EKGEIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCEDNWHGSNEPWVSFNQNLEY QIGYICSGIFGDNPRPNDETGSCGPVSSNGA

NGVEGFSFKYGNGVWIGRTESISSESGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRG

RPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

SVELAGNSSLCPVSGWATYSKDNSIRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIEDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDNGAVAVLEYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRI
EEGKIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKETGSCGPVSSNGA
NGVEGFSFKYGNGVWIGRTESISSEKGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIRG
EPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK
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6. SVELAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVEVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY

NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLEYNGII TDTIKSWENDILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
KGKIVKSVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDKETGSCGPVSSNGAN
GVEGFSFEYGNGVWIGRTESISSEKGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWTGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWWVELIEGE
PEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK

SVELAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEKHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLEYNGII TDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
KGEIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDETGSCGPVSSNGAN
GVEGFSFEYGNGVWIGRTESISSEKGFEMIWDPNGWTGTDNNESIKQDIVGINEWTGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCFWWVELIEGE
PEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDKE

SVELAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEKHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLKYNGITDTIKSWENDILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
KGEIVESVEMNAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCRDNWHGSNEPWVSFNQNLEYQIGYICSGIFGDNPRPNDETGSCGPVSSNGAN
GVEGFSFEYGNGVWIGRTKSISSEKGFEMIWDPNGWTGTDNKESIKQDIVGINEWTGY SGSFVQHPELTGLDCIRPCEFWVELIRGR
PRKENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDKE

Cizelge Ek 8: Grup 8 Part 2 ile yapilan tahminlerden hedefe en yakin olanlar

1.

b

SVELAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKEGDVEVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLEKYNGIITDTIKSWENNILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
KGKIIKSVEMEAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCEDNWHGSNEPWVSFNOQNLEYQMGYICSGVFGDNPRPNDEKTGSCGPVSSNGA
NGVREGFSFRYGNGVWIGRTKSISSRKGFEMVWDPNGWTGTDNEFSIKQDIVGENEWSGYSGSFVQHPELTGLDCIRPCFWVELIR
GEPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDE

SVELAGNSSLCPVSGWAIYSKDNSVRIGSKGDVEFVIREPFISCSPLECRTFFLTQGALLNDEHSNGTIKDRSPYRTLMSCPIGEVPSPY
NSEFESVAWSASACHDGINWLTIGISGPDSGAVAVLKYNGITDTIKSWRNNILRTQESECACVNGSCFTIMTDGPSDGQASYKIFRIE
KGKIIKSVEMEAPNYHYEECSCYPDSSEITCVCEDNWHGSNERPWVSFNQNLEYQMGYICSGVEFGDNPEPNDETGSCGPVSSSGAN
GVEGFSFEYGNGVWIGRTKSISSEKGFEMVWDPNGWITGTDNEFSIKQDIVGINEWSGY SGSFVQHPELTGLDCIEPCFWVELIRG
RPEENTIWTSGSSISFCGVNSDTVGWSWPDGAELPFTIDK
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