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Anahtar Kelimeler Ozet: Alzheimer hastahgi (AH), f-amiloid (AB) senil plaklarin ve nérofibriler yumaklarin patolojik

APH1A, birikimi ile karakterize olan ilerleyici bir norodejeneratif hastaliktir. y-sekretaz, AH nedeni olan
Polimorfizm, amiloid B peptidi (AB) tiretmektedir. y-sekretaz makromolekiiler bir komplekstir ve APH1A geninin
Alz}'le'imer Hastaligy, kodladig1 protein bu komplekste yer almaktadir. Bu ¢alismada, APH1A genindeki yanlis anlamh
In silico (missense) tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) proteinin yapisi ve stabilizasyonu iizerindeki olasi

zararll etkilerinin in silico yontemler kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Zararli SNP’lerin
tahmin edilmesi i¢in PolyPhen-2 ve SIFT yazilim araglari, protein stabilizasyonu degisimlerinin tespit
edilmesi i¢in I-Mutant 2.0 yazilimi, yabanil ve mutant tip proteinlerin tic boyutlu modellemeleri i¢cin
Project HOPE yazilim araci kullanilmistir. Sonuglar, APH1A geninde yer alan toplam 3567 SNP’nin
257 tanesinin yanhs anlamli SNP oldugunu gostermistir. 257 SNP’nin in silico analizlerine gore,
rs11548266, rs74126634, rs145324799, 15199961673, rs370361277,rs370719475 ve rs376071112
polimorfizmlerinin zararl etkilerinin olabilecegi belirlenmistir. Calismamizda gergeklestirdigimiz in
silico analizler, Alzheimer hastaligi ile ilgili APH1A geninde yer alan 3567 SNP’nin tamaminin
genotiplenmesi yerine proteinin yapisi ve stabilizasyonuna zararl etkisi olabilecek SNP’lerin
genotiplenmesine iliskin veri saglamaktadir. Dolayisiyla, zararli oldugu tespit edilen SNP’ler
genotipleme c¢alismalarinin en 6nemli basamagi olan SNP seciminde ve deney tasariminda
kullanilabilecektir. Bu nedenle, elde ettigimiz sonuglarin Alzheimer hastaligy ile ilgili gelecekte
yapilacak olan hem deneysel hem de in silico ¢alismalara katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Determination of Deleterious SNPs in APH1A Gene Related to Alzheimer’s Disease by In

Silico Methods
Keywords Abstract: Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease characterized by
APH1A, pathological accumulation of B-amyloid (Af) senile plaques and neurofibrillary tangles. y-secretase
Polymorphism, produces the amyloid {3 peptide (AB), which causes AD. y-secretase is a macromolecular complex and
Alz}}gimer’s Disease, the protein encoded by the APH1A gene is located in this complex. In this study, it was aimed to
In silico determine the possible deleterious effects of missense single nucleotide polymorphisms (SNPs) in

APH1A gene on the protein structure and stabilization via in silico methods. PolyPhen-2 and SIFT
were used to predict deleterious SNPs, I-Mutant 2.0 software was used to detect protein stabilization
changes and Project HOPE software tool was used to make three-dimensional modeling of wild and
mutant type proteins. The results showed that 257 SNPs among a total of 3567 SNPs in the APH1A
gene were missense SNPs. According to the in silico analysis of the 257 SNPs it has been determined
that rs11548266, rs74126634, rs145324799, rs199961673, rs370361277, rs370719475 and
rs376071112 polymorphisms may have deleterious effects. The results of in silico analysis provide
data for genotyping of SNPs which have deleterious effects on protein structure and stabilization
rather than genotyping of entire 3567 SNPs in the APH1A gene associated with Alzheimer's disease.
Therefore, deleterious SNPs may be used in the selection of SNPs and experimental design which are
the most important stages of genotyping studies. Thus, we envisaged that the obtained results will
contribute to the further studies either experimental or in silico on Alzheimer's disease.
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1. Giris
Alzheimer hastaligt (AH), pB-amiloid (AB) senil
plaklarin ve norofibriler yumaklarin patolojik

birikimi ile karakterize olan ilerleyici bir
norodejeneratif hastaliktir [1]. Alzheimer hastaligi
erken baslangich ailesel ve ge¢ baslangich sporadik
olmak tzere ikiye ayrilmaktadir. AH olgularinin
cogunlugu cevresel, genetik ve metabolik faktorleri
iceren bircok etiyopatojenik mekanizmay1 kapsayan
gec baslangi¢h sporadik  tipinde oldugu
belirtilmektedir [1-2].

Aspartil proteaz iyesi olan y-sekretazin enzimsel
aktivitesi sonucu AH nedenlerinden olan amiloid 8
peptidi (AB) olusur [3]. y-sekretaz, hem normal
fizyolojide hem de Alzheimer hastaliginin (AH)
patolojisindeki  kritik rolii olmasi nedeniyle
biyomedikal arastirmalarin siirinda yer almaktadir.
y-sekretaz, intramembran proteaz olarak fonksiyonu
olan ve yapisinda presenilin homodimer (PSEN1 ve
PSEN2), nicastrin (NCSTN), anterior pharynx
defective-1 (APH1A or APH1B) ve presenilin
enhancer-2 (PSENEN)’yi iceren bir makromolekiiler
komplekstir [4-6]. Presenilin (PSEN), y-sekretazin
katalitik alt initesidir ve pek ¢ok PSEN mutasyonu
ailesel Alzhiemer hastaligi ile iliskilendirilmistir.
PSEN’nin PSEN1 ve PSEN2 olmak iizere iki homologu,
APHl’'inde APHla ve APH1b olmak iizere iki
izoformu vardir [3].

APHIA geni (OMIM 607629) Notch reseptori ve
amiloid beta prekiirsér protein (APP) gibi integral
membran proteinlerini kesen gama sekretaz
kompleksinin bir bilesenini kodlar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51107).
APH1A geni 1. kromozomun uzun kolunda yer alir
(1921.2) ve 265 amino asitlik bir proteini kodlar.
APH1, yedi transmembran domaini ile ~30 kDa’luk
bir integral membran proteinidir. APH1, y-sekretaz
kompleksinin stabilitesi, aktivitesi ve seciciliginde rol
oynamaktadir [6-8].

y-sekretaz 90’dan fazla farkli subsrati keser bunlarin
icinde APP ve Notch sirasi ile AH ve kanserdeki rolleri
nedeniyle en ¢ok calisilanlardandir [6,9]. APP'den A
iretimi, B- ve y-sekretazlari iceren iki asamali bir
proteolitik islem yoluyla gerceklesir. Once BACE1 (f-
site APP cleaving enzyme) membrana baglanmis bir
¢oziinebilir C-terminal fragmanini Uretmek icin
APP'yi keser. Sonra y-sekretaz aktivitesi ile C-
terminal fragmanini keserek AB40 ve AP42
olusmasini saglar [10,11]. Olusan her iki tip peptit de
amiloid plaklarda bulunabilir, ancak Ap42 daha
dogrudan noérotoksiktir ve agregasyon icin daha

biiyiik bir egilime sahiptir [10,12]. Hiicresel
kompartimanlarda biriken norotoksik AB
mitokondriyal hasara, sinaptik hasara ve tau
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proteininin hiperfosforilasyonuna yol agarak hiicresel
fonksiyonlara zarar vermektedir [10,13,14].

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), insan
genomundaki en yaygin varyasyon kaynaklari
arasindadir. Bazi durumlarda, SNP’lerin biyolojik
etkisi bir veya daha fazla hastaliga yatkinhigi
artirabilmektedir. Hastaliga yatkinligi ve sonucunu
etkileyen SNP'lerin tanimlanmasi, hasta ve
kontrollerde SNP'lerin genotiplenmesi ve
frekanslarinda sistematik farklhiliklar aranmasiyla
saglanmaktadir [15,16]. Hastaliklarla iligkili SNP’leri
belirleyebilmek icin oncelikle in silico  araglar
kullanarak  SNP’lerin  olas1  zararli etkilerini
belirlemek ve elde edilen bulgulara gore genotipleme
calismalarin1 planlamak giiniimiizde tercih edilen
yaklasimlardan biridir. Yapilan literatiir taramasina
gore APH1A geninde yer alan yanlis anlamli SNP’lerin
zararli etkileri in silico yontemler kullanilarak
arastirilmamistir. Bununla birlikte, APH1A genindeki
tek niikleotid polimorfizmleri ve Alzheimer hastalig
riski lizerine yapilan bazi genotipleme c¢alismalari
bulunmaktadir. 2003 yilinda Poli ve ark. APH1A/B
genlerinde yer alan alt1 polimorfizmin AH ile iliskisini
arastirmis ancak anlamli bir sonu¢ bulunamadigini
bildirmistir [17]. Wang ve Jia (2009) ve Qin ve ark.

(2011), APH-1A geninin promotor bdlgesinde
bulunan rs3754048 (-980C/G) polimorfizminin
Alzheimer hastaligr riski ile iligkili oldugunu

bildirmistir [18], [19]. 2015 yilinda yapilan bir baska
calismada, Yu ve ark. (2015) aralarinda APH1A
geninin de bulundugu baz1 genlerdeki, tek niikleotid
polimorfizmlerinin sizofreni ile iliskisini aragtirmis
ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir fark olmadiginmi1 bildirmistir [20].
Cinleti ve ark. (2015) Alzheimer hastalig1 ile APH1A
geninde yer alan rs3754048 (980C/G)
polimorfizminin iliskisini deneysel olarak arastirmis
ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde
etmediklerini bildirmislerdir [21].

Bu calismanin amaci, AH ile iliskilendirilen APH1A
genindeki zararl etkisi olabilecek SNP’lerin farkl
bilgisayar tabanli yazilim aracglar1 araciligi ile tahmin
edilmesi, gen-gen iliskilerinin belirlenmesi ve
sonuglarin yapilacak olan deneysel arastirmalara veri
saglamasidir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Gen- gen iliskilerinin belirlenmesi

GeneMANIA, iligkili genleri bulmak igin, birgok
kapsamli, kamuya agik biyolojik veri setlerini
arastiran  bir = yazihm  aracidir.  Arastirma
parametreleri icerisinde protein-protein, protein-
DNA ve genetik etkilesimleri, yolaklari, reaksiyonlari,
gen-protein ekspresyon verileri, protein domainleri
ve fenotipik tarama profilleri yer almaktadir. Ayni


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51107
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zamanda veriler literatiire bagh olarak diizenli bir
sekilde giincellenmektedir. GeneMANIA, elde ettigi
verilerle olusturdugu aglar1 birlestirmek i¢in birkag
farkli yontem kullanabilmektedir. Bu c¢alismada
kullanmis oldugu yoéntem, otomatik olarak secilen

6l¢gme metodudur (http://genemania.org/).

2.2. Veri Eldesi

APH1A genindeki SNP’ler NCBI dbSNP wveri
tabanindan 2018 yili Mayis ayinda elde edilmistir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Bu SNP’lerden
yanlis anlamli olanlar (missense) ileri analizler i¢in
secilmistir. APH1A geninin kodladig1 proteinin dizisi
ve erisim numarasi, NCBI dbSNP
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) ve Uniprot
veritabanlarindan (http://www.uniprot.org/) elde
edilmistir.

2.3. Zararli SNP'lerin belirlenmesi

Zararli/hasar verici SNP’lerin belirlenmesi igin
cevrimici hizmet veren yazilim araglari kullanilmistir.
Bu amagla Sekil 1'de gosterilen siralama takip

edilmistir.
‘ APH1A H NCBI dbSNP HSIFT/PDNPHEH

Project Hope

Sekil 1. SNP Analizlerinde Online Yazilim Araglarinin
Kullanimi (Kaynak 20’den modifiye edilmistir.)

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) yazilim araci
bir amino asit substitiisyonunun  protein
fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini dizi
homolojisine ve amino asitlerin fiziksel 6zelliklerine
dayanan bir yontem ile tahmin etmektedir
(http://siftdna.org/www/SIFT dbSNP.html).  SIFT
programindaki cutoff degeri =0.05 bir tolerans
indeksidir [22]. Amino asit substitiisyonunun <0.05
bir degere sahip olmasi viicuda zararli/toleranssiz
olarak ongériiliirken >0,05 bir degere sahip olmasi
ise tolere edilebilir oldugu seklinde dngorilmektedir
[23,24].

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) yazilim
aract bir amino asit substitlisyonunun bir insan
proteininin yapisi ve islevi lizerindeki olasi etkisini,
dogrudan fiziksel ve karsilastirmali degerlendirmeler
kullanarak tahmin eden bir aracgtir
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Tahmin
sonuglari zarar verici ya da tehlikesiz seklinde elde
edilmektedir [24,25]. Bu yazilim araci ii¢ boyutlu
yapisi bilinen bir protein ile substitiisyon boélgesinin
karakterizasyonunu  temel alarak bir  skor
hesaplamas1 yapmaktadir. PolyPhen skoru (PSIC
skoru) her bir bolgedeki varyantlar ve bunlarin
aralarindaki farkliliklar igin hesaplanmaktadir.
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Varyantlar arasindaki skor farklihigimnin yiiksek
olmasi, belirli bir amino asit substitiisyonunun
fonksiyonel etkilerinin daha yiiksek olabilecegi
anlamina gelmektedir [22].

Amino asit substitiisyonunun proteinin
stabilizasyonu iizerine etkisini belirlemek icin I-
Mutant 2.0 yazilimi kullanilmistir. I-Mutant 2.0,
mutasyon nedeniyle meydana gelen protein stabilite
degisimini, protein yapisindan ya da protein
dizisinden tahmin etmek iizere optimize edilmis bir
yazilimdir. [I-Mutant 2.0, yabanil ve mutant tip amino
asitler arasindaki serbest enerji degisiminin (DDG)
protein  stabilizasyonu ile iliskisini = ortaya
cikarmaktadir. Hesaplanan DDG <0 (kcal/mol):
stabilitedeki azalis, DDG>0 (kcal/mol): stabilitedeki
artis1 gostermektedir [22,26]. Sonug olarak, protein
stabilizasyonu azalmistir ya da artmistir seklinde bir
tahmin ortaya koymaktadir.

2.4. Zararh
Modellenmesi

SNP’lerin Project HOPE ile

Project HOPE, ii¢ boyutlu protein yapisi iizerindeki
hesaplamalari, UniProt veritabanindaki dizi
aciklamalarini ve Reprof yazilimindaki tahminleri de
kapsayan bir seri kaynaktan yapisal bilgileri toplayan
bir yazilim aracidir. HOPE, protein yapisi iizerindeki
belirli bir mutasyonun etkisini analiz etmek i¢in bu
bilgileri birlestirerek yabanil ve mutant tip amino
asitlerin, proteinin t¢ boyutlu yapisina etkilerinin,
modellemeler araciligiyla tahmin edilmesine olanak
saglamaktadir

(http://www.cmbi.ru.nl/HOPE /method/).

3. Bulgular
3.1. Gen-Gen Etkilesimleri

Sekil 2'de APH1A'min gen-gen etkilesim ag1
verilmistir. Gen-gen etkilesim sonuglarina gore,
APH1A geninin 20 gen ile iliskisine bakildiginda, bu
genler arasinda toplam 333 baglanti oldugu tespit

edilmistir (http://genemania.org/).

3.2. PolyPhen-2 ve SIFT yazilimlar1 tarafindan
zararli oldugu tespit edilen SNP'ler

NCBI dbSNP veri tabani tarandiginda APH1A geninde
toplam 3567 SNP bulundugu, bunlardan 257'sinin
missense (yanlis anlamli) SNP oldugu tespit
edilmistir. Bu 257 missense SNP'den SIFT ve
PolyPhen-2 yazilimlarinin her ikisi ile de 7 tanesinin
zararli oldugu tespit edilmistir ve sonuglar Tablo 1'de
verilmistir. Yapilan literatiir taramasina goére, bu
calismada zararh etkilerinin olabilecegi tespit edilen
7 SNP ile ilgili yapilmis bir deneysel calismaya
rastlanilmamistir.


http://genemania.org/
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http://www.uniprot.org/
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Tablo 1. SIFT, PolyPhen-2 ve I-Mutant 2.0 yazilimlarinin tahmin sonuglari

SNP NUKLEOTiD  AMINO ASIT ~ POLYPHEN-2

NUMARASI DEGISiMi DEGISiMi SONUCU

rs11548266 G/C (FWD) T10S Muhtemel
Zararh

rs74126634 C/G (FWD) C245W Muhtemel
Zararh

rs145324799 C/T (FWD) V120A Muhtemel
Zararh

rs199961673 C/T (FWD) A13T Muhtemel
Zararh

rs370361277 | C/T (FWD) Y90C Muhtemel
Zararh

rs370719475 C/T (FWD) R260C Muhtemel
Zararh

rs376071112 C/T (FWD) G233R Muhtemel
Zararh

I-MUTANT SONUCU

POLYPHEN-2 SIFT SIFT
SKORU SONUCU SKORU :;I?I,:Cﬁ::::: Azahis/Arts

0.869 Zararl 0.006 4 Artis
1.000 Zararl 0.005 2 Artis
0.999 Zararl 0.022 7 Azahs
0.996 Zararl 0.004 7 Azahs
1.000 Zararl 0.004 1 Artis
0.981 Zararl 0.006 6 Azahs
1.000 Zararl 0 7 Azahs

PolyPhen-2 skoru = 0.5 ise muhtemel/olas: zararl,, SIFT skoru 0-1 arasinda bir deger olup < 0.05 ise zararhdir, > 0.05 ise

tolere edilebilir.

3.3. I-Mutant 2.0 Yazillmi ile Amino Asit
Degisimlerinin Protein Stabilizasyonuna Etkisi

SIFT ve PolyPhen-2 yazilimlan ile zararli oldugu
tespit edilen 7 SNP’nin protein stabilizasyonuna
etkisi [-Mutant 2.0 yazilimi ile analiz edilmistir.
Sonuglar incelendiginde, bu SNP’lerden 3 tanesinin
protein stabilizasyonunu arttirdigl, 4 tanesinin ise
protein stabilizasyonunu azalttig1 tespit edilmistir ve
sonuclar Tablo 1'de verilmistir .

3.4. Project HOPE Yazilimi ile Amino Asit
Degisimlerinin Modelleme Sonuglari

Her bir amino asidin kendine 6zgii biiytikligi, yuki
ve hidrofobiklik degeri vardir. Bu degerler
karsilastirildiginda, orijinal yabanil tip rezidii ile yeni
eklenen mutant rezidiiniin ¢ogunlukla bu 6zellikler
bakimindan farkli oldugu gézlenmektedir. Tablo 2’de

APH1A genindeki zararli SNP’lere ait modellemeler
verilmistir.

Bu calismada elde edilen APH1A genindeki zararl
SNP’lerin Project HOPE yazilimi ile belirlenen
ozellikleri Tablo 3’te verilmistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Bu calismada, SIFT, PolyPhen-2, I- Mutant 2.0 ve
Project HOPE gibi bilgisayar tabanli yazilim
araclariin kullanilmasina dayanan bir yaklasim ile
deneysel c¢alismalar o6ncesinde APH1A genindeki
hedef SNP’lerin belirlenmesi gerceklestirilmistir.
Proteinin yapis1 ve stabilizasyonuna zararh etkisi
olabilecek hedef SNP’lerin in silico olarak
belirlenmesi genotipleme c¢alismalarinda oldukga
onemlidir. Calismamizda, @ APH1A  genindeki
fonksiyonel etkisi olabilecek SNP’ler
degerlendirilmistir.


http://genemania.org/
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Tablo 2. APH1A geninde yer alan zararli SNP’lerin Project HOPE modelleme sonuglar:

SNP NO

Modelleme

Aciklama

rs11548266

rs11548266  polimorfizminin
sebep oldugu 10. pozisyondaki
treonin amino asidinin serine
donlisimii

rs74126634

rs74126634  polimorfizminin
sebep oldugu 245. pozisyondaki
sistein amino asidinin
triptofana doniisimi

rs145324799

rs145324799 polimorfizminin
sebep oldugu 120. pozisyondaki
valin amino asidinin alanine
donlisimii

rs199961673

rs199961673 polimorfizminin
sebep oldugu 13. pozisyondaki
alanin amino asidinin treonine
donistimu

rs370361277

rs370361277 polimorfizminin
sebep oldugu 90. pozisyondaki
tirozin amino asidinin sisteine
donlistimii

rs370719475

rs370719475 polimorfizminin
sebep oldugu 260. pozisyondaki
arjinin amino asidinin sisteine
donitisimu

rs376071112

rs376071112 polimorfizminin
sebep oldugu 233. pozisyondaki
glisin amino asidinin arjinine
doéniisimi

I Folimorfizm alani

B Yabanil rezidi

B Mutant rezida
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Tablo 3. Yabanil ve mutant tip amino asitlerin Project HOPE yazilimina gore belirlenen 6zellikleri

AMINOASIT YABANIL TiP OZELLIKLERI MUTANT TiP OZELLIKLERI
SNP NUMARASI DEGISIKLIGI
Boyut Yiik Hidrofobisiti Boyut Yiik Hidrofobisiti
rs11548266 T10S > <
rs74126634 C245W < >
rs145324799 V120A > <
rs199961673 A13T < > > <
rs370361277 Yo0C > < < >
rs370719475 R260C > +ylk < < Notr >
rs376071112 G233R < Notr > > +ylk <

APH1A genindeki toplam 3567 SNP’den 257’sinin
amino asit degisimine sebep oldugu (yanlis anlamli),
bunlardan da rs11548266, rs74126634,
rs145324799, rs199961673, rs370361277,
rs370719475 ve 1rs376071112 polimorfizmlerinin
zararl olabilecegi tespit edilmistir.

APH1A proteninin amino asit diziliminde, SNP
numarasl rs11548266 olan polimorfizmin sebep
oldugu amino asit degisimi, 10. pozisyondaki treonin
amino asidinin serin amino asidine doéniismesidir.
Yabanil ve mutant tip amino asit rezidiileri
karsilastirildiginda boyut olarak farklilik
gosterdikleri ve mutant rezidiiniin yabanildan daha
kiigiik oldugu goriilmektedir (Tablo 2 ve Tablo 3).
Mutasyon sonucu 10. pozisyona serin amino asidinin
eklenmesi proteinin ¢ekirdeginde bos bir alana sebep
olacaktir. Ayrica bu boyut farki lipid-membran ile
temaslar etkileyebilecektir. 10. pozisyondaki rezidii,
bir domainin ¢ekirdegine goémiilii olarak yer alir.
Yabanil tip ve mutant rezidiler arasindaki farklar, bu
domainin ¢ekirdek yapisini bozabilir.

rs74126634 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 245. pozisyondaki sistein amino asidinin
triptofan amino asidine donlismesidir. Mutant
rezidlinlin yabanil tipten daha biiyiik oldugu Tablo 2
ve Tablo 3’de goriilmektedir. Project HOPE
yaziliminin sonuglarl, mutant rezidiiniin biiyiik
olmasinin bu bélgede ¢ikintilara sebep olabilecegini
gostermektedir. Yapisal bilginin elde edilememesi

sebebiyle Project HOPE yazilimi polimorfizmin
modellemelerine ait {i¢ boyutlu goriintiilerini
olusturamamistir. Bu nedenle, Project HOPE,
polimorfizm ile ilgili ek aciklamalar1 UniProt

veritabanindan, mutasyon analizi tahminlerini ise
Reprof yazilimindan kullanarak tespit etmistir.

rs145324799 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 120. pozisyondaki valin amino asidinin
alanin amino asidine doénlismesidir. Mutant
rezidiiniin yabanil tipten daha kiiciik oldugu
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gorilmektedir (Tablo 2 ve Tablo 3). Bu boyut farki
lipid membran ile temasi etkileyebilmesinin yani sira
olusan mutasyon, protein ¢ekirdeginde bos bir alana
sebep olabilecektir. Mutant rezidi bir ligand ile
dogrudan temasa girmez. Bununla birlikte mutasyon,
komsu rezidiilerden biri araciligiyla yapilan ligand
temaslarini etkileyerek proteinin bolgesel stabilitesi
lizerine etki gosterebilir. Ayrica, bu rezidii, UniProt
veritabaninda bir transmembran domaini olarak
aciklanmis bir bdlgede bulunur ve bu domainin
cekirdegine gomiilii olarak yer alir. Yabanil tip ve
mutant rezidii arasindaki farklar, bu domainin
cekirdek yapisini bozabilir.

rs199961673 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 13. pozisyondaki alanin amino asidinin
treonin amino asidine doéniismesidir. Yabanil tip ve
mutant amino  asitlerin  boyutlar1  farklhilik
gostermektedir. Mutant rezidi ile yabanil rezidii
karsilastirildiginda mutant rezidiiniin daha biiytlik
oldugu belirlenmistir (Tablo 2 ve Tablo 3). Bu boyut
farkliliklar: lipid-membran ile temaslar etkileyebilir.
Yabanil tip rezidii proteinin c¢ekirdegine goémuli
olarak yer alirken mutant rezidii daha biiyiik olmasi
nedeniyle bu bolgeye muhtemelen
yerlesemeyecektir. Yabanil ve mutant tip rezidiiler
hidrofobiklik acisindan da farklilik gostermektedir.
Yabanil tip, mutant rezidiiden daha hidrofobiktir
(Tablo 3). Hidrofobiklikteki bu farkliliklar, membran
lipidleri ile hidrofobik etkilesimleri etkileyebilir.
Bundan dolayi, mutasyon, proteinin c¢ekirdeginde
hidrofobik etkilesimlerin kaybina neden olacaktir. 13.
pozisyondaki rezidii, rs145324799 polimorfizminde
oldugu gibi, UniProt veritabaninda bir transmembran
domaini olarak a¢iklanmis bir bolgede bulunur ve bu
domainin ¢ekirdegine gémiilii olarak yer alir. Yabanil
tip ve mutant rezidii arasindaki farklar, bu domainin
cekirdek yapisini bozabilir.

rs370361277 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 90. pozisyondaki tirozin amino asidinin
sistein amino asidine doéniismesidir. Yabanil tip ve
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mutant amino asitlerin boyutlar1 birbirinden
farklidir. Mutant rezidii, yabanil tip rezidiiden daha
kiigtiktiir (Tablo 2 ve Tablo 3). Bu durum, proteinin
¢ekirdeginde bos bir alana neden olacaktir. Yabanil
ve mutant tip rezidiiler rs199961673
polimorfizminde oldugu gibi hidrofobiklik a¢isindan
da farklilik gostermektedir. Ancak rs199961673
polimorfizminden farkli olarak mutant rezidii yabanil
rezidiiden daha  hidrofobiktir (Tablo 3).
Hidrofobiklikteki fark, hidrojen bagi olusumunu
etkileyebilecek bir faktordiir. Yabanil tip rezidii, 34.
pozisyonda yer alan izolosin ile hidrojen bagi
olusturmaktadir. Yabanil tip ve mutant rezidi
arasindaki boyut farki, mutant rezidiiniin yabanil tip
ile ayn1 hidrojen bagini yapmak i¢in dogru konumda
olmamasina neden olabilecektir. Sonuc¢ olarak,
proteinin ¢ekirdeginde hidrojen baglarinin kaybina
neden olacak ve proteinin dogru katlanmasini
bozacaktir. Ayrica, 90. pozisyondaki rezidi bir
domainin ¢ekirdeginde gomiilii olarak yer alir.
Yabanil tip ve mutant rezidii arasindaki farklar, bu
domainin ¢ekirdek yapisini bozabilir.

rs370719475 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 260. pozisyondaki arjinin amino
asidinin sistein amino asidine doéniismesidir (Tablo
2). Project HOPE yazilimi sonuclarina gore, bu
polimorfizm icin rs74126634 polimorfizminde
oldugu gibi ii¢ boyutlu yap1 veya modelleme sablonu
bulunamamistir. Bu nedenle, Project HOPE,
polimorfizm ile ilgili ek acgiklamalar1 UniProt
veritabanindan, mutasyon analizi tahminlerini ise
Reprof yazilimindan kullanarak tespit etmistir.
Sonuglar incelendiginde, yabanil tip ve mutant amino
asitlerin boyutlarinin farklilik gosterdigi
goriilmektedir. Mutant rezidii yabanil tip rezidiiden
daha kigciiktiir (Tablo 2 ve Tablo 3). Mutant
rezidiinlin kiiciik olmasi etkilesimlerin kaybina sebep
olabilecektir. Bunun yani sira, yabanil tip ve mutant
tip rezidilerin yiikleri de farklilik gostermektedir.
Yabanil tip rezidi pozitif yiikliyken, mutant
rezidiinlin yiikd nétrdiir (Tablo 3). Yabanil tipin ytkii
mutant rezidiide kaybolacagl i¢cin bu durum diger
molekiillerle veya rezidiilerle etkilesimlerin de
kaybina neden olabilecektir. Yabanil ve mutant tip

rezidiiler rs199961673 ve rs370361277
polimorfizmlerinde  oldugu gibi  hidrofobiklik
acisindan da farklilhik gostermektedir. rs370361277
polimorfizminde oldugu gibi rs370719475

polimorfizminde de mutant rezidi yabanil rezidiiden
daha hidrofobiktir (Tablo 3). Bu durum, hidrojen
baglarinin kaybiyla sonuglanabilir ve/veya dogru
katlanmay1 bozabilir.

rs376071112 polimorfizminin sebep oldugu amino
asit degisimi 233. pozisyondaki glisin amino asidinin
arjinin amino asidine ddniismesidir. Calismamizda
elde edilen Project HOPE sonuglarina gore, yabanil ve
mutant tip amino asitler arasinda boyut farklilig
vardir. Mutant rezidiiniin yabanil tip rezidiiden daha
biiyiik oldugu belirlenmistir (Tablo 2 ve Tablo 3). Bu
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boyut farkhiliklar1 lipid membran ile temaslari
etkileyebilmektedir. 233. pozisyonda yer alan rezidii
proteinin ylizeyinde bulunur ve bu rezidiiniin
mutasyonu diger molekiillerle veya proteinin diger
kisimlariyla etkilesimleri bozabilir. Bu rezidiiniin
kivrilma agisi sira disidir (Tablo 2). Yabanil tip rezidii
glisin, diger tiim rezidiilerden daha esnektir. Sadece
glisin bu kivrilma agilarini yapmak igin yeterince
esnek bir amino asittir. Bu esneklik proteinin islevi
icin gerekli olabilmektedir. Glisinin mutasyonu
proteinin bu islevini ortadan kaldirabilmektedir. Bu
rezidiiniin farkli bir rezidiiye mutasyonu, lokal
iskeleti yanlis bir konformasyona zorlayacak ve lokal
yapisinl bozacaktir. rs370719475 polimorfizminde
oldugu gibi, rs376071112 polimorfizminde de
yabanil tip ve mutant tip rezidiilerin ytkleri de
farkliik  gostermektedir. Ancak rs370719475
polimorfizminden farkli olarak, yabanil tip rezidi
notr, mutant tip rezidi ise pozitif ytklidir (Tablo 3).
rs145324799  polimorfizminde  oldugu  gibi,
rs376071112 polimorfizminde de mutant rezidii bir
ligand ile dogrudan temasa girmez. Mutant rezidii
komsu rezidiilerden biri aracilifiyla yapilan ligand
temaslarini etkileyerek proteinin bolgesel stabilitesi
iizerine etki gosterebilir. Yabanil ve mutant tip
rezidiiler rs199961673, rs370361277 ve
rs370719475 polimorfizmlerinde oldugu gibi
hidrofobiklik acisindan da farklilik gostermektedir.
Yabanil tip rezidii rs199961673 polimorfizminde
oldugu gibi mutant rezidiiden daha hidrofobiktir
(Tablo 3). Hidrofobiklikte meydana gelen bu
farkliliklar, membran lipidleri ile hidrofobik
etkilesimleri  etkileyebilmektedir. Ayrica, 233.
pozisyondaki rezidii, rs145324799 ve rs199961673
polimorfizmlerinde oldugu gibi, UniProt
veritabaninda bir transmembran domaini olarak
aciklanmis bir boélgede bulunur. Mutasyona ugramis
rezidii fonksiyonu bilinmeyen bir domainin
ylizeyinde yer alir. Bilinen domainler incelendiginde
temast bulunmamistir. Fakat bilinmeyen diger
domain ya da molekiiller ile temasi olasidir. Boyle bir
temas olmasi durumunda mutasyondan
etkilenecektir.

GeneMANIA yazihmindan elde edilen gen-gen
etkilesim sonuglari, APH1A geninin en fazla
etkilesimde oldugu genlerin sirasi ile APH1B, NCSTN,
JAG2, PSEN1 ve PSENEN oldugunu gostermistir.
Bunlardan APH1B, NCSTN, PSEN1 ve PSENEN genleri
Alzheimer hastaligi ile iliskilendirilen vy-sekretaz
kompleksinde yer almaktadir. JAG2 (jagged canonical
Notch ligand 2) geni ise Notch sinyal yolaginda yer
almaktadir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
Notch  sinyal yolag,  hiicre farklilasmasi,
proliferasyonu, sagkalimi ve apoptozis i¢in anahtar
rol oynamaktadir [27].

Amino asit slbstitiisyonlarinin protein yapisi ve
fonksiyonu tizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak, tek
amino asit mutasyonlarinin neden oldugu insan
hastaliklarinin karmasik mekanizmalarini anlamak
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icin kritik 6neme sahiptir [28,29]. Bir protein icindeki
kilit alanlarda meydana gelen amino asit
degisiklikleri, tuz kopriilerinin kirilmasi, etkilesim
aginin degistirilmesi, hidrojen baglarinin
bozulmasina neden olmayr da iceren bir dizi
konformasyon degisikligi ile sonuclanabilmektedir.
Bu degisiklikler, proteinin enerji diizeyinin
bozulmasina, proteinin  katlanma  kinetiginin
etkilenmesine, proteinin kiimelesmesine ve proteinin
stabilizasyonunun bozulmasina neden olabilmektedir
[29,30]. Protein stabilitesi degisikliginin hastaliklara
sebep olan ortak bir mekanizma oldugu ve 6zellikle
tek gen hastaliklarinin ¢ogunda amino asit
slibstitiisyonlarina sebep olan tek mutasyonlarin
sorumlu oldugu bilinmektedir [29,31].

Calismamizda elde edilen sonuglarin APH1A geni ile
ilgili yapilacak olan genotipleme arastirmalarina, SNP

secimi ve deney tasarimi asamalarinda Kkatki
saglayacagi tahmin edilmektedir. Literatiir
incelendiginde genlerdeki SNP’lerin in silico

analizlerine ait tahmin ¢alismalarinin kisithg1 oldugu
ve bu sebeple, ileride gerek deneysel gerekse in silico
calismalarin yapilmasi gerektigi diistintilmektedir.
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