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SARS-CoV-2 MUTASYONLARININ PROTEIN YAPILARI
UZERINDEKI ETKIiLERININ IN-SILIKO YONTEMLER iLE
ARASTIRILMASI

OZET

Amag¢: SARS-CoV-2 virlisiinde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlar
proteinlerin yapisinda degisiklige sebep olabilir. Meydana gelen bu yapisal
degisikliklerin de ila¢ etkilesimi, as1 ve ilag kesfi ile birlikte hastaligin seyri i¢in 6nemli
oldugu bilinmektedir. Niikleokapsid proteini ilag ve as1 i¢cin 6nemli bir hedeftir. Bu tezin
temel amaci, SARS-CoV-2 niikleokapsid proteininde meydana gelen yanlis anlaml
mutasyolarin tespit edilmesi ve bu mutasyonlarin protein yapisi iizerine etkisinin in-Siliko

yaklagimlar kullanilarak ortaya koyulmasidir.

Gerec ve Yontemler: Calismamiz da GISAID EpiCoV veri tabanindan indirilen
Tiirk populasyonuna ait 2286 drnekte N proteine ait 161 adet yanlis anlamli mutasyon
tespit edildi. Tespit edilen 161 adet yanlis anlamli mutasyon, sekansa ve yapiya dayali
yontemler kullanilarak analiz edildi. Sekansa dayali analiz i¢in; PROVEAN, PredictSNP
ve SIFT ag sunuculari ile MAPP ve SNAP ag araglar kullanildi. Yapiya dayali analiz
i¢cin ise; DynaMut, mCSM, SDM ag sunucular1 ile DUET ve ENCoM adli sunucular
kullanildi.

Bulgular: Sekansa dayali analiz sonucunda; PROVEAN ve PredictSNP ag
sunucularinda ortak olarak 39 adet mutasyon deleterious (zararli), 16 adet mutasyon notr
olarak tespit edildi DynaMut ag sunucusunda yapilan protein stabilizasyon analizi
sonucunda 103 adet mutasyonun proteinin 3 boyutlu yapisinin stabilizasyonu arttirdigi ve
58 adet mutasyonun ise protein yapisindaki stabilitizasyonu azalttigi tespit edildi.
DynaMut ag sunucusunda yapilan protein entropi analizi sonucunda; 77 adet yanlis
anlamli mutasyonun proteinin 3 boyutlu yapisinin esnekligini arttirdig1 ve 84 adet yanlis
anlamli mutasyonun proteinin esnekligini azalttig1 tespit edildi. Kimyasal bag ve
etkilesim analizi sonucunda M2341, A220V, S194L, S235F, D128N ve T362I
mutasyonlariin etkilesim degisimlerine yol agtig1 D3L mutasyonunun degisimlerine yol
acmadigr tespit edildi. Mutasyonlar sonucu N proteininin 3 boyutlu yapsiinda

deformasyon enerjisinde ve atomik kararsizlikta bir degisiklik tespit edilmemistir.
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Sonug: In siliko yontemler kullanilarak elde edilen bulgularimiz, SARS-CoV-2
N proteininde meydana gelen bazi yanlis anlamli mutasyonlarin proteinin yapisint ve
baglanma afinitesini degistirebilecegini ortaya koymaktadir. SARS-CoV-2 viriisiine kars1
as1 ve ilag gelistirme arastirmalarina katkisi olacagi diisiiniilen ¢alismamizin in vitro ve

in vivo yontemler ile dogrulanmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Niikleokapsid proteini, SARS-CoV-2, Yanlig anlamli mutasyon,
Protein stabilitesi

Xiii



THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF THE SARS-CoV-2
MUTATIONS ON PROTEIN STRUCTURES BY USING IN-SILICO
APPROACHES

ABSTRACT

Aim: Missense mutations in the SARS-CoV-2 virus may cause changes in the
structure of proteins. It is known that these structural changes are important for drug
interaction, vaccine and drug discovery, and the course of the disease. The nucleocapsid
protein is an important target for drugs and vaccines. The main purpose of this thesis is
to detect missense mutations in the SARS-CoV-2 nucleocapsid protein and to reveal the

effects of these mutations on protein structure using in-silico approaches.

Material and Methods: In our study, 161 missense mutations of the N protein
were found in 2286 samples of the Turkish population which were downloaded from the
GISAID EpiCoV database. The detected 161 missense mutations were analyzed using
sequence and structure-based methods. For sequence-based analysis; PROVEAN,
PredictSNP and SIFT web servers and MAPP and SNAP network tools were used. For
structure-based analysis; DynaMut, mCSM, SDM web servers and DUET and ENCoM

servers were used.

Results: As a result of the sequence-based analysis, by PROVEAN and
PredictSNP web server, 39 mutations were found to be deleterious while 16 mutations
were neutral. As a result of protein stability analysis performed on the DynaMut web
server; it was found that 103 missense mutations had increased the stability of the 3D
structure of the protein whereas 58 missense mutations had decreased its stability. As a
result of the protein stabilization analysis performed on the DynaMut web server, it was
found that 77 mutations had increased the flexibility of the 3D structure of the protein and
84 mutations had decreased the flexibility of the protein structure. As a result of the
chemical bond and interaction analysis, it was determined that M2341, A220V, S194L,
S235F, D128N and T3621 mutations caused interaction changes but D3L mutation did
not cause any interaction changes. There is no change in the deformation energy and

atomic instability in the 3-dimensional structure of the N protein as a result of mutations.

Conclusion: Our results obtained by using in silico approaches revealed that some

missense mutations in the SARS-CoV-2 N protein can change the structure of the protein

Xiv



and its binding affinity. Our study, which is thought to contribute to vaccine and drug

development research against SARS-CoV-2 virus, needs to be validated with in vitro and
in vivo methods.

Keywords: Nucleocapsid protein, SARS-CoV-2, Missense mutations, Protein stability
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1. GIRIS VE AMAC

Koronaviriisler, biiyilkk (80-220 nm c¢apinda), zarfli, Pozitif Tek Sarmalli
Riboniikleik Asit (+ssRNA) viriisleridir. En uzun koronaviriis genomu 33,5 kb'ye kadar
olabilmektedir. Siddetli Akut Solunum Sendrom Koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2) ’nin
genomu Siddetli Akut Solunum Sendrom Koronaviriisii (SARS-CoV) genomu ile %80
homolojiye sahiptir. SARS-CoV-2, Beta () koronaviriis alt cinsine aittir (1). Bu

virtislerin dnemli bir 6zelligi, genetik varyasyonlara duyarliliktaki degiskenligidir (2).

Cin'in Wuhan sehrinde, 2019 yilinin sonunda SARS-CoV-2 olarak adlandirilan
yeni bir koronaviriis ortaya c¢ikmistir ve viral pndmoni salginina neden
olmustur. Koronaviriis Hastaligi 2019 (COVID-19) olarak da bilinen bu yeni koronaviriis
hastaligi, tiim diinyaya hizla yayilmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 11 Mart’ta,
COVID-19’u pandemi olarak tiim diinyaya ilan etmistir (3). SARS-CoV-2 en yaygin
olarak solunum yoluyla bulagsmaktadir (1). COVID-19'un semptomlari arasinda; yiiksek
ates, Okstiriik, nefes darlig1, yorgunluk, kas ve bas agrisi, koku ve tat kayb1 yer almaktadir
(2)

SARS-CoV-2'nin genomu yaklasik 30.000 niikleotitten olusmaktadir. Genomik
RNA's1 (gRNA), 14 A¢ik Okuma Cergevesini (ORF) igermektedir. ORF1a ve ORF1b,
genomun lgte ikisini kapsamaktadir ve sirasiyla Poliprotein 1a (PP1a) ve Poliprotein lab
(PP1ab) ¢evrilir. Bu poliproteinler viral proteazlar tarafindan Yapisal Olmayan Proteinler
(NSP), Nsp1-Nsp16°’ya transkribe edilir. Bazi NSP’ler, birka¢ konake1 faktorle birlikte,
Cift Membranli Vezikiil (DMV)’ler i¢inde bir Replikasyon Transkripsiyon Kompleksi
(RTC) olusturmaktadir. RTC'ler, viral genom replikasyonu ve transkripsiyonunun
merkezidir. Genomun geri kalan tigte biri, dort ana yapisal proteini kodlayan ORF'lere
sahiptir. ORF’ler, 4 yapisal protein ve bazi yardimci proteinleri iretir. Bunlar; Spike (S),
Membran (M), Zarf (E), Niikleokapsid (N) ve bazi yardimci proteinler (ORF3a, ORF6,
ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 ve ORF10)’dir (4,5).

Diger RNA viriislerine benzer sekilde, SARS-CoV-2'deki genetik ¢esitlilik,
viriislin hayatta kalmasi ve patogenezi i¢in kritik 6neme sahiptir. RNA viriislerindeki en
onemli evrim mekanizmalarindan biri siirekli mutasyona ugramasidir. SARS-CoV-2'nin
genomik varyasyonlarini saptamak i¢in simdiye kadar ¢esitli calismalar yapilmistir. Bu

caligmalar sonucunda, SARS-CoV-2 viriislerinde genetik varyasyonlar tespit edilmistir.



Yapilan caligmalara gore, yanlis anlamli ve nétral mutasyonlar, SARS-CoV-2 genomu
boyunca en sik goriilen mutasyon tipleridir. Viral replikasyon, bulasmaya kars1 uyarilmis
bagisiklik tepkilerinde daha ¢ok mutasyona ugrayan bolgelerin rolii nedeniyle, bu
mutasyonlarin SARS-CoV-2 salginindaki etkilerini belirlemek i¢in daha fazla arastirma

yapilmasi gerekmektedir (6, 9).

Niikleokapsid  proteini, koronaviriisler i¢in  Onemli bir yapisal
proteindir. Koronaviriislerde bol miktarda bulunur ve yiiksek oranda immiinojeniktir (2,
66). N proteinlerinin; konak hiicreye girme, viral RNA genomuna baglanma ve
Riboniikleoprotein (RNP) ¢ekirdegini olusturma fonksiyonlart vardir. SARS-CoV-2 N
proteini, %90 dizi 6zdesligi ile SARS-CoV N proteini ile yiiksek homoloji paylasir (2).
N proteini, RNA paketlenmesine ve viriis partikiil salinimina katilan koronaviriis i¢in
onemli bir antijendir. N protein, as1 gelistirme ve serolojik analizlerde de siklikla
kullanilmaktadir (5,10). SARS-CoV-2 N proteini, Serin-Arginin (SR) agisindan zengin
bir alan olan ve oligomerizasyonu saglayan merkez baglayict bolge (LKR), RNA
baglanma alani iceren N-Terminal Domaini (NTD) ve C-Terminal Domaini (CTD)’den
olusur (5, 11, 12). SARS-CoV-2 N proteinlerinin molekiiler 6zelliklerini konu edinen
birgok c¢alisma yapilmasina ragmen N proteinin Ozellikleri heniiz tam olarak

bilinmemektedir.

RNA  virlsiiniin = genomu, virlis yayildikca kolayca  mutasyonlar
olusturabilmektedir. Ayrica koronaviriisler, diger RNA viriislerine kiyasla yliksek
mutasyon oranlarina sahiptir. Bu durum virlislerin adaptasyon siirecleri ile
iliskilendirilmistir (13, 14, 15). SARS-CoV-2'deki mutasyonlarin COVID-19 hastaliginin
siddeti, bulasma ve viriisiin stabilitesi tizerinde 6nemli etkileri oldugu disiiniilmektedir
(16). Viral mutasyonlarin biyolojik karakterizasyonu, viral ila¢ direncini, bagisiklik
kagisint ve patogenezle ilgili mekanizmalar1 degerlendirmek i¢in degerli bilgiler
saglamaktadir (17). SARS-CoV-2'de siirekli olarak yeni mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi,
ilag ve as1 tasarimlarinin gelisimi icin en biiyiik zorluktur. N proteininin viral yasam
dongiisiiniin birgok 6nemli islevine dahil olmasi onu COVID-19'da aday bir ilag ve as1
hedefi haline getirmektedir (18, 19). Global Initiative on Sharing All Influenza Data
(GISAID) veri bankasinda 29/06/2021 tarihinde, 2,132,114 adet SARS-CoV-2 genom
sekans1t bulunmaktadir (20). SARS-CoV-2'nin dizilenen tiim genom verilerinin

sayilarindaki artig, viriisiin genomunda olusan mutasyonlarin tespitinde ve bu



mutasyonlarin protein yapisi tlizerindeki etkilerinin arastirilmasina imkan saglamistir.
Nokta mutasyonunun proteinin stabilitesini nasil degistirdigini tahmin etmek, farmasotik
ilag ve as1 tasarimi girisimlerine rehberlik etmektedir. Fiziksel proteinler ile 1slak
laboratuvar ¢aligsmalar yapmak, zaman ve finansal kaynaklar nedeniyle engelleyicidir
(21). Ancak protein yapisi iizerindeki bir mutasyonun etkilerini tahmin etmeye yonelik
biyoinformatik ¢aligmalar, yanlis anlamli mutasyonlarin protein fonksiyonu ve yapisi
tizerindeki etkilerini kolaylikla 6l¢ebilmekte ve zaman ve finansal kaynaklar i¢inde sorun

teskil etmemektedir (15,21,22).

As1 ve antiviral ilag tasarimi i¢in N proteine ait mutasyonlarin protein stabilitesine
ve proteine baglanma etkisini belirleyen kesin sonuglar bulunmamaktadir. Bu tezin temel
amaci, in-siliko yaklagimlarla SARS-CoV-2 niikleokapsid proteininde meydana gelen
yanlis anlamli mutasyolarin tespit edilmesi ve bu mutasyonlarin protein yapisi tizerine
etkisini ortaya koymaktir. Elde edilen sonuclarin SARS-CoV-2 viriisiisiin bulagmasi,
teshisi ve COVID-19 tedavisi izerinde etkileri olabilecegini
diisiiniilmektedir. Bulgularimiz SARS-CoV-2 viriisiine kars1 ilag as1 gelistirme siirecine

yardimei1 olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KORONAVIRUSLER

Koronaviriisler, Nidovirales takiminda, Coronaviridae ailesinde ve
Orthocoronavirinae alt ailesinde bulunmaktadir. Orthococonavirinae alt ailesi 4 cins viriis
igerir; Alphakoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve Deltacoronavirus’tiir
(23). SARS-CoV-2, B-koronavirus alt cinsine aittir (Sekil 2.1) (5). Ik olarak Human
coronavirus 229E (HCoV-229E) ve Human coronavirus OC43 (HCoV-0C43), genellikle
soguk algmliginin nedenlerinden sadece biri olarak goriilmekteydi. Ilerleyen yillarda
2002'deki SARS-CoV salgini ve daha sonra 2012'de Orta Dogu Solunum Sendromu
(Middle East respiratory syndrome-MERS-CoV) salgini olmustur. 31 Aralik 2019'da
Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan sehrindeki etiyolojisi bilinmeyen pnémoni vakalar1 DSO
bildirilmeye baslanmistir. 7 Ocak 2020'de bu vakalarinin sebebinin yeni bir koronaviriis
oldugu ilan edilmistir. 11 Subat 2020'de DSO, yeni koronaviriis kaynakli pnémoniyi
COVID-19 olarak adlandirmistir ve Uluslararast Virlis Siiflandirma Komisyonu,
viriisiin adint SARS-CoV-2 olarak adlandirildigini duyurmustur (23). Viriise bu adin
verilme sebebi SARS-CoV-2 viriisiinin SARS-CoV virlis genomuna %80 benzerlikte
olmasidir (5). SARS-CoV-2'den dnce, SARS-CoV ve MERS-CoV dahil olmak tizere alt1

koronaviriisiin insanlarda hastaliga neden oldugu bilinmekteydi (24).

Takim Nidovirales
& " W ._‘_ —
Familya Arteriviridae ‘ Coronaviridae Mesoniviridae
—
Alt familya Orthocoronavirinae Torovirinae
«— W — —
Cins a-CoV ‘ p-Cov ‘ y-CoV 5-Col
W
Alt cins Sarbecovirus
-
\\\
\ e
Tirler HCoV-229E SARS-CoV-2 HCoV-0C43
HCoV-NL&3 — SARS-Cov
HCoV-HKU1
MERS-CoV
Sekil 2.1: Koronaviriislerinin siniflandiriimasi (23)



Viriisiin morfolojisi elektron mikrograf yontemi ile incelenmistir ve glines benzeri
kiiresel bir yapiya benzedigi bulunmustur (Resim 2.2) (24). Koronaviriisler SSRNA
virlisleridir. Capinin yaklasik olarak 60-140 nanometre (nm) arasinda, sivri uglarinin ise
9-12 nm arasinda oldugu bilinmektedir. Yapisindaki sivri u¢lardan yola ¢ikilarak

koronaviriis ad1 koyulmustur (5)

Sekil 2.2: SARS-CoV-2 viriisiiniin elektron mikroskobu goriintiisii (25)

Koronaviriisler bes tiir protein igermektedir. Bunlar; S, E, M, N proteinleri ve
hemaglutinin esteraz dimeridir. S, E, M ve HE proteinleri viriisiin yiizeyinde bulunurken,
genetik materyal virionun i¢indedir ve N proteininin genetik materyale bagli oldugu
bilinmektedir. Tiim genom yaklasik olarak 26,000-32,000 baz uzunlugundadir ve
+SSRNA’ya sahiptir (5).



2.2 SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 adi verilen yeni koronaviriisiin neden oldugu COVID-19, Aralik
2019'da Cin'in Wuhan Hubei sehrinde baslamistir. Giderek kiiresel olarak artan ve yayilan
bir solunum hastaligidir. SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu COVID-19 salginin
DSO tarafindan 11 Mart'ta pandemi olarak ilan edilmistir (26). Tiirkiye'deki ilk vaka, 10
Mart'ta bildirilirmis olup 29/06/2021 tarihine kadar 5,420,156 vaka tespit edilmistir (27,
28). SARS-CoV-2 viriisii tastyic1 ya da hasta kisiler tarafindan oksiirme ve hapsirma
sirasinda iiretilen damlaciklar yoluyla bulagsmaktadir. Kulucka stiresi 2 ila 14 giin arasinda
degismektedir. Hasta kisilerde; yiiksek ates, oksiirlik, bogaz agrisi, yorgunluk, bas agrisi,
miyalji ve nefes darlig1 goriiliir ancak tasiyicilar asemptomatik olarak da hastaligi

atlatabilmektedirler (29).
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Sekil 2.3: SARS-CoV-2 viriisiiniin gen organizasyonu ve yapisal proteinlerinin sematik gésterimi
(30)

SARS-CoV-2'nin genomu yaklasik 30.000 niikleotidden olusmaktadir (18).
SARS-CoV-2'nin yapisal proteinleri, S proteini, M proteini, E proteini ve N proteinidir.
SARS-CoV-2'nin RNA genomu 5 'ila 3' yoniinde 6 gene sahiptir: A¢ik Okuma Cergevesi
la (ORFla), A¢ik Okuma Cergevesi 1b (ORF1b), S, E, M ve N’dir (Sekil2.3). RNA



genomunun {igte iki kismi, PP1a ve PP1ab olan iki viral replikaz proteinini tireten ORF1a
ve ORF1b olusturmaktadir (Sekil 2.3) (30). Viral enfeksiyon sirasinda, SARS-CoV-2
genomunu endozomlar veya viral zarfin konak hiicre zar1 ile dogrudan fiizyonu yoluyla
konakg1 hiicreye enjekte eder, bu da S proteininin insan Anjiyotensin Doniistiiriicii
Enzimine (ACE2) baglanmasiyla gergeklesir. Konakgr hiicreye girisin ardindan
kaplanmamis viral RNA konak hiicre sitoplazmasina salinir ve konak¢i ribozomlart
tarafindan ¢evrilir. Translasyon tiriinleri, poliproteinler PP1a ve PP1lab, viral proteazlar,
tarafindan yapisal olmayan proteinler Nsp1-16'ya proteolitik olarak boliiniir. RNA (+)
ipligi dnce RNA (-) ipligine kopyalanir ve daha sonra negatif iplik, ya yeni virion olusumu
icin RNA (+) ipligine replikasyon i¢in veya alt genomik Mesajct RNA (MRNA)'larin
transkripsiyonu i¢in kullanilir. Bu alt genomik mRNA'lar yapisal proteinlere (S, M, E, N)
ve yardimer proteinlere (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9 ve ORF10)
cevrilir. S, M ve E proteinleri endoplazmik retikuluma (ER) girer ve N proteini,
niikleoprotein  kompleksi iiretmek i¢in genomic RNA (gRNA) (+) ipligine
baglanir. Niikleoprotein kompleksi ve yapisal proteinler, viryonlarin toplandigi,
olgunlastigi ve golgi'den kiiciik kesecikler seklinde tomurcuklandigi ER-Golgi Ara
Bolmesi (ERGIC)’e hareket eder. Bu vezikiiller, ekzositoz yoluyla hiicre dis1 bolgeye
salindiklar1 konak hiicre zarina giderler. Salinan viryonlar, hastaligin ilerlemesine yol

acan yeni bir hiicre grubunu enfekte eder (Sekil 2.4) (4).
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Sekil 2.4: SARS-CoV-2 viriisiiniin patogenezi (30)

COVID-19 hastaliginin tanisinda kullanilan yontemlerden biri Ger¢gek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real Time Polimerase Chain Reaction-RT-PCR)’dir. RT-
PCR, gRNA tespiti igin 6zel olarak gelistirilmis bir Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
yontemidir. RT-PCR, yeterince giivenilir ve hizli bir tekniktir ayrica birkag¢ saat i¢inde
yiiksek verimli bir sekilde sonug vermektedir (31). SARS-CoV-2 igin PCR testleri Ocak
2020'den beri mevcuttur. RT-PCR igin 6rnekler; nazofaringeal, orofaringeal veya nazal
swablar, list ve alt solunum yolu aspiratlari, bronkoalveolar lavaj ve balgam dahil olmak
tizere viicudun cesitli enfekte bolgelerinden alinabilmektedir. RT-PCR ydntemi
sonuglarinda  ozellikle erken vakalarda %30'unda yalanci negatif sonug
gozlemlenebilmektedir. Ayrica, COVID-19 hastaliginin tanisinda kullanilan serolojik
testlerde mevcut olup bunlar; Immiinoglobulin M (IgM) / Immiinoglobulin G (IgG) testi

ve antijen testidir (19).

SARS-CoV-2 igin hala spesifik bir ilag bulunmamaktadir. Ancak dnceden var
olan ilaclarin yeniden konumlandirilmas1 ve dozaj ayari yapilmasi ile tedavi icin

kullanilmaktadir. Tedavide giincel olarak; antiviral, antibakteriyel, antimalaryal ajan,



immiinomodiilatdr, anjiyotensin II reseptdr bloklayici, bradykinin B2 reseptor
antagonisti, anthelmintik, antiprotozoal, H2 engelleyici, antikoagiilan gibi ilag gruplari
kullanilmaktadir (32). COVID-19 kiiresel salgini igin, etkili asilarin gelistirilmesi ve akut
terapotik segenekler gibi iki yonlii klinik miidahaleler gereklidir. Asilarin etkili ve basarili
bir sekilde gelistirildikleri takdirde, COVID-19 pandemisine kars1 kiiresel miicadelede en
etkili strateji olacagi vurgulanmaktadir. Bir arastirmada SARS-CoV-2'ye kars1 52 farkli
asinin gelisme siirecinde oldugu bildirilmektedir (33). Ulkemizde 16 astya iliskin ¢alisma
yiiriitilmektedir (34). COVID-19 pandemisi ile savagmak i¢in yeni ve ayn1 zamanda
etkili, as1 ile ila¢ kesfi denemeleri devam etmektedir. Ancak su an bulasma riskini
azaltmak ve yayilimi Onlemek i¢in mesafenin korunmasi, ellerin yikanmasi ve

maskelerinin kullanilmasi en 6nemli tedbirlerdir (35).

2.3 NUKLEOKAPSID PROTEINI

Koronavirtis ailesinde N proteini, viral RNA transkripsiyonu ve replikasyonu i¢in
gerekli olan ¢ok islevli bir RNA baglayict proteindir. Viral RNA genomunun
paketlenmesi sirasinda helikal RNP’lerin olusturulmasinda, viral mRNA transkripsiyonu
ve replikasyonunda rol almaktadir. Ayrica hiicre iskeleti organizasyonu ve immiin
regiilasyon gibi enfekte hiicre metabolizmasinin diizenlenmesinde bir¢ok 6nemli rol
oynamaktadir (36). N proteini viral genomun replikasyonunu ve transkripsiyonunu
kolaylastirmak diger bir deyisle RNA aktiviteleri i¢in, oldukca diizenli olan RNA yapisini
korumaktadir (37). N proteinin birincil islevi, viral RNA genomuna baglanmak ve RNP
kompleksini olusturmaktir. Ayrica N proteininin, konak¢i RNA susturma aracili antiviral
tepkilerle savagmak i¢in ¢ift sarmalli RNA baglama aktivitesini kullanmaktadir. RNA
susturma, viral bir baskilayicisi olarak islev gormektedir. Cift sarmalli RNA, enfeksiyon
sirasinda ¢ok sayida eksprese edilmektedir ve enfeksiyon sonrasinda hem humoral hem
de hiicresel bagisiklik tepkilerini indiikleyebildigi bildirilmistir (38). Ek olarak N
proteinini; aktin organizasyonu, konak hiicre dongiisii ve apoptoz gibi konakgi-patojen

etkilesimlerini diizenledigini gésteren ¢alismalar da mevcuttur (36).

2.3.1 NUKLEOKAPSID PROTEIN YAPISI

Niikleokapsid proteini; genisletilmis bir merkezi loop’a ve B-sheet merkezden

olusan sag el benzeri katlanmig bir yapiya sahiptir. Cekirdek bolge; B4-B2-B3-p1-BS



topolojisine sahip, bes strandden olusan “U” seklinde sag el benzeri bir anti-paralel -
sheet platformundan ve bu yapinin yaninda 2 kisa Alfa (a) -heliks’den olugmaktadir.
Yapinin goze carpan bir 6zelligi, f2 — B3 arasinda genisleyen bir looptur ve bunun

sonucunda uzun bir B-hairpin olusmaktadir (36, 37,39)

RNA dupleksinin, RNA ile dogrudan temas eden yiiksek oranda pozitif arginin
yan zincirlerini (R92, R107 ve R149) iceren NTD'nin basic finger ve palm arasinda bagl
oldugu bulunmustur (Sekil 2.5). Ayrica RNA baglanmasina katkida bulunan 194 ve L104
yan zincirleri ile hidrofobik etkilesim icinde oldugu bulunmustur. Cevredeki
domainlerdeki; A50, T57, H59, R89, R92, 194, S105, R107, R149 ve Y172 yan zincirleri
RNA ile etkilesime girebilmektedir (Sekil 2.6) (37).

Basic finger

Palm

Sekil 2.5: RNA baglanmasini kolaylastiran N proteinlerinin yapisal bilesenleri (37)
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Sekil 2.6: RNA baglanma domaini ve etkilesimlerinde yer alan yan zincirler (37)

Niikleokapsid proteini, NTD ve CTD olmak iizere iki yapisal domaine sahiptir
(Sekil 2.7). Bu iki domain baglayici bolge adi verilen Diizensiz Bolge (IDR) ile birbirine
baglanmaktadir. Ayrica NTD ve CTD, N-kolu ve C-kolu olarak adlandirilan basta ve
sonda olmak iizere iki IDR’ye sahiptir. Baglayic1 bolge, fosforilasyon bolgelerini iceren
bir SR bolgesine de sahipti. NTD RNA baglanma afinitesi gosterdigi, CTD
oligomerizasyonu sagladigi ve SR acisindan zengin baglayict bdlgede de birincil
fosforilasyon rollerine sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 2. 5). Bunlarin her biri, antiviral

inhibitorler tarafindan hedeflenebilecek potansiyel ilag hedefidir (37, 38).
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Sekil 2.7: Niikleokapsid proteinin gen organizayonu ile N-terminal domain (PDB:6M3M) ve C-
Terminal Domaininin (PDB:6YUN) 3 boyutlu yapisi (36,40,41)

Her NTD molekiilii sag el doniislii, 4 antiparalel B strand igcermektedir.
Cekirdekteki alt domain 4 antiparalel B strandden olusan bir B sheet yapisindan
olusmaktadir. Ayrica B hairpinler ¢ekirdekten disari dogru c¢ikintilar olusturmaktadir.
Yiizeydeki yiik dagilimina bagli olarak, loop kisimlari pozitif olarak yiiklenmekte ve
RNA baglanmasi i¢in bir alan saglamaktadir. Cekirdek domaini, insanlar1 enfekte eden

farkli koronaviriisler arasinda korunan bir RNA baglama bolgesi icermektedir (38).

SARS-CoV-2 NTD'nin genel yapisi, diger CoV ailesindeki viriislerin NTD
yapilarma gii¢lii bir sekilde benzedigi bulunmustur. Yapilan bir ¢alisma da SARS-CoV-
2 NTD yapisini, SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-OC43 ve Human coronavirus NL63
(HCoV-NL63) gibi insanda enfeksiyona neden olan koronaviriislerin NTD yapilariyla
karsilastirilmis ve yapisal farkliliklar1 olan iki bolge bulunmustur. Bunlardan ilki N-
terminal bdlgelerinin yonelimleri farkidir. SARS-CoV-2, SARS-CoV ve MERS-CoV
viriislerinin NTD bolgesinin N-terminal looplart disar1 dogru, HCoV-OC43 ve HCoV-
NL63 viriislerinin ise NTD'den looplar1 ¢ekirdek alt domaine dogru déner. Ikinci olarak,
cikinti yapan P-hairpin bdlgeleri esnektir; HCoV-OC43 ve HCoV-NL63 N-NTD

yapilarinda gériinmemektedir (38).
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SARS-CoV-2 CTD, siki bir homodimer yap1 olusturur ve genel olarak dikdortgen
bir slab sekli gostermektedir. Her protomer, “C” harfi sekline sahiptir ve bes a-heliks, iki
B-strand ve iki heliksten olugsmaktadir (Sekil 2.8). Bir protomerden gelen B-hairpin, diger
protomerin bosluguna girmekte ve bu, dimer ara yiiziinde dort seritli B-strand ile
antiparalel B-sheet olusumuyla sonuglanmaktadir. B-sheet, slab dimerin bir yiiziinii
olusturmakta, dimerin zit yiizeyi de a-heliksler ve looplar tarafindan olusturulmaktadir.
Iki hairpin yapisi arasindaki kapsamli hidrojen bag etkilesimleri ve B-sheet ile a-heliks
arasindaki hidrofobik etkilesimler, dimerik yapiy1 oldukga kararli hale getirmektedir. Bu,
CTD'nin ¢ozelti i¢inde bir dimer olarak var olduguna dair yapilan biyokimyasal

karakterizasyon ¢aligmasi sonuglari ile tutarli oldugunu tespit etmislerdir (38).

>—E—@

=y
@ (—

i

%)

b

— ©

»(—w (Hol(HO (

Sekil 2.8: SARS-CoV-2 C-Terminal Domaini i¢in topoloji diyagram (38)
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2.4 MUTASYONLARIN PROTEIN YAPISINA ETKIiSi

Mutasyon, viriislerin genetik sec¢ilimin bir sonucu olarak siirekli degisime
ugradiginin ana mekanizmalarindan biridir. Tiim mutasyonlar arasinda, yanlis anlamli
mutasyonlar aminoasit degisimlerine neden olur ve daha sonra viriis proteininin yapilarini
degistirerek viral iiremeyi etkileyebilir, bulasi arttirabilmekte, yanlis negatif tanilara ve
ila¢c direncine yol acabilmekte yani virlisiin evrimsel olarak bazi avantajlara sahip

olmasini saglamaktadir (42).

Yanlis anlamli mutasyonlar proteinin yapisinda degisiklige sebep
olabilmektedir. Ayrica, bu mutasyonlar da protein-protein etkilesimlerini
etkileyebilmektedir. Molekiiler docking (yerlestirme) ve Gibbs Serbest Enerjisi (AG)
degerinin hesaplanmasi ve deleterious (zararli) tahmini ile protein baglanma
afinitesininde degisikler saptanabilmektedir. Dahasi, protein-protein etkilesimlerinde
kritik rol oynayan hot spot noktalar ila¢ ve as1 hedefi olarak kullanilabilmekte ancak bu
noktalar calisilirken cografi bolgelerde sik olarak goriilen mutasyonlarin etkileri de
arastirilmalidir. Ayrica mutasyona ugramis viriis proteinin, insan proteinleri ya da viriis
proteinleriyle etkilesimini arastirmak, mutasyona ugramis viriisiin konakg¢i hiicrelere
bulasabilirligini analiz etmek, asilarin ve ilaclarin gelistirilmesi sirasinda SARS-CoV-2

mutasyonlarinin etkilesimini dogrulamak i¢in 6nemlidir (42, 43).

Proteinin stabilitesi mutasyon nedeniyle bozuldugunda, mutasyonun protein islevi
tizerindeki etkisini yapiya ve sekansa dayali sunucular ile tahmin etmek miimkiindiir (45).
Elastic Network Contact Model (ENCoM) sunucusu; mutasyonun tiim proteinin
stabilitesi ilizerine olan etkisini tahmin etmektedir. Mutation Cutoff Scanning Matrix
(mMCSM) ag sunucusu; bir aminoasit yan zincirini ¢evreleyen atomik mesafe kaliplart
tizerindeki etkisini tahmin etmektedir. Site Directed Mutator (SDM) ag sunucusu;
mutasyonun homolog protein ailesi i¢inde ortama 6zgili aminoasit frekanslarini kullanip
tahmin yapmaktadir. DUET sunucusu; mCSM ve SDM ag sunucularini birlikte kullanip
mutasyonun yapisal 6zelliklerini ve mutasyonu ¢evreleyen 3 Boyut (3B)’lu ortamina gore
yorum yapmaktadir. ENCOM sunucusu ise titresim entropi enerjisindeki degisimi
kullanip ve mutasyonun yapinin esnekligine olan etkisi hesaplamaktadir (45, 46, 47, 48,

49).
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Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN), insersiyon ve delesyona bagl
olarak tek veya ¢oklu aminoasit yer degistirmelerine tahmin olusturmak i¢in hizalamaya
dayali puan yaklasimini kullanan ag sunucusudur (50). Predict Single Nucleotide
Polymorphism (PredictSNP) bu web sunucusu en iyi alti tahmin aracini derler ve
deleterious (zararli) veya ndtr mutasyon tiirleri i¢in dogru tahmin giiven puanlart verir.
PredictSNP'deki algoritmalar, mutasyon etkisini tahmin etmek igin farkli yaklagimlar
kullanir. Bunlar; sirasiyla fizikokimyasal 6zellikler ve hizalama puani, destek vektor

makinesi, uzman ampirik kurallar seti, hizalama puani ve sinir ag1 yontemleridir (15).

Yapilan bir calismada GISAID olarak bilinen bir kaynakta depolanan yaklasik
290.000 SARS-CoV-2 proteom dizisini kullanarak, proteinlerin farkli oranlarda
mutasyona ugradigi bulunmustur. Spesifik olarak, COVID-19 asilar1 ve terapétiklerinin
ana hedefleri olan S ve N proteinlerinin en yiiksek mutasyona sahip olan proteinler oldugu
tespit edilmistir (51). Bu nedenle ¢alismamizda DynaMut, mCSM, SDM ag sunuculari
ile DUET ve ENCoM adli sunucular tarafindan yapi temelli analizinin ve PROVEAN,
PredictSNP ve Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) ag sunucular ile Multivarivate
Analysis of Protein Polymorphismv(MAPP) ve Screening for non-Acceptable
Polymorphisms (SNAP) ag araglari tarafindan sekansa dayali analizinin yapilarak,
Tiirkiye’deki SARS-CoV-2 genomlarinda bulunan N proteinine ait yanlis anlaml
mutasyonlarin niikleokapsid proteinin 3 boyutlu yapisi iizerine etkilerinin arastirilmasi

amagclandi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 MUTASYONLARIN PROTEIN YAPILARINA ETKIiLERININ iN-
SILIKO OLARAK ARASTIRILMASI

Bir proteinin aminoasit dizisi, yapisini  ve sonu¢ olarak islevini
belirlemektedir. Tek bir aminoasit mutasyonu bile bir proteinin yapisini degistirebilmekte
ve bu da hastaliklarin nedeni olabilmektedir (21). Yanlis anlamli mutasyonlarin gen
ekspresyonu ve protein islevi tizerindeki etkilerinin anlagilmasi nemlidir. Yanlis anlaml
mutasyonlar, sadece protein stabilitesini degistirmekle kalmamakta, ayni zamanda
proteinler, niikleik asitler veya polisakaritler, ligandlar1 ve metal iyonlar1 da dahil olmak
tizere diger biyolojik molekiillerle etkilesimini bozabilmekte hatta islev kaybina yol
acabilmektedir (44). Bu nedenle mutasyonlarin protein yapist iizerine etkisinin
arastirilmasi1 onemlidir. Fiziksel proteinlerde mutagenez calismalar1 yapmak, amino asit
yer degisimlerinin etkileri hakkinda fikir verebilir, ancak bu tiir 1slak laboratuvar
caligmalari, gereken zaman ve finansal kaynaklar nedeniyle engelleyicidir. Bir protein
yapist lzerindeki bir mutasyonun etkilerini tahmin etmeye yonelik biyoinformatik
calismalar, 1slak laboratuvar calismalar1 i¢in hazirlik olabilmekte ve daha sonra

tamamlayabilmektedir (21).

Protein yapisi, aminoasitlerin arasindaki etkilesimle ve gevre ile etkilesimi sonucu
belirlenmektedir.  BoOylece, protein  yapisi  kararli  bir 3B yap1 ile
sonuglanmaktadir. Katlanma islemi sonucunda proteinin kararli 3B yapisi, protein gevre
sisteminin AG’sine karsilik gelmektedir. Minimum Gibbs serbest enerjisi; hidrofobik
etkiler ve protein konfigiirasyonlart gibi entropik etkilesimlerle Van der Waals
etkilesimleri, hidrojen ve elektrostatik baglanma gibi protein i¢i etkilesim enerjilerini
icermektedir. Yanhs anlamli mutasyonlar sonucunda protein stabilitesi artabilir ya da
azalabilir bunun sonucunda proteinin islevi degisebilmektedir. Bir protein domainin
yiizeyinde meydana gelen mutasyonlar genellikle nétrdiir, ¢ekirdekte meydana gelen
mutasyonlar ise katlanma domaindeki kararliligi degistirebilmektedir. Ayrica protein
domainin yilizeyinde meydana gelen mutasyonlar, diger proteinler i¢in baglanma

afinitelerini veya ¢ok alanli proteinlerdeki alanlar arasi bag etkileyebilmektedir (52).
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Yanlis anlamli mutasyonlarin, protein stabilitesi iizerindeki etkileri, katlanmamis
AG cinsinden 0lciilmektedir. AG; sicaklik, pH degerleri, tuz konsantrasyonlari, organik
¢oziiciiler, iire ve diger kimyasal maddeler gibi ¢esitli faktdrlerin dogrusal olmayan bir
fonksiyonudur. Deneysel bakis agisindan, mutasyona ugramis ve dogal tip proteinler
(AAG ") arasindaki agiga ¢ikan serbest enerjinin farkidir. Boylece AAG Y = AG Y usans -
AG Y aga p , mutasyona ugramis ve dogal tip proteinler arasindaki katlanmig
yapmin  serbest  enerjisinin  farkidir. AAG  isareti, varyasyonun protein
stabilitesini azalttigini (AAG Y < 0) veya arttirdigini (AAG " > 0) gostermektedir (52).

AAGY = AG" mutant ~ AG* dogal tip

Mevcut tahmin algoritmalari, protein stabilitesini karakterize eden; yapisal temelli
ozellikler (yan zincir temas aglari, yan zincir/atom mesafeleri, protein geometrisi),
sekansa dayali 6zellikler, (korunmusg sekanslara ve amino asit pozisyonlarina dayali),
enerji temelli 6zellikler (Van der Waals etkilesimleri, cozme enerjisi, ekstra stabilize edici
serbest enerji vb.) ve molekiiler temelli 6zellikler (arayiiziin ¢oziiciiyle erisilebilen yiizey
alan1, hidrofobik ve hidrofilik alan) kullanmaktadir (52). Yukarida bahsedilen 6zelliklerin
timi mevcut yontemlerin ¢gogunda kullanilmaktadir ancak bazi yontemler sadece bir alt
kiimeyi kullanmaktadir. Protein stabilitesi i¢in ilk Ongoriicii yaklagimlar, molekiiler
dinamikler veya Monte Carlo simiilasyonlar: ile birlestirilen molekiiler mekanikten
tiretilen fiziksel serbest enerji fonksiyonlarina dayali kuvvet alanlarinin uygulanmasi
yoluyla gelistirilmistir (44, 52). Mevcut tahmin algoritmalari, sekansa ve yapiya dayali
olmak iizere iki grubu ayrilmaktadir (44) (Tablo 3.1).

Sekansa dayali yontemler, proteinlerin amino asit dizisini kullanmakta ve
stabilitedeki degisiklikleri tahmin etmek i¢in makine Ogrenme tekniklerini
uygulamaktadir (53). Yapiya dayali yontemler, sekans ve yapisal bilgilerin bir
kombinasyonunu kullanilabilmektedir (38).

17



Tablo 3.1: Calismada kullanilan sekansa ve yapiya dayali sunucular

SEKANSA DAYALI SUNUCULAR YAPIYA DAYALI SUNUCULAR

PROVEAN DynaMut
PREDICT SNP mCSM
MAPP DUET
SIFT SDM
SNAP ENCoM

3.2 MUTASYON ANALIiZiINDE KULLANILAN SUNUCULAR

3.2.1 Yap1 temelli sunucular

DynaMut ag sunucusu; protein dinamiklerini ve nokta mutasyonlarinin protein
stabilitesi  lizerindeki etkisini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica
konformasyonlar1 ornekleyerek protein dinamiklerini analiz etmek, gorsellestirmek ve
titresimsel entropi degisikliklerinden kaynaklanan protein dinamikleri ve stabilite
tizerindeki mutasyonlarin etkisini degerlendirmede kullanmaktadir. Ayrica dogal tipli yan
zincirinin ¢evre Ozelliklerine iligskin bir dizi tamamlayici bilgi (6rnegin, gorece ¢oziicii
erisilebilirligi, yan zincir derinligi ve ikincil yap1) ve dogal tip yapiyr temsil eden grafik
tabanli sonuclar icermektedir. DynaMut ag sunucusu, Arpeggio tarafindan hesaplanan
kovalent olmayan molekiiler etkilesimlerin, dogal tip ve mutant kalintilarin ilgili 3B
yapilarindaki deformasyon enerjilerinin ve atomik dalgalanmalarinin gorsellestirilmesini

de saglamaktadir (46).

MCSM  ag sunucusunun temel amaci; bir mutasyonun etkisiyle
iliskilendirilebilecek bir yan zincirinin ¢evresindeki atomik mesafe modellerinin etkisini
gostermektir. Belirli bir mutasyon bdlgesi i¢in, dogal tipte yan zincir ortamini, geometrik
merkezinden r mesafesi i¢indeki atomlar tarafindan tanimlanmaktadir. Belirlenen
bolgenin atomlar1 arasindaki ikili mesafe hesaplamasinda, yakindan uzaga belirlenen
bolgenin mesafe spektrumunu agiklayan bir atom mesafe matrisi olusturmaktadir. Ayrica
mutasyonun neden oldugu atom degisikliklerini hesaba katmak icin, farmakofor sayimi
yapilmaktadir. Farmakofor tiirleri; hidrofobik, pozitif, negatif, hidrojen alicisi, hidrojen
dondrii, aromatik, kiikiirt ve ndtrdiir. Yirmi aminoasit yan zincirinin her biri farkli bir
vektorle temsil edilir. Buradaki her pozisyon, yan zincirdeki belirli bir farmakoforun

frekansi1 belirtmektedir. Dogal tip ve mutant farmakofor vektorleri arasindaki fark da
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sonuca eklenmektedir. mCSM ag sunucusu ile elde edilen mutasyonun etkisinin
sonuclarinin, bir aminoasit yan zincirinin ¢evreleyen atomik mesafe modelleriyle
iliskilidir. Bu sonuglar; protein yapisal siiflandirmasi, fonksiyon tahmini ve reseptor

bazli protein ligand tahmini dahil olmak iizere bir¢ok ¢alismada kullanilmaktadir (48).

SDM ag sunucusu, Topham ve arkadaglari tarafindan gelistirilen istatistiksel
bir potansiyel enerji fonksiyonudur. SNP'lerin proteinlerin stabilitesi lizerindeki etkisini
tahmin etmektedir. Dogal tip ve mutant protein arasindaki serbest enerji farkina benzer
olan bir stabilite skorunu hesaplamak igin kullanilan yer degistirme verileri, evrimleri
sirasinda ¢oklu mutasyonlar1 olarak kabul edilen homolog protein ailelerinden
alinmaktadir. Sonuglar, dogal tip ve mutant aminoasit yan zincirlerinin lokal yapisal
ortam1 hakkinda bilgi, stabilite skoru tahmini ve hastalik iliskisi tahminini icermektedir

(45, 49).

DUET sunucusu; sirali minimal optimizasyon ile gelistirilmis destek vektor
makineleri (SVM) kullanilan optimize edilmis bir sunucuda ayr1 yontemlerin sonuglarini
birlestirerek mCSM ve SDM ag sunucusunu birlestirmektedir. Bir protein yapisindaki tek
nokta mutasyonu verildiginde; iki yontemden gelen tahminleri dogrusal olmayan bir
sekilde birlestirmekte ve hesaplamaktadir. Bunu yapmak i¢in, SDM ag sunucusu ile elde
edilen ikincil yapiy1 ve mCSM ag sunucusu ile elde edilen dogal tip ve mutant yan zincir
arasindaki degisiklikleri aciklamakta, mutasyona iligkin tamamlayic1 bilgileri de
hesaplamakta ve analiz etmektedir. Sonuglar, Gibbs Serbest Enerji (AAG) tiirlinden ifade
edilir. Negatif sonucglu degerler, stabil olmayan mutasyonlar ifade etmektedir. Sonug
kisminda; goreceli solvent erisilebilirligi (relative solvent accesibilty), yan zincir hidrojen
bagi memnuniyeti (side-chain hydrogen bond satisfaction) ve ikincil yap1 ek bilgileri de

sunulmaktadir (45).

ENCoM sunucusu; tek nokta mutasyonlarinin protein dinamikleri ve titresimsel
entropi degisikliklerinden kaynaklanan termostabilite iizerindeki etkisini tahmin etmek
i¢cin kaba taneli normal mod analiz yontemini kullanmaktadir. Ayrica ENCoM sunucusu,
her yan zincirin proteinin esnekligi acisindan etkisini anlamada b-faktoriini
kullanmaktadir. Her mutasyonun tiim proteinin esnekligi iizerindeki etkisini dogal tipe
gore gostermektedir. Yan zincirlerde daha az esnek olanlar mavi, daha esnek olanlar ise
kirmiz1 renk ile gosterilmektedir. Proteindeki sertlesmenin azalmasi ya da artmasi

proteinin aktivasyonundaki degisimle yakindan iliskilidir (47).
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3.2.2 Sekans temelli sunucular

SNAP, sekans bazli elde edilen bilgileri kullanarak proteindeki tiim Sinonim
Olmayan Tek Niikleotid Polimorfizm (Non-synonymous single nucleotide
polymorphisms-nsSNP)'leri n6tr olmayan (fonksiyon tlizerindeki etki) ve notr (etki yok)
olarak smiflandirabilen bir ag aracidir. SNAP her bir 6rnek i¢in giivenilirlik indeksi
denilen belirli bir tahminin giliven seviyesini yansitan iyi kalibre edilmis bir 6l¢ii saglar.
Ayrica, nsSNP'lerin islevsel etkilerini, evrimsel bilgileri (dizi aileleri i¢inde yan zincir
koruma), protein yapisinin tahmin edilen yonlerini (ikincil yapi, ¢oziicii erisilebilirligi)

ve diger ilgili bilgileri dahil ederek dogru bir sekilde tahmin eden bir ag aracidir (54).

SIFT, bir aminoasit mutasyonunun deleterious (zararli) olup olmadigin1 tahmin
etmek icin korunan sekanslart ve amino asit Ozelliklerini kullanan ¢ok adimli bir
algoritmadir. ilk olarak, protein veritabaninda benzer dizileri arar ve %90 dzdeslikte
konsensiis dizilerini kiimeler. ikinci olarak, secilen konsensiis dizileri bir medyan dizi
koruma esigine ulasana kadar PSI-BLAST ile yinelemeli olarak en yakindan iliskili
konsensiis dizisi se¢gmektedir. Son olarak aminoasit mutasyonlar1 i¢in olasiliklar

hesaplamaktadir (55).

PROVEAN, tiim genomda bulunan ¢ok sayida varyasyonu toplu sekilde analiz
etmektedir. Bu arag, tek niikleotid polimorfizmleri, ¢oklu niikleotid yer degisimlerini,
insersiyon veya delesyon gibi genomik varyasyonlarin bir listesini kabul eder. ilk olarak,
genomik varyasyonlar, referans genom dizisine ve Ensembl gen aciklamasina dayali
olarak kodlayan ve kodlamayan varyasyonlar olarak smiflandirilir. ikinci olarak,
kodlanan varyantlari, amino asit yer degistirmeleri, insersiyon, delesyon, anlamsiz
mutasyonlar veya ¢er¢eve kaymalari olarak protein sekansi seviyesinde siniflandirmakta

ve daha sonra bunlar icin PROVEAN puanlari hesaplanmaktadir (56).

PredictSNP mutasyonlarin protein fonksiyonu tizerindeki etkilerini tahmin etmek
icin sekiz programi kullanan ve konsensiis dizileri siniflandiran bir ag sunucusudur.
PredictSNP ag sunucusunda kullanilan; nSSNPAnalyzer, Predictor of Human Deleterious
Single Nucleotide Polymorphisms (PhD-SNP), Polymorphism Phenotyping version 2
(PolyPhen-2) ve SNAP ¢esitli makine 6grenimi yontemleriyle egitilmis bir karar modeli
kullanmaktadir. SIFT ve Protein Analysis Through Evolutionary Relationships
(PANTHER) yalnizca evrimsel bilgileri kullanmaktadir. MAPP dogal tip ve mutant

aminoasitler arasindaki fizikokimyasal 6zelliklerdeki farkliliklar da dikkate almaktadir.
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Polymorphism Phenotyping version 1 (PolyPhen-2), siniflandirma i¢in uzman bir ampirik
kurallar seti kullanmaktadir (43).

MAPP, bir protein dizisi hizalamasinin bir siitununda bulunan fizikokimyasal
varyasyonu dikkate alir ve bu varyasyona dayanarak, tiim olasi amino asit ikamelerinin
proteinin islevi lizerindeki etkisini tahmin etmektedir. Elde edilen degerlerde, sapma ne
kadar biiyiik olursa mutasyonun proteinin islevini bozma olasilig1 ve proteinin islevi

tizerindeki etkisi o kadar yiiksek olarak belirlenmektedir (57).

3.3 CALISMADA KULLANILAN DiZILERIN ELDE EDILMESI

SARS-CoV-2 genom dizileri, 01 Mart 2020 - 15 Mart 2021 tarihleri arasinda
GISAID EpiCoV veri tabanina yiiklenmis verilerden elde edildi. Bu diziler, sadece
Tiirkiye bolgesindeki verilere ulasmak igin “Avrupa/Tirkiye” lokasyonu ile filtrelendi ve
2557 genom dizisiyle sonuglandi. Analiz edilecek dizilerin kalitesini artirmak amaci ile
de filtreler uygulandi. Yalnizca insan konakgilardan alinan, genomun tam uzunlugu,
(sekans boyutu 29 kilo baz veya daha biiyiik olan), yiiksek kapsama (high coverage)( (<
0.05% 0Ozgiin mutasyon, insersiyon ya da delesyon belirtilmemis, < 0.1% sekans) ve
diisiik kapsamalarin dislandig1 (low coverage excuded) ( >5% Ns) filtreler uygulandi.

Bunun sonucunda, 2286 viral genom dizisi GISAID EpiCoV veri tabanindan indirilmistir.

3.3.1 Niikleokapsid Protein Mutasyonlarinin Tespit Edilmesi

Tiirkiye’den elde edilen genom dizilerinde bulunan, nukleokapsid proteini yanlis

anlamli mutasyonlar1 Nextclade ag araci kullanilarak tespit edildi (58).

Nextclade, analiz edilmek istenen SARS-CoV-2 genom dizlerindeki mutasyonlari
MN908947.3 referans genomu kullanarak tanimlayan bir ag aracidir. Filtrelenerek elde
edilmis 2286 genom dizisini iceren fasta formatindaki dosya Nextclade ¢evrim i¢i ag

aracina yiiklendi. Daha sonra sonuglar csv ve tsv formatinda kaydedildi.
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3.4 MUTASYONUN PROTEIN FONKSIYONU UZERINDEKIi ETKILERININ
ANALIZI

3.4.1 NUKLEOKAPSID PROTEINININ UC BOYUTLU YAPISININ
ELDE EDILMESI

Uc boyutlu N protein yapist I-Tasser sunucusundan indirildi (59). I-tasser
sunucusu bu yapiy1 elde edebilmek i¢in 6M3M ve 6YUN pdb kodlu 3 boyutlu protein
yapilarini kullanmaktadir. I-Tasser sunucusundan indirilen niikleokapsid proteininin kodu

QHD43423.pdb’dir (Sekil 3.1). Bu yapinin TM degeri 0.97 dir.

Sekil 3.1: Niikleokapsid proteinin 3 boyutlu yapis1 (59) N
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3.4.2 DiZi TEMELLI ANALIiZ

PODTC9 kodlu SARS-CoV-2 niikleokapsid protein dizisi NCBI veri bankasindan
indirildi (60). Dizi temelli analiz igin PROVEAN ve PredictSNP ag sunucular1 kullanildu.
PROVEAN ve PredictSNP ag sunucularini kullanmak i¢in PODTC9 kodlu SARS-CoV-2
niikleokapsid protein dizisi ile 161 adet yanlis anlamli mutasyonu igeren txt bi¢iminde bir

dosya yiiklendi.

GISAID EpiCoV veri tabanindan indirilen 2286 6rnekte bulanan N proteine ait
161 adet yanlis anlamli mutasyon analiz edildi (61).

3.4.3 YAPI TEMELLI ANALIZ

Yap: temelli analiz, DynaMut ag sunucusu ile yapildi (62). DynaMut ag
sunucusuna referans olarak [QHD43423.pdb] kodlu N protein yapisi ve 161 adet yanlis

anlamli mutasyonu igeren txt bi¢ciminde bir dosya yiiklendi.

GISAID EpiCoV veri tabanindan indirilen 2286 6rnekte bulanan N proteine ait

161 adet yanlig anlamli mutasyon analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1 TESPIT EDILEN YANLIS ANLAMLI MUTASYONLAR

GISAID EpiCoV veri tabanindan indirilen 2286 6rnekte bulanan N proteine ait
161 adet yanlis anlamli mutasyon tespit edildi. Mutasyonlarin 39 adeti N-kolunda, 29
adeti NTD’de, 44 adeti baglayic1 bolgede, 23 adeti ise CTD’de ve 26 adeti C-kuyrugunda
yer almaktadir (Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo 4.5).
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Tablo 4.1: Niikleokapsid proteinin N-kolunda tespit edilen mutasyonlar

GEN GORULME
AT BOLGESI SIKLIGI
D3L A28281T, T28282A 382
D3Y G28280T 33
P13S C28310T 26
A35V C28377T 17
Q7K C28292A 7
G25C G28346T 6
Q9H G28300T 5
D22N G28337A 4
G34W G28373T 4
S2y C28278A 4
N8T A28296C 3
P13L C28311T 3
R40C C28391T 3
G25V G28347T 2
G44C G28403T 2
S23L C28341T 2
S331 G28371T 2
A12G G28308G 1
A12S G28307T 1
D22Y G28337T 1
D3N G28280A 1
D3Q G28280C, T28282A 1
E31G A28365G 1
G19A G28329C 1
N29S A28359G 1
N8Y A28295T 1
Q28K C82A 1
Q7L A28293T 1
Q9R A28299G 1
R10L G28302T 1
R14C C28313T 1
R32H G28368A 1
S21P T28334C 1
S2F C28278T 1
S33G A28370G 1
S37P T28382C 1
S37T T28382A 1
T16M C28320T 1
T24A A28343G 1
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Tablo 4.2: Niikleokapsid proteinin N-Terminal Domaininde tespit edilen mutasyonlar

MUTASYON GEN BOLGESI GORULME SIKLIGI

D128N G28655A 11
P67L C28473T 8
D128Y G28655T 6
L139F G28690T 4
Al119S G28628T 3
A90S G28541T 3
T1351 C28677T 3
T1661 C28770T 3
D144H G28703C 2
E136Q G28679C 2
H145Y C28706T 2
L167F G28774T 2
N126S C28473T 2
P8OR C28512G 2
A152S G28727T 1
Al73V C28791T 1
D128E C28657A 1
D63Y G28460T 1
E118Q G28625C 1
M1011 G28576T 1
N140S A28692G 1
P142S C28697T 1
P151A C28724G 1
P151S C28724T 1
P67S C28472T 1
Q163K C28760A 1
T1411 C28695T 1
T491 C28419T 1
V72L G28487C 1
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Tablo 4.3: Niikleokapsid proteinin baglayici bolgesinde tespit edilen mutasyonlar

MUTASYON GEN BOLGESI GORULME SIKLIGI
R203K G28881A, G28882A 1158
G204R G28883C 1117
S235F C28977T 387
S194L C28854T 164
T205I C28887T 118
T198l C28866T 42
M2341 G28975T 28
G204L G28883C, G28884T 23
S202N G28878A 22
A220V C28932T 21
A211V C28905T 19
P199S C28868T 16
G238V G28986T 15
N196Y A28859T 13
S188P T28835C 8
S193T G28851C 8
R195I G28857T 7
P199L C28869T 5
G212V G28908T 4
G238C G28985T 4
G214C G289113T 3
R191L G28845T 3
M210l G28903T 2
P207H C28893A 2
P207S C28892T 2
G215S G28916A 2
A208S G28895T 1
A211G 28906 1
A218V C28926T 1
G204P G28883C, G28884C 1
G204Q G28883C, G28884A 1
M210N 28906 1
N213S A28911G 1
Q229R A28959G 1
Q241L A28995T 1
R185C C28826T 1
R185G C28826G 1
R209S A28900C 1
5180C A28811T 1
S201C A28874T 1
$202C A28877T 1
S206F C28890T 1
S232N G28968A 1
V246A T29010C 1
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Tablo 4.4: Niikleokapsid proteinin C-Terminal Domaininde tespit edilen mutasyonlar

MUTASYON GEN BOLGESI GORULME SIKLIGI

T3621 C29358T 41
T3341 C29274T 9
M3221 G29239A 7

1320F A29231T 3
A308S G29195T 2
H300Y C29171T 2
M317T T29223C 2
P364S A29147C 2
T2711 C29085T 2
T334A A1000G 2
V3241 G29243A 2
V350G T29322G 2
1292 A29147C 1
1337V A29282G 1
K299N A29170C 1
L339F G29290T 1
P326S C29249T 1
P364Q C29364A 1
Q289H G29140C 1
S327L C29253T 1
T2961 C29160T 1
V350A T29322C 1
V350L G29321C 1
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Tablo 4.5: Niikleokapsid proteinin C-kuyrugunda tespit edilen mutasyonlar

MUTASYON GEN BOLGESI GORULME SIKLIGI
D377Y G29402T 22
D401Y G29474T 21
E378Q G29405C 17
P383S C29420T 14
A376T G29399A 5
P383L C29421T 5
T3791 C29409T 5
P365S C29366T 4
A414S G29513T 3
E378A A29406C 3
D377A A29403C 2
Q380L C29411T, C29412T 2
Q389H G1167C 2
S413T G29511C 2
S416L C29520T 2
T4171 C29523T, T29524C 2
K375E A29396G 1
P365L C29367T 1
P365Q C29367A 1
Q389L A29439T 1
Q390H A29443C 1
Q418H G29527T 1
S4131 G29511T 1
T3661 C29370T 1
T379A A29408G 1
T3911 C29445T 1

29



4.2 SEKANS TEMELLI ANALIZ SONUCLARI

Dizi temelli analiz i¢cin PROVEAN ve PredictSNP ag sunucular1 kullanildi.
PROVEAN ve PredictSNP ag sunucularinin sonuglarit mail ile elde edildi.

PROVEAN skorlar1 igin; -2,5 veya daha diisiik puana sahip mutasyonlar
“deleterious (zararli)” olarak ve -2,5'in iizerinde puan alan mutasyonlar ise "notr" olarak
kabul edildi (56). SIFT skorlar1 0 ile 1 arasinda degismektedir. SIFT skoru; 0,05’den daha
diisiik puana sahip mutasyonlar “deleterious (zararli)” olarak ve SIFT skoru 0,05 ya da
0,05’in tizerinde puana sahip mutasyonlar ise notr olarak kabul edildi (55). SNAP skorlari
-100 ile +100 arasinda degismektedir. SNAP skoru; 0 ile -100 arasinda olan mutasyonlar
“notr”, SNAP skoru 0 ile +100 arasinda olan mutasyonlar i¢in etkili olarak kabul edildi
(54). PredictSNP skorlart -1 ile +1 arasinda degismektedir. PredictSNP skoru; 0 ile -1
arasinda olan mutasyonlar “notr”, PredictSNP skoru 0 ile +1 arasinda olan mutasyonlar
icin etkili olarak kabul edildi (43). MAPP skoru 4,55 degerinden biiyiikk olan
mutasyonlarin proteinin fonksiyonunu etkilemektedir. Yiiksek skorlar, gozlemlenen
evrimsel varyasyona fizikokimyasal farklilig1 nedeniyle potansiyel olarak deleterious bir

varyanti tanimlanmaktadir (57).

PROVEAN ag sunucusunda yapilan analiz sonucunda 18 adet yanlis anlaml
mutasyon deleterious (zararl) olarak ve 143 adet yanlis anlamli mutasyon ise notr olarak
tespit edildi. PredictSNP ag sunucu ile yapilan analiz sonucunda 65 adet yanlis anlamli
mutasyon deleterious (zararli) olarak ve 96 adet yanlis anlamli mutasyon ise notr olarak
tespit edildi. SNAP ag araci ile yapilan analiz sonucunda 70 adet yanlis anlamli mutasyon
deleterious (zararli) olarak ve 91 adet yanlis anlamli mutasyon ise notr olarak tespit edildi.
SIFT ag sunucusu ile yapilan analiz sonucunda 91 adet yanlis anlamli mutasyon
deleterious (zararl1) olarak ve 70 adet yanlis anlamli mutasyon ise ndtr olarak tespit edildi.
MAPP araci ile yapilan analiz sonucunda 87 adet yanlis anlamli mutasyon deleterious
(zararl1) olarak ve 74 adet yanlis anlamli mutasyon ise notr olarak tespit edildi (Tablo 4.6,
Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9, Tablo 4.10, Tablo 4.11).
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Tablo 4.6: Farkli sunucular ile elde edilen notr ve deleterious (zararli) mutasyonlarin dagilimi

SEKANS TEMELLI MUTASYON ANALIZI
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Tablo 4.7: PROVEAN ve PredictSNP ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-kolu bdlgesine
ait mutasyon sonuglar1 (N: Notr D: Deleterious (zararli))

MUTASYON PROVEAN  PredictSNP MAPP SIFT
D3L N D D D D
D3Y N D D D D
P13S N D N D D
A35V N D D D D
Q7K N N D N N
G25C N D D D D
Q9H N D D D D
D22N N D N D D
G34W N D D D D
S2Y N D N D D
NST N N N D N
P13L N D D D D
R40C N D D D D
G25V N D D D D
G44C N D D D D
S23L N N D D D
S33l N D D D D
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Tablo 4.7: (devam)
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Tablo 4.8: PROVEAN ve PredictSNP ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-Terminal
Domainine ait mutasyonlarin analiz sonuglar1 (N: Notr D: Deleterious (zararlt))

MUTASYON PROVEAN  PredictSNP MAPP SIFT SNAP

D128N N N N N N
P67L N D D D N
D128Y D D D D D
L139F N N N N N
A119S N D D D N
A90S N N N N N
T1351 N N D D N
T166l N N N N N
D144H N D D D D
E136Q N N N N N
H145Y N N - D N
L167F N D D D N
N126S N N N N N
P8OR N N D N D
A152S N N N N N
A173V N N N N N
D128E N N N N N
D63Y N D D D D
E118Q N N N N N
M101l N N N N N
N140S N N N N N
P142S N N N D N
P151A D D D D D
P151S D D D D D
P67S N N N N N
Q163K N N D N N
T141I N N D D N
T491 N N D D D
V72L N D D D D
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Tablo 4.9: PROVEAN ve PredictSNP ag sunucu ile elde edilen N proteininin baglayici bolgeye
ait mutasyonlarin analiz sonuglart (N: Notr D: Deleterious (zararli))

MUTASYON PROVEAN  PredictSNP MAPP SIFT SNAP
R203K N N N N D
G204R N D N D D
S235F N D N D D
S194L D D D D D
T205I N N D N N
T198I N D D D D
M2341 N N N N N
G204L D D D D D
S202N N D D N D
A220V N N D D N
A211V N N N N N
P199S N N N N N
G238V N N - D N
N196Y D D D D D
S188P D D D D D
S193T N N N D N
R1951 D D D D D
P199L N N N N N
G212v N D N D D
G238C N D - D D
G214C N D D D N
G215S N N N N N
R191L D D D D D
M2101 N N N N N
P207H N D D D D
P207S N D N D D
A208S N N D N N
A211G N N N N N
A218V N N D N N
G204P N D D D D
G204Q N N N N N
M210N N N N N N
N213S N N N N N
Q229R N N D N N
Q241L N D D D D
R185C D D D D D
R185G D N N N D
R209S N N N N N
S180C D D D D D
S201C D D D D D
S202C D D D D D
S206F D D D D D
S232N N D D D N
V246A N D D D N
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Tablo 4.10: PROVEAN ve PredictSNP ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-Terminal
Domainine ait mutasyonlarin analiz sonuglar1 (N: Notr D: Deleterious (zararlt))

MUTASYON PROVEAN  PredictSNP MAPP SIFT SNAP
T3621 N N N D D
T3341 D D D D D
M3221 N N N N N
1320F N N N N N
A308S N D D D D
H300Y N N D D D
M317T N N N N D
P364S N D D N D
T2711 D D D D D
T334A N N D N D
V324 N N D N N
V350G N D D D D
1292L N N N N N
1337V N N D N N
K299N N N N D D
L339F N N N N N
P326S N N N N N
P364Q N D D D D
Q289H N D D N N
S327L D N D D D
T2961 N N N N N
V350A N N D N D
V350L N N N N N
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Tablo 4.11: PROVEAN ve PredictSNP ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-kuyruguna ait
mutasyonlarin analiz sonuglari (N: Notr D: Deleterious (zararlt))

MUTASYON PROVEAN  PredictSNP MAPP SIFT SNAP

D377Y
D401Y
E378Q
P383S
A376T
P383L
T3791
P365S
A414S
E378A
D377A
Q380L
Q389H
S413T
S416L
T4171
K375E
P365L
P365Q
Q389L
Q390H
Q418H
S4131
T3661
T379A
T3911
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4.3 YAPI TEMELLI ANALIZ SONUCLARI

Yap1 temelli analiz, DynaMut ag sunucusu ile yapildi (62). DynaMut ag

sunucusunun sonuglar1 mail ile elde edildi.

AAG SDM, AAG ENCoM, AAG DUET, AAG mCSM ve AAG DynaMut
degerleri i¢in 0 kcal/mol’dan kiigiik olan degerler yapiy1 kararsiz hale getirmektedir ve 0
kcal/mol’dan biiylik olan degerler ise yapiy: stabilize etmektedir. AASVib ENCoM
degerleri i¢in de 0 kcal/mol’dan kiigiik olan degerler yapinin esnekligini azaltmakta ve 0

kcal/mol’dan biiyiik olan degerler ise yapinin esnekligini arttirmaktadir.

4.3.1 STABILIZASYON ANALIZ SONUCLARI

DynaMut ag sunucusunda yapilan protein stabilizasyon analizi sonucunda 103
mutasyonun proteinin 3 boyutlu yapisinin stabilizasyonu arttirdigi ve 58 mutasyonun ise
protein yapisindaki esnekligini azalttigi tespit edildi. N proteinin 3 boyutlu protein
yapisinin esnekligini arttiran yanlis anlamli mutasyonlarin 22 tanesi N-kolunda, 17 tanesi
NTD’de, 36 tanesi baglayict bolgede, 10 tanesi de CTD’de ve 18 tanesi C-kuyrugunda
bulunmaktadir. N proteinin 3 boyutlu protein yapisinin kararsizlagtiran yanlis anlamli
mutasyonlarin ise 17 tanesi N-kolunda, 12 tanesi NTD’de, 8 tanesi baglayici bolgede, 13
tanesi de CTD’de ve 8 tanesi C-kuyrugunda bulunmaktadir (Tablo 4.12, Tablo 4.13,
Tablo 4.15, Tablo 4.16).
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Tablo 4.12: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-kolu bolgesine ait
mutasyonlarin AAG DynaMut, AAG mCSM, AAG SDM ve AAG DUET analiz sonuglari

AAG AAG
AAG SDM  AAG DUET
MUTASYON DynaMut mCSM (kcal/mol) (kcal/mol)

D3L -0,548 0,194 -0,190 0,380
D3Y -0,382 -0,065 -0,430 -0,153
P13S -0,272 -0,745 -0,840 -0,562
A35V 1,13 -0,270 1,150 0,296
Q7K -0,411 -0,316 0,040 -0,083
G25C -0,092 -0,966 -0,420 -0,842
Q9H 0,062 -0,500 0,740 -0,199
D22N 0,605 0,564 0,390 0,826
G34wW -1,112 -1,143 -2,140 -1,531
S2Y 1,318 -0,682 0,160 -0,560
N8T -0,344 -0,207 -0,400 0,032
P13L 1,523 -0,306 -0,040 0,008
R40C 0,137 0,043 -0,400 -0,005
G25v 0,063 -0,494 0,150 -0,146
G44C -0,843 -1,079 -0,320 -0,938
S23L -0,459 -0,426 0,940 0,033
S331 0,216 -0,226 1,370 0,356
A12G -0,880 -1,353 -0,390 -1,199
Al12S 0,413 -1,411 -1,620 -1,419
D22Y 1,464 0,094 0,540 0,267
D3N -0,217 0,321 -0,070 0,532
D3Q -0,463 0,311 -0,740 0,465
E31G -0,094 -0,635 -0,940 -0,683
G19A 0,441 -0,454 0,160 -0,101
N29S -0,043 0,023 -0,530 0,258
N8Y 0,219 -0,280 -0,180 -0,337
Q7L 0,477 0,017 1,280 0,436
Q9R 0,411 -0,045 0,540 0,303
R10L 0,025 -0,188 0,450 0,052
R14C -0,223 0,023 -0,240 0,003
R32H 0,233 -0,624 0,120 -0,529
S21P -0,140 -0,187 -0,050 0,024
S2F 1,005 -0,920 0,360 -0,740
S33G 1,158 -0,142 1,450 0,455
S37P 0,448 -0,162 -0,230 0,024
S37T 0,333 -0,275 0,570 0,189
T16M -0,316 -0,187 0,620 0,045
T24A 0,195 -0,265 0,610 0,114
Q28K 0,413 -0,053 0,520 0,413
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Tablo 4.13: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-Terminal Domainine ait
mutasyonlarin AAG DynaMut, AAG mCSM, AAG SDM ve AAG DUET analiz sonuglari

AAG AAG mCSM AAG SDM  AAG DUET

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

MUTASYON  DynaMut

D128N -0,402 0,004 -0,200 0,082

P67L 0,244 -0,385 -0,040 -0,201
D128Y -0,036 0,237 0,120 0,196
L139F -0,137 -0,938 -0,410 -0,942
Al19S 0,640 -0,995 -0,850 -0,971
A90S 0,030 -1,159 1,040 0,938
T135I1 1,482 -0,390 1,470 0,255
T1661 0,880 -0,174 1,070 0,316
D144H 0,210 -0,377 -0,040 -0,385
E136Q 0,034 0,347 -0,870 0,367
H145Y 0,809 1,127 -0,400 1,035
L167F 1,096 -0,989 -0,460 -1,006
N126S -0,080 -0,026 -0,440 0,209
P8OR 1,025 0,419 1,850 0,783
A152S -0,090 -0,202 -0,850 -0,131
Al73V 0,848 -0,546 1,740 0,260
D128E -0,003 -0,357 0,250 -0,080
D63Y 2,299 1,688 0,330 1,484
E118Q -0,743 -0,109 -0,360 0,001
M101l 0,093 -0,321 0,680 0,396
N140S -0,279 -0,244 -1,150 -0,199
P142S -0,546 -0,548 -0,840 -0,394
P151A -0,129 -0,525 0,510 -0,198
P151S -0,323 -0,999 -1,050 -1,016

P67S 0,078 -1,091 -0,840 -1,055
Q163K -0,309 -0,459 -0,430 -0,329
T1411 1,026 -0,036 1,280 0,521

T491 0,450 0,416 0,650 0,798
V72L 0,348 -0,362 -1,210 -0,325
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Tablo 4.14: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin baglayici bolge bolgesine ait
mutasyonlarin AAG DynaMut, AAG mCSM, AAG SDM ve AAG DUET analiz sonuglari

AAG AAG mCSM AAG SDM  AAG DUET

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

MUTASYON  DynaMut

R203K 0,749 -0,179 0,100 0,007
G204R 1,064 -0,139 -1,910 -0,155
S235F 0,312 -0,968 0,580 -0,820
S194L 0,647 -0,446 2,270 0,313
T205I1 0,867 -0,141 1,070 0,371
T198I 0,398 -0,275 1,370 0,169
M2341 0,237 0,053 0,440 0,692
G204L 0,013 -0,441 -1,860 -0,565
S202N 0,681 0,013 0,780 0,348
A220V 0,104 -0,278 -1,030 -0,124
A211V -0,165 -0,134 0,010 0,130
P199S 0,263 -0,454 -0,580 -0,342
G238V 0,108 -0,408 0,090 -0,069
N196Y -1,169 -0,641 1,109 -0,542
S188P 0,335 0,492 -1,620 0,375
S193T 0,052 -0,336 0,690 0,070
R195I1 0,481 0,002 0,280 0,199
P199L 0,287 -0,336 0,700 0,043
G212v 0,014 -0,274 0,120 0,106
G238C 0,088 -0,960 -0,230 -0,792
G214C 1,523 -0,765 0,530 -0,343
R191L -0,358 -0,854 0,710 -0,380
G215S 0,187 -0,430 -0,640 -0,136
M210l 0,051 0,198 0,550 0,782
P207H 0,053 -0,015 0,910 0,198
P207S -0,708 -0,336 -0,260 -0,157
A208S -0,221 -0,499 -0,850 -0,442
A211G 0,271 -0,051 -0,150 0,180
A218V 0,267 -0,631 -1,460 -0,617
G204P 0,684 -0,327 -3,610 -0,844
G204Q 0,324 -0,444 -2,780 -0,623
M210N 0,814 0,800 0,420 1,168
N213S 0,180 0,148 -0,480 0,463
Q229R 1,086 -0,009 0,340 0,386
Q241L 0,346 0,166 1,170 0,693
R185C -1,292 -2,110 0,330 -1,721
R185G 0,109 -1,437 0,310 -1,059
R209S 0,307 -0,144 -1,480 0,475
S180C 0,265 -0,076 0,830 0,239
S201C 0,321 -0,212 1,180 0,174
S202C -0,377 -0,206 0,620 0,048
S206F 0,390 -0,864 0,940 -0,621
S232N 0,153 -0,125 0,590 0,367
V246A -0,099 -0,963 -0,470 -0,781
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Tablo 4.15: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-Terminal Domainine ait
mutasyonlarin AAG DynaMut, AAG mCSM, AAG SDM ve AAG DUET analiz sonuglari

MUTASYON Dy?éﬁ/l ut AAG mCSM AAG SDM  AAG DUET
(kcal/maol) (kcal/maol) (kcal/mol)
(kcal/mol)
T3621 0,994 -0,146 1,950 0,606
T3341 -0,065 -0,267 0,640 0,200
M3221 -0,546 -0,498 0,510 0,177
1320F 0,092 -0,872 -0,590 -0,849
A308S 0,159 -0,891 -1,140 -0,774
H300Y 0,502 0,845 -0,390 0,862
M317T 0,316 0,444 -1,390 0,660
P364S -0,537 -0,588 -0,840 -0,392
T2711 0,569 -0,219 0,890 0,336
T334A -0,653 -0,311 -0,450 -0,152
V3241 -0,260 -0,684 -0,280 -0,356
V350G -0,544 -1,871 -0,960 -1,855
12921 0,144 -1,208 0,200 -0,814
1337V -0,318 -0,249 -0,120 0,049
K299N -0,446 -0,288 0,280 -0,112
L339F -0,134 -1,047 0,120 -0,874
P326S -0,487 -0,582 -0,260 -0,413
P364Q -0,247 -0,400 0,640 0,072
Q289H -0,157 -1,039 0,060 -0,842
S327L 0,753 -0,317 1,030 0,098
T2961 1,195 -0,405 1,930 0,355
V350A -0,250 -1,430 0,980 -0,843
V350L 0,740 -0,270 0,610 0,280
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Tablo 4.16: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-kuyruguna ait mutasyonlarin
AAG DynaMut, AAG mCSM, AAG SDM ve AAG DUET analiz sonuglar1

AAG

MUTASYON  DynaMut AAG mCSM AAG SDM  AAG DUET

(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)

D377Y 0,953 -0,389 0,770 -0,046
D401Y 1,253 -0417 0,780 -0,068
E378Q -0,247 0,027 -1,190 0,017
P383S 0,194 -0,887 0,010 -0,478
A376T 0,088 -0,757 -1,330 -0,623
P383L 0,612 -0,503 1,570 0,248
T3791 -0,278 -0,141 0,900 0,332
P365S 0,211 -0,416 -0,840 -0,214
A414S -0,115 -0,159 -2,040 -0,148
E378A -0,256 -0,511 -0,680 -0,558
D377A -0,062 -0,175 1,850 0,555
Q380L 0,154 0,188 1,400 0,094
Q389H 0,584 -0,410 0,700 -0,239
S413T 0,333 -0,003 0,270 0,477
S416L -0,308 -0,347 0,980 0,054
T4171 0,043 -0,268 0,900 0,116
K375E 0,351 0,012 0,990 0,621
P365L 0,055 -0,359 -0,040 -0,032
P365Q 0,177 -0,386 -0,810 -0,177
Q389L 0,705 0,227 1,110 0,602
Q390H -0,322 -0,055 0,850 0,235
Q418H 0,350 -0,212 0,910 -0,001
S413l 0,175 -0,417 1,020 0,168
T3661 0,340 -0,031 0,460 0,314
T379A -0,330 -0,348 0,680 0,069
T3911 0,245 -0,170 1,030 0,311
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4.3.2 ESNEKLIK ANALIZ SONUCLARI

DynaMut ag sunucusunda yapilan protein entropi analizi sonucunda; 77 yanlis
anlamli mutasyonun proteinin 3 boyutlu yapisinin esnekligini arttirdigir ve 84 yanlis
anlamli mutasyonun esnekligini azalttigi tespit edildi. N proteinin ii¢ boyutlu protein
yapisinin esnekligini arttiran mutasyonlarin; 17 tanesi N-kolunda, 11 tanesi, NTD’de 21
tanesi baglayic1 bolge bolgesinde, 12 tanesi de CTD’de ve 16 tanesi C-kuyrugunda
bulunmaktadir. N proteinini ¢ boyutlu protein yapisinin esnekligini azaltan
mutasyonlarin ise; 22 tanesi N-kolunda, 18 tanesi NTD’de, 23 tanesi baglayici
bolgesinde, 11 tanesi de CTD’de ve 10 tanesi C-kuyrugunda bulunmaktadir (Tablo 4.17,
Tablo 4.18, Tablo 4.19, Tablo 4.20, Tablo 4.21).
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Tablo 4.17: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-kolu bélgesine ait
mutasyonlarin AAS ENCoM ve AASVib ENCoM analiz sonuglari

AAS ENCoM AASVibENCoM
LA (kcal''/mol ™) (kcal'/mol™)
D3L 0,044 0,044
D3Y -0,030 -0,030
P13S 0,472 0,472
A35V -0,174 -0,174
Q7K 0,509 0,509
G25C -0,022 -0,022
Q9H -0,365 -0,365
D22N 0,162 0,162
G34W 0,073 0,073
S2Y -0,692 -0,692
N8T -0,051 -0,051
P13L -0,693 -0,693
R40C 0,883 0,883
G25V 0,010 0,010
G44C 0,186 0,186
S23L -0,034 -0,034
S331 -0,055 -0,055
Al12G 0,420 0,420
Al12S -0,029 -0,029
D22Y -1,928 -1,928
D3N 0,059 0,059
D3Q 0,042 0,042
E31G 0,616 0,616
G19A -0,015 -0,015
N29S 0,454 0,454
N8Y -0,191 -0,191
Q7L 0,843 0,843
Q9R -0,397 -0,397
R10L 0,838 0,838
R14C 0,852 0,852
R32H -0,055 -0,055
S21P -0,358 -0,358
S2F -0,712 -0,712
S33G -0,134 -0,134
S37P -0,565 -0,565
S37T -0,242 -0,242
T16M -0,034 -0,034
T24A 0,040 0,040
Q28K -0,150 -0,150
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Tablo 4.18: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin N-Termianl Domainine ait
mutasyonlarin AAS ENCoM ve AASVib ENCoM analiz sonuglari

AASVibENCoM
MUTASYON ?éiﬁ%co‘m (keal'/mol™)
V72L 0,626 -0,626
D128N 0,209 0,209
P67L 0,169 10,169
D128Y 0,244 0,244
L139F 0,197 0,197
A1195 0,222 0,222
A90S 0,008 0,008
T1351 0,422 0,422
T166 0,226 0,226
D144H 0,322 0,322
E136Q 0,015 0,015
H145Y 0,144 0,144
L167F 0,543 0,543
N1265 0,024 10,024
PSOR 10,540 -0,540
A1525 0,137 0,137
AL73V 0,511 0,511
D128E 0,170 0,170
D63Y 0,43 0,943
E118Q 0,390 0,390
M1011 0,419 0,419
N140S 0,030 0,030
P142S -0,060 0,060
P151A 0,297 0,297
P151S -0,055 -0,055
P67S -0,009 -0,009
Q163K 0,296 0,296
T1411 0,315 0,315
T49 0,152 0,152
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Tablo 4.19: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin baglayici bolge bolgesine ait
mutasyonlarin AAS ENCoM ve AASVib ENCoM analiz sonuglari

AAS ENCoM AASVIibENCoM
BEAZESNAOI (kcalYmol) (keal/mol)
R203K 0,107 0,107
G204R 252 2,522
S235F 0,135 0,135
S194L 0,044 0,044
T2051 0,289 0,289
T198 0,070 0,070
M2341 0,057 0,057
G204L 0,901 0,901
S202N 0,215 0,215
A220V 0,018 0,018
A211V 0,074 0,074
P199S 0,440 0,440
G238V 0,041 0,041
N196Y 0,334 0,334
S188P 0,141 0,141
S193T 0,010 0,010
R1951 0,349 0.349
P199L 0,021 0,021
G212V 0,003 0,003
G238C 0,004 0,004
G214C 1,357 1,357
G2155 0,259 0,259
R191L 0,134 0,134
M210] 0.469 0.469
P207H 0,051 0,051
P207S 0,010 0,010
A208S 0,023 0,023
A211G 0,088 0,088
A218V 0,388 0.388
G204P 0,572 0,572
G204Q 0,938 0,938
M210N 0,810 0,810
N213S 0,162 0,162
Q229R 0,360 0,360
Q241L 0,089 0,089
R185C 1,042 1,042
R185G 1753 1753
R209S 1731 1731
$180C 0,059 0,059
S201C 0,176 0,176
$202C 0.315 0.315
S206F 0,016 0,016
S232N 0,046 0,046
V246A 0,311 0,311
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Tablo 4.20: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-Termianl Domainine ait
mutasyonlarin AAS ENCoM ve AASVib ENCoM analiz sonuglari

AAS ENCoM AASVibENCoM
SISV (kcal/mol?) (kcal"//mol™!)
T334A 0,149 0,149
T362 0,230 0,230
T3341 0,267 0,267
M3221 0.175 0.175
1320F 0,680 0,680
A308S 0,104 0,104
H300Y 0,175 0175
M317T 0,342 0,342
P364S 0,003 0,003
T2711 0,398 0,398
V3241 0,114 0,114
V350G 0,296 0,296
12021 0,079 0,079
1337V 0.464 0.464
K299N 0.383 0.383
L339F 0,130 0,130
P326S 0,012 0,012
P364Q 0,024 0,024
Q289H 0,050 0,050
S327L 0,122 0,122
T296 0,422 0,422
V350A 0,265 0,265
V3501 0,181 0,181
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Tablo 4.21: DynaMut ag sunucu ile elde edilen N proteininin C-kuyruguna ait mutasyonlarin
AAS ENCoM ve AASVib ENCoM analiz sonuglari

AAS ENCoM AASVibENCoM
MIASVEH (kcal'*/mol?) (kcal'/mol ™)

D377Y -0,545 -0,545
D401Y -0,487 -0,487
E378Q 0,072 0,072
P383S -0,006 -0,006
A376T -0,041 -0,041
P383L -0,058 -0,058
T3791 -0,043 -0,043
P365S 0,115 0,115
A414S -0,031 -0,031
E378A 0,217 0,217
D377A 0,249 0,249
Q380L 0,094 0,094
Q389H -0,119 -0,119
S413T 0,143 0,143
S416L 0,086 0,086
T4171 0,073 0,073
K375E 0,127 0,127
P365L 0,131 0,131
P365Q 0,141 0,141
Q389L 0,010 0,010
Q390H 0,019 0,019
Q418H -0,222 -0,222
S4131 0,077 0,077
T3661 -0,238 -0,238
T379A 0,143 0,143
T3911 0,052 0,052
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4.4 ANAHTAR MUTASYONLARIN PROTEIN YAPISINA ETKIiSININ
SONUCLARI

Calismamizda Tiirk populasyonunda goriilen D3L, M2341, A220V, S194L,
S235F, T3621 ve D128N mutasyonlari ele alindi. Titresimsel entropi ve protein stabilitesi
tizerindeki mutasyon etkisi gibi protein yapisi stabilite parametreleri de DynaMut ag
sunucusu tarafindan tahmin edildi. Kirmizi renk hidrojen baglarini, turuncu renk zayif
hidrojen baglarini, mavi renk halojen baglarini, sar1 renk iyonik etkilesimleri, agik mavi
renk aromotik etkilesimi, yesil hidrofobik temasi, pembe karbonil etkilesimlerini, gri
renkte ise Van der waals etkilesimlerini gostermektedir. Dogal tip ve mutant yan zincirler
acik yesil renktedir. Aralarindaki etkilesimler ve baglar kesik cizgi ile gosterilmektedir.
Mavi renk yapmin sertlesmesini, kirmizi renk ise esneklikte bir artis oldugunu

gostermektedir (Sekil 4.1).

Bag ve Etkilesim Tipleri Renk | Bag ve Etkilesim Tipleri Renk
Hidrojen bagi . iyonik etkilesimler
Su aracili hidrojen bagi . Metal kompleks etkilesimler .
Zayif hidrojen bagi ﬁ Aromatik etkilegsimler
Su aracili zayif hidrojen bagi Hidrofobik etkilegimler .
Halojen bagi [ | Kabonil etkilesimler 0

Sekil 4.1: Bag ve etkilesim tiplerinin gosterildigi renkler (63)
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4.4.1 Kimyasal Bag Ve Etkilesim Analiz Sonuclari

DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde M234I
mutasyonu sonucunda iyonik bag etkilesiminin bozuldugu ve mutant yapida hidrojen bagi
ve hidrofobik etkilesimlere yol a¢tig1 tespit edildi (Sekil 4.2).

Dogal tip yapist Mutant Yapi

Sekil 4.2: M2341 mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde A220V
mutasyonu sonucunda mutant yapida hidrojen bagi ve iyonik bag olusumu tespit edildi
(Sekil 4.3).

o— f 4 7 V4 \ii’

Dogal tip yapisi Mutant Yapi

Sekil 4.3: A220V mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)
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DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde S194L
mutasyonu sonucunda dogal tip yapisindaki karbonil bag ve iyonik etkilesiminin

bozuldugu ve mutant yapida hidrojen bagi olusumu tespit edildi (Sekil 4.4).

Dogal tip yapisi Mutant Yapi

Sekil 4.4: S194L mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde S235F
mutasyonu sonucunda dogal tip yapidaki hidrojen baginin bozuldugu ve mutant yapida

zay1f hidrojen olusumu tespit edildi (Sekil 4.5).

£

=9

Dogal tip yapisi Mutant Yapi1

Sekil 4.5: S235F mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)
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DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde D128N
mutasyonu sonucunda dogal tipte bulunan bag ve etkilesimlerinin mutant tipte bozuldugu
tespit edildi (Sekil 4.6).

Dogal tip yapisi Mutant Yap1

Sekil 4.6: D128N mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde D3L

mutasyonu sonucunda bir degisim tespit edilmedi (Sekil4.7).

Dogal tip yapisi Mutant Yapi1

Sekil 4.7: D3L mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
sonucu (62)
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DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde T362I

mutasyonu sonucunda dogal tip yapidaki zayif hidrojen bagimin bozuldugu ve mutant

yapida hidrojen bagi ile hidrofobik etkilesim olusumu tespit edildi (Sekil 4.8).

Dogal tip yapisi

sonucu (62)

Mutant Yap1

Sekil 4.8: T362] mutasyonunun dogal tip ve mutant yapidaki kimyasal bag ve etkilesim analizi
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4.4.2 Entropi Enerji Degisim Analizi Sonuclari

DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda,

M2341 mutasyonun N proteinin esnekligini arttirdigi tespit edildi (AASVIibENCoM:
0,057 kcal.mol.K™?) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: M234l mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda
A220V mutasyonunun, N proteinin esnekligini azalttig1 tespit edildi. (AASVIbENCoM: -
0,018 kcal.mol.K™2) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: A220V mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)

54



DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda
S194L mutasyonunun, N proteinin esnekligini arttirdig tespit edildi. (AASVibENCoM:
0,044 kcal.mol.K™?) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: S194L mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda S235F
mutasyonu N proteinin esnekligini azalttigi tespit edildi. (AASVibENCoM: -0,135
kcal.molt. K1) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: S235F mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)
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DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda D3L
mutasyonu N proteinin esnekligini arttirdig1 tespit edildi. (AASVibENCoM: 0,044
kcal.mol-1.K-1) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: D3L mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)

DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda T3621
mutasyonu N proteinin esnekligini azalttig1 tespit edildi. (AASVibENCoM: -0,230
kcal.mol-1.K-1) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: T3621 mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)
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DynaMut ag sunucusu ile yapilan entropi enerji degisimi analizi sonucunda
D128N mutasyonu N proteinin esnekligini arttirdigr tespit edildi. (AASVibENCoM:
0,209 kcal.mol-1.K-1) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: D128N mutasyonunun entropi enerji degisimi analizi sonucu (62)
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4.4.3 Atomik Kararsizlik Analiz Sonuclari

Atomik kararsizlik, mutlak atomik hareketin genligini saglamaktadir. Molekiiliin
ilk 10 modu iizerinden hesaplama yapilmaktadir. Kararsizligin biiyiikligii iki sekilde
gosterilmektedir. ilk olarak ince ve kalin tiip seklinde gosterimidir. ikinci olarak ise
renklere bagl gosterimidir. Mavi renk disiik kararsizligi, beyaz renk orta kararsizligi ve

kirmizi renk ise yiiksek kararsizligi temsil etmektedir.

DynaMut ag sunucusu ile yapilan atomik kararsizlik analizi sonucunda, dogal ve

mutant tip arasinda bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.16).

Dogal tip yapisi Mutant Yap1

Sekil 4.16: Atomik kararsizlik analiz sonucu (62)
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4.4.4 Deformasyon Enerjilerinin Analiz Sonuclar:

Deformasyon enerjisi, proteindeki yerel esneklik miktar1 i¢in bir 6l¢i
saglamaktadir. Molekiilin ilk 10 modu {izerinden hesaplama yapilmaktadir.
Deformasyon enerjilerinin biiyiikliigii iki sekilde gosterilmektedir. Ilk olarak ince ve kalin
tiip seklinde gosterimidir. ikinci olarak ise renklere bagl gosterimidir. Mavi renk diisiik
deformasyon enerjisini, beyaz renk orta deformasyon enerjisini ve kirmizi renk ise yliksek

deformasyon enerjisini temsil etmektedir.

DynaMut ag sunucusu ile yapilan atomik kararsizlik analizi sonucunda, dogal ve

mutant tip arasinda bir degisiklik tespit edilmedi (Sekil 4.17).

Dogal tip yapisi Mutant Yap1

Sekil 4.17: Deformasyon enerjilerinin analiz sonucu (62)
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5. TARTISMA

Diinya tarihindeki en biiyiik salginlardan biri olan COVID-19 pandemisine neden
olan SARS-CoV-2 viriistiniin yapisal proteinleri bilim diinyasinin odaginda olmay1
stirdiirmektedir (38). Coronaviridae viriis ailesinde N proteini, viral RNA transkripsiyonu
ve replikasyonu i¢in gerekli olan ¢ok islevli bir RNA baglayici proteindir (16). Diinya
tarihindeki en biiyiik salginlardan biri olan COVID-19 pandemisine neden olan SARS-

CoV-2 viriisiiniin yapisal proteinleri bilim diinyasinin odaginda olmayi siirdiirmektedir.

Bazi arastirmalar, N ve E proteini arasindaki etkilesimin SARS-CoV
viriisiiniiniin hiicreden ¢ikiginda bir islevi oldugunu ve koronaviriisiin olusumu i¢in N-M
protein kompleksinin gerekli oldugunu gostermektedir (63-66). Bu nedenle, her SARS-
CoV-2 N protein mutant1 ile E proteini arasindaki etkilesim, virlis salinimini
artirabilirken, S194L N-M protein kompleksinin azalan baglanma afinitesi viriis
olusumunu zayiflatabilir (42). Calismamizdaki yapiya bagl protein stabilizasyonu analizi
sonucunda; AAG DynaMut degerleri S194L mutasyonunun N proteinin 3B yapisinin
stabilizasyonunu attirdig1 (Tablo 4.14) ve AASvib ENCoM degeri de N proteinin 3B
yapisinin esnekligini arttirdigr (Sekil 4.10) tespit edildi. Sekansa bagli mutasyon
patojenite analizi sonucunda ise S194L mutasyonu deleterious (zararli) olarak (Tablo 4.9)
tespit edildi. DynaMut ag sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde
S194L mutasyonu sonucunda dogal tip yapisindaki karbonil bag ve iyonik etkilesiminin
bozuldugu ve mutant yapida hidrojen bagi olusumu tespit edildi (Sekil 4.5). Yapilan
analizler sonucunda S194L mutasyonunun N-M protein kompeksinin baglanma
afinitesine ve N ile E protein arasindaki etkilesime etki edecegi diisiiniilmektedir.
Yapilmis olan in siliko analizler konu ile ilgili yapilacak olan in vitro ve in vivo
caligmalara yon vermesi agisindan Onemli goriildiigii gibi tespit edilen yapisal

degisikliklerin bu ¢aligmalarla bulgular1 giiclendirmesi beklenmektedir.

Yapilan galismalarda, SR ag¢isindan zengin olan baglayici bolgenin, esas olarak
serin yan zincirlerinde fosforilasyon yoluyla hiicre i¢i sinyallesme yolaklarinda 6nemli
bir rol oynadigi bulundu (67-69). Calismamizda incelenen mutasyonlarin 43 tanesi bu
bolgede tespit edilmistir (Tablo 4.9). Calismamiz sonucunda; S194L, G204L, N196Y,
S188P,R195I,R191L, R185C, S180C, S201C, S202C ve S206F mutasyonlar1 deleterious
(zararl1) olarak (Tablo 4.9) tespit edildi. DynaMut ag sunucusu ile yapilan analizde;
G204P, G204Q mutasyonlarinin AAG DUET degerleri N proteinin 3B yapisini kararsiz
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hale getirdigi (Tablo 4.14) ve AASVib ENCoM degerleri sonucunda yapinin esnekliginin
azaldigi (Tablo 4.19) tespit edildi. R185C mutasyonunun, AAG DynaMut degeri
sonucunda N proteinin 3B yapisin1 kararsiz hale getirdigi (Tablo 4.14) goriilmiistiir.
Bunun sonucunda, serin yan zincirlerindeki bu mutasyonlarin fosforilasyona bagl

sinyallesmeyi etkileyebilecegi diisliniilmektedir.

Niikleokapsid proteinindeki NTD ve CTD, RNA baglamasinda goérev aldigi
bilinmektedir (70). Yapilan bir ¢alismada PROVEAN ag sunucusu kullanilarak N
proteininin CTD alaninda 13 ve NTD alaninda 12 deleterious (zararli) mutasyon tespit
edildi (71). NTD’de bulunan D128Y ile P151S (Tablo 4.8) ve CTD’de bulunan T334l ile
T2711 (Tablo 4.10) mutasyonlarinin deleterious (zararli) tespiti bizim g¢alismamizla
tutarlidir. Ayrica c¢alismamiz PredictSNP ag sunucu ile yapilan deleterious(zararli)
mutasyon tespiti sonucunda; NTD’de 6 ve CTD’de 5 adet deleterious(zararli) mutasyon
tespit edildi. Bunun, SARS-CoV-2 viriisinde RNA paketlemesinde sorunlara yol

acabilecegi tahmin edilmektedir.

Azad yaptig1 bir calismada, B ve T hiicre epitoplarindan birinin N proteininin 305-
340 yan zincirleri arasinda yer aldigini ortaya koymaktadir. 305-340 yan zincirleri
arasinda yer alan mutasyonlar nedeniyle, konak¢inin immiinolojik tepkisini
etkileyebilecek epitop Ozellikleri degisebilmektedir (11). Calismamizda 305-340
aminoasitleri arasinda CTD’de bulunan 11 adet mutasyon tespit edildi. Bu
mutasyonlardan T3341, PROVEAN ve PredictSNP ag sunucular ile yapilan analiz
sonucunda deleterious (zararli) olarak tespit edildi. DynaMut ag sunucusu ile yapilan
analiz sonucunda; T334A, V2341 ve P326S mutasyonlarin N proteinin 3B yapisim
kararsizlagtirdig tespit edildi. Bu nedenle, SARS-COV-2 N proteinini hedef alan agilarin
ve ilaglarin gelistirilmesinde, gesitli popiilasyonlarda ve bolgelerde meydana gelen
mutasyonlarin goz oniinde bulundurulmasi gerektigi diisiincesini gii¢lendirmektedir.

Calismamizda bu fikri desteklemektedir.

Diizensiz bolgeler, iyi ¢oziimlenmis bir liglinciil yapiya sahip degildir; bununla
birlikte, koronaviriis N proteinlerinin IDR'leri, viral genomik RNA ile baglanmada
onemli bir rol oynadigi bulunmustur (72, 73). Calismamizda IDR boélgelerinde bulunan
108 adet mutasyon tespit edildi (Tablo 4.1, Tablo 4.3, Tablo 4.5). PROVEAN ve
PredictSNP ag sunucular ile yapilan analiz sonucunda iki sunucuda da ortak olarak

S194L, G204L, N196Y, S188P, R1951, R191L, R185C, S180C, S201C, S202C ve S206F
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mutasyonlar1 deleterious (Tablo 4.9) olarak tespit edildi. AAG DUET degeri sonucunda
G204L mutasyonunun N proteinin  yapisninin  stabilitesini  azalttigini, R195I
mutasyonunun N proteinin yapisini stabilitesini arttirdigi tespit edildi (Tablo 4.14).
Ayrica R1951 mutasyonunun AASVib ENCoM degeri sonucunda N proteinin 3B
yapisinin esnekligini arttirdigi tespit edildi (Tablo 4.19). Bu mutasyonlarin, viral

genomun N proteinine baglanma stabilitesini degistirebilecegi diistiniilmektedir.

Bir ¢ok ¢alisma, koronaviriis N proteinlerinin ayn1 zamanda RNA saperonlari gibi
davrandigint ve RNA genomunun uygun sekilde katlanmasina yardimci oldugunu
bildirmistir. Bu nedenle, N protein fonksiyonuna miidahale edebilen ilaglar, farmakolojik
acidan biiyiik ilgi géormektedir. N proteininin oligomerizasyonu saglayan CTD bolgesini
engelleyen ilaglar, viriis olusumunu inhibe etmek i¢in umut vadeden adaylardir. SARS-
CoV-2 N proteini ile yakin zamanda yapilan bir galismada; Conivaptan, Ergotamine,
Venetoclax, Rifapentine ve digerleri dahil olmak iizere islevini engelleyebilecek 10 adet
umut verici ilag tanimladi (73-77) Calismamizda N proteinin CTD’sinde T334l ve T2711
mutasyonlart PROVEAN ile PredictSNP ag sunuculartyla yapilan analiz sonucunda ortak
olarak deleterious olarak tespit edildi (Tablo 4.10). Bu bolgede tespit edilen mutasyonlar

ilag-protein etkilesimi ile ilgili yapilacak olan ¢calismalarda hedef olma 6zelligine sahiptir.

Hu ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, yaklasik 3,142 klinik asamadaki ve
FDA onayl kiiciik molekiilleri N proteinini hedefleyen aday terapdtik inhibitorleri
belirlemek icin kullanmislardir. Ceftriaxone, arbidol ve Lopinavir ilaglarinin N
proteininde etkilesim yerleri belirlenmistir. Arbidol N proteinin NTD bdlgesine,
Lopinavir ise CTD bdlgesine baglandigi bulunmustur (78). Calismamizda lopinavir
ilacinin etkilestigi T334 yan zincirinde mutasyon tespit edildi (Tablo 4.4) ve AAG
DynaMut degeri sonucunda bu mutasyonun N proteini kararsizlastirdigi (Tablo 4.15),
AASVib ENCoM degeri sonucunda N proteinin 3B yapisinin esnekligini arttirdig: tespit
edildi (Tablo 4.20). Ayrica arbidol ilacinin etkilestigi T166 yan zinciriyle L167 yan
zincirinde mutasyon tespit edildi (Tablo 4.2) ve AASVib ENCoM degeri sonucunda bu
mutasyonlarin N proteinin yapisinin esnekligini azalttigi bulundu (Tablo 4.18). Bu
spesifik yapisal alanlarda bulunan mutasyonlarin, bu alanlarla bahsi gegen kiiciik

molekiillerin etkilesimlerinin ne sekilde degiseceginin tespit edilmesi 6nemlidir.

Yapilan bagka bir caligmada ise 4E1RCat, Silmitasertib, TMCB, Sapanisertib ve

Rapamycin adli 5 antiviral ilacin CTD'ye yonelik potansiyel baglanma ve inhibitor
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aktivite mekanizmalarini arastirilmistir. Tiim ilaglar i¢in yerlestirme hesaplamalarindan
sonra elde edilen sonuglar, CTD ile H-baglar1 olusturan en yaygin yan zincirlerin Arg277,
Asn285 ve Tyr333 oldugunu tespit edilmistir (79). Calismamizda, bu yan zincirlerin hig

birinde mutasyon tespit edilmedi.

Vilar ve Isom’un yaptig1 bir calismada, 290,000 tam SARS-CoV-2 proteom
genomu ile ¢alisilmis ve gesitli proteinlere ait mutasyonlar analiz edilmistir. Bu ¢alismada
en sik goriilen R203K ve G204R mutasyonlarinin, yan zincir pozisyonlarinda ilk formuna
geri dondiigilinii tespit edilmistir. Calismamizda da ele alinan A220V, D3L, S235F,
M2341 ve S194L mutasyonlar1 son zamanlarda SARS-CoV-2 genomunda daha ¢ok tespit
edilmekte ve bunun galisilmasinin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir (51). Bu sebeple
calismamizda, D3L, M2341, A220V, S194L, S235F mutasyonlar1 ile NTD ve CTD’de en
stk goriilen T362I ve D128N mutasyonlar1 anahtar mutasyonlar olarak secildi. D3L,
M2341, A220V, S194L, S235F, T3621 ve D128N mutasyonlarinin; kimyasal bag ve
etkilesim analizi, N proteinin atomik kararsizlik analizi ile deformasyon enerjilerinin

analizi i¢in ¢evrimi¢i bir program sunucusu olan DynaMut ag sunucusu kullanildi.

Yapilan calismalarda N proteinde; R203K ve G204R en sik tespit edilen
mutasyonlardir (Tablo 4.3) (80-82). Bizim bulgularimiz da bu sonucu desteklemektedir.

Ul Alam ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma sonucunda, A220V mutasyonunun
RNA baglanmasini etkileyebilecegi bildirilmistir (83). Calismamizda A220V mutasyonu
sonucunda mutant yapida hidrojen bagi ve iyonik bag olusumu tespit edildi (Sekil 4.3).
AASVibENCoM sonucunda da A220V mutasyonunun, N proteinin esnekligini azalttigi
tespit edildi (Sekil 4.10). Bu sonuglarin proteinin RNA baglanmasini ne sekilde

etkileyecegi ileri bir analizin konusu olmalidir.

Niikleokapsid proteinindeki D3L ve S235F mutasyonlari, RNA ile etkilesen
domainlerin disinda bulunmaktadir. Yapilan calismada, RNA etkilesimi i¢in S235F
mutasyonunun N proteinine stabilizasyon etkisi sagladigi 6ngoriildii (84). DynaMut ag
sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde D3L mutasyonu sonucunda bir
degisim tespit edilmedi (Sekil 4.7). S23F mutasyonunun AASVib ENCoM degeri
sonucunda N proteinin 3B yapisinin esnekligini azalttig1 tespit edildi (Sekil 4.12). S235F
mutasyonu sonucunda dogal tip yapidaki hidrojen baginin bozuldugu ve mutant yapida
zayif hidrojen olusumu tespit edildi (Sekil 4.5). Bizim ¢alismamizin sonuglar1 bu calisma

sonuglari ile 6rtlismemektedir.
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Yapilan bir calismada T3621 mutasyonunun CTD'deki ikincil yapiy1 degistirdigini
ve dimerizasyon potansiyelini etkileyebilecegini bildirmislerdir (73). DynaMut ag
sunucusu ile yapilan kimyasal bag ve etkilesim analizinde T3621 mutasyonu sonucunda
dogal tip yapidaki zayif hidrojen baginin bozuldugu ve mutant yapida hidrojen bag ile
hidrofobik etkilesim olusumu tespit edildi (Sekil 4.8). T3621 mutasyonunun
AASVibENCoM degerine gore N proteinin esnekligini azalttigi tespit edildi (Sekil 4.14).
N proteininde dimerizasyonu etkileyecegi tahmin edilmektedir ancak ileri analizlerin

yapilmasi gerekmektedir.

M2341 ve D128N mutasyonlarinin kimyasal bag ve etkilesim analiz sonuglarini

desteleyecek ya da reddecek bir ¢aligsma literatiirde bulunmamaktadir.

Calismamiz SARS-CoV-2 viriisiindeki N proteininde olusan mutasyonlarin,
replikasyondaki ve patogenezdeki kesin roliinii arastirmak ve sonrasinda gelistirilecek
olan as1 ile ila¢ i¢in in-siliko ve 1slak laboratuvar calismalarina daha fazla ihtiyag

oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Genel olarak bulgularimiz, SARS-CoV-2 N proteininde meydana gelen
mutasyonlarin yapisint ve baglanma afinitesini degistirebilecegini ortaya koymaktadir.
Bu yapisal degisikliklerin SARS-CoV-2 viriislisiin bulagmasi, teshisi ve COVID-19

tedavisi lizerinde etkileri analiz edilmistir.

Kullandigimiz  biitiinlestirici  biyoinformatik yontemler, 1slak laboratuvar
yaklagimlarini ve klinik ¢alismalar1 kullanan aragtirma topluluklar1 i¢in, zamandan ve
maliyetten 6nemli 6l¢iide tasarruf saglamistir. Bulgularimiz COVID-19 terapoétiklerine
duyulan ihtiyacin karsilanmasi i¢in yapilan caligmalar i¢in O6nemlidir. COVID
pandemisini yavaslatmay1 ve bitirmeyi amaglayan asi ve ilag gelistirme calisamalarina
katkis1 oldugu diistintilen bulgularimiz in vitro ve in vivo ¢alisamlari ile valide edilmesine

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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