BSEU Fen Bilimleri Dergisi / BSEU Journal of Science, 2024, 11(2): 244-254

i Bilecik Seyh Edebali Universitesi Fen Bilimleri Dergisi 1
C?@ Bilecik Seyh Edebali University Journal of Science ’

11(2), 244-254, 2024

O DOI: 10.35193/bseufbd.1329328 BILECIK SEYH EDEBALI
O e-ISSN: 2458-7575 (https://dergipark.org.tr/tr/pub/bseufbd) UNIVERSITESI

Arastirma Makalesi- Research Article

Huntington Hastalig ile Iliskili ERN1 ve TRAF2
Genlerindeki Yanhs Anlamli SNP'lerin In Silico
Degerlendirilmesi

In Silico Evaluation of Missense SNPs in ERN1 and TRAF2 Genes
Associated with Huntington's Disease

Nurbanu Tanriverdil, Omer Faruk Karasakal®", Mesut Karahan®

Gelis | Received: 18/07/2023 Revize / Revised: 19/10/2024 Kabul / Accepted: 07/11/2023

Oz

Huntington hastaligi (HD), kromozomun 4. kolundaki HTT genindeki CAG triniikleotidlerinin tekrar1 sonucu
beyin noronlarinda ciddi dejenerasyona neden olan ve 6liimle sonuglanabilecek bir hastaliktir. Bu ¢alisma,
Huntington hastaligs ile iliskili ERN1 ve TRAF2 genlerinin yanlis anlamli SNP'lerinde potansiyel olarak zararli
etkileri olanlarin biyoinformatik yazilim araglart kullanilarak belirlenmesini ve bunlarin proteinlerin fonksiyonlari
ve stabilizasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesini amaglamistir. Yanlis anlamli SNP'lerin potansiyel
olarak zararli etkilerini tahmin etmek icin SNAP2, SIFT, PolyPhen-2 (HumDiv ve HumVar), SNPs&GO, PhD-
SNP, PANTHER ve Meta-SNP, protein stabilizasyonu i¢in [-Mutant 2.0 ve MUpro, ii¢ boyutlu modelleme i¢in
Project HOPE, gen-gen etkilesimleri icin GeneMANIA ve protein-protein etkilesimlerinin belirlenmesi igin
STRING yazilim araglart kullanildi. Huntington hastalig: ile iliskili ERN1 ve TRAF2 genleri i¢in 7 farkl
programda 8 yazilim araci kullanilarak 7’si ve lizerinde ortak zararli etkiye sahip olan varyantlar secildi. Sonug
olarak hastalikla iligkili oldugu diistiniilen ERN1 ve TRAF2 genleri i¢in toplam 4 varyant belirlendi. ERN1 geni
icin rs138082110 (S224C), rs199512451 (G133R), rs370210153 (P623Q) varyantlarinin, TRAF2 geni igin ise
rs144405558 (C469R) varyantinin olasi zararli etkiye sahip olabilecegi calisma sonucunda belirlenmistir. Bu
calismalar sonucunda elde edilen veriler Huntington hastaligi ile ilgili yapilacak ileri aragtirmalarda ve deneysel
calismalarda fayda saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler- Huntington Hastaligi, ERN1, TRAF2, Biyoinformatik Analiz

ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is a disease that results from the repetition of CAG trinucleotides in the HTT gene in
the 4th arm of the chromosome, causing severe degeneration of brain neurons and may result in death. This study
aimed to identify those with potentially harmful effects in the missense SNPs of ERN1 and TRAF2 genes associated
with Huntington's disease, using bioinformatics software tools, and to evaluate their impact on the functions and
stabilization of proteins. SNAP2, SIFT, PolyPhen-2 (HumDiv and HumVar), SNPs&GO, PhD-SNP, PANTHER
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and Meta-SNP to predict potentially deleterious effects from missense SNPs, I- Mutant 2.0 and MUpro for protein
stabilization, Project HOPE for three-dimensional modeling, GeneMANIA for gene-gene interactions and
STRING software tools for determination of protein-protein interactions were used. For ERN1 and TRAF2 genes
associated with Huntington's disease, variants with 7 or more common deleterious effects were selected using 8
software tools in 7 different programs. As a result, a total of 4 variants were identified for the ERN1 and TRAF2
genes, which were thought to be associated with the disease. As a result of the study, it was determined that the
rs138082110 (S224C), rs199512451 (G133R), rs370210153 (P623Q) variants for the ERN1 gene and the
rs144405558 (C469R) variant for the TRAF2 gene may have potentially harmful effects. The data obtained as a
result of these studies will be beneficial in further research and experimental studies on Huntington's disease.

Keywords- Huntington's Disease, ERN1, TRAF2, Bioinformatics Analysis

I. GIRIS

Huntington hastaligi (HD), nadir goriilen bir hastalik olmakla birlikte, otozomal kalitsal hastalik olup,
istem digi1 anormal hareketlere, bilissel ve davranissal bozukluklara neden olan O6limle sonuglanabilen
norodejeneratif bir hastalik olarak tamimlanmaktadir [1,2] Huntington hastaligimin Asya ve Afrika
popiilasyonlarinda goriilme siklig1 diisiik, Bati Avrupa popiilasyonlarinda ise goriilme sikligi yiiksek olarak
bildirilmistir. Diinya genelinde ise insidansinin 5-10 kisi/100.000 oldugu goriilmektedir [3]. Huntington
hastaliginda her hastanin kendine 6zgii bulgular1 bulunmaktadir. Bazi ilag ve tedavi yontemleri goriilse dahi heniiz
net bir tedavi siirecinin olmadigi literatiirde bildirilmistir [4]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Endoplazmik
retikulum stres faktoriiniin norodejeneratif hastalik patolojisi arasinda iliski oldugu tespit edilmistir [5,6].
Endoplazmik retikulum stres faktorii norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaligin baslangicinda ve
ilerlemesinde 6nemli etki gostermektedir [7]. Endoplazmik retikulum stresi sirasinda ortaya ¢ikan yanlis katlanmig
ya da katlanmamis olan proteinlerin birikmesi sonucunda katlanmamis protein tepkisinin (UPR) pargasi olarak
apoptozu indiiklemektedir [8,9]. Ayni zamanda ER membraninda bulunan ERN1, PERK ve ATF6 katlanamamis
protein (UPR) tepkisini aktive ederek apoptozu baglatmaktadir [10]. ER stres yolaklarindan olan ERN1 ve TRAF2
genlerinin (https://www.genome.jp/kegg/pathway.html) ER stres yollarinin detayli incelenmeleri sonucunda Mhtt
birikimlerinin otofaji akiginin inhibisyonundan kaynaklandigi belirtilmistir [11]. ER stres faktorlerinden olan
ERN1 Huntington hastalig1 patogenezine katilabilmektedir. ER stres faktorleri giderilemediginde ERN1 hiicre
olimiini indiikleyerek apoptozu baslatmaktadir [6]. Yiiksek ER stresi altinda kalan ERN1 mRNA’nin islevini
bozarak antiapoptatik proteinlerde mRNA’larin parcalanmasi ile hiicrelerin 6liimiine neden olarak apoptoz
meydana gelmektedir [12,13]. ERN1 ve TRAF2 kompleksi MAP/JNK yolunu aktive ederek otofajiyi baslatarak
apoptozu desteklemektedir [14]. Ayrica ERN1 ve TRAF2 kompleksleri apoptoz sinyal diizenleyicilerden olan
kinazl (ASK1) ve JNK'ye ilave olarak NF-«xB sinyalinin etkinlestirilmesine dahil olmaktadir [15,16]. ERN1 ve
TRAF2 yolaklarmin daha ileri boyutlariin incelenmesi sonucunda otofajik inhibisyona bagli olarak hiicrelerde
6liime neden oldugu bulunmustur [11]. Genetik hastaliklarda ve otonom sinir sistemi hastaliklari ile iligkili olan
genlerin kapsaml arastirilmasinda SNP analizlerinden faydalanilmaktadir [17]. Bu analizler ile birlikte hedef
genlerin tespiti, elde edilen verilerin analizi agisindan kolayliklar saglamasi, hastaliklardaki anormal semptomlarin
incelenmesi ve ilag kesif ¢alismalarinin yapilmasina yardimci olmay1 hedeflemesinin yani sira maliyet agisinda
etkin bir avantajda saglamaktadir [18]. Huntington Hastaligina neden olan CAG tekrari ile olusan mutant genlerin
SNP ¢aligmalari ile susturulabilecegi diistiniilmektedir [19]. Tek niikleotit polimorfizm (SNP) ¢alismalar1 kanser,
diyabet, cilt hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi ¢oklu gen hastaliklariin taninip ¢alisgilmasinda 6nemli
yer saglamaktadir [20].

SNP’ler bireylerdeki hastaliklara yatkinlik ve tedaviye yamitlarindaki farkliliklarindan dolayr klinik
arastirmalar agisindan 6nemli bir yere sahiptir [21]. DNA polimorfizm ¢esitlerinde birincil polimorfizm olan ve
DNA dizilimindeki degisikliklere neden olabilecegi diisiiniilen polimorfizm olan Restriksiyon Parg¢alari Uzunluk
Polimorfizm’leri (RFLP), daha sonra ¢ok sayida genetik hastaliklarin haritalanmasinda ve bu hastaliklardan
sorumlu olan genleri izole eden Degisken Sayili Bitisik Tekrarlar (VNTR) olan ikincil polimorfizmler
kesfedilirken, tigiinciil polimorfizm olarak bireyler arasinda farklilik meydana getiren ve kimliklendirme yaptigi
diigiiniilen mikrosatelit (Short Tandem Repeats-STR) ve takiben kopya sayisi ¢esitliligi ile dordiincii polimorfizm
olarak adlandirilan Tek Niikleotit Polimorfizmleri tamimlanmistir [22,24]. SNP’ler DNA’da kodlanan ve
kodlanmayan dizilerinde ya da genler arasi bolgelerinde goriilebilmektedir [24]. Kodlanma bolgesinde bulunan
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SNP’ler sinonim ve sinonim olmayan bdlgeler olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Sinonim olan SNP’ler kendi i¢inde
yanlig anlamli ve anlamsiz olmak iizere iki kategoride incelenmektedir. Anlamsiz SNP’ler durdurma kodonlarinda
olugan mutasyonlar sonucunda farkli fonksiyonel 6zellige sahip protein olusumuna neden olmaktadir [25]. Yanlig
anlamli SNP’ler ise bir amino asidi kodlayan kodonun farkli bir amino asidi kodlamast sonucunda proteinleri
islevsiz hale getirerek hastalik olusumuna neden olabilmektedir [26]. DNA dizisindeki farkliliklardan olugan
polimorfizmler hastaliklar ile iligkilendirilebilmektedir [27]. Huntington hastaligina neden olan kalitsal
polimorfizmlerin arastirilmasi, Huntington hastaligi ile iligkili genlerin belirlenmesinde de o6nemli bir rol
oynamaktadir [28].

Bu ¢aligmada Huntington hastalig1 ile iligkili oldugu bilinen ERN1 ve TRAF2 genlerindeki yanlig anlaml
SNP’lerin tespit edilerek farkli ve literatiirde yaygin olarak tercih edilen biyoinformatik internet tabanl yazilim
araglarini kullanilarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Yapilan in siliko analizde 7 farkli programda 8 yazilim
araci kullanilarak 7’si ve tizerinde ortak zararli etkiye sahip olan varyantlar belirlenerek olasi zararl etkiye sahip
oldugu tahmin edilen SNP’lerin ayn1 zamanda proteinin islevini, yapisini ve stabilizasyonu {izerine etkileri
degerlendirilmistir.

Il. MATERYAL VE METOT
A. Veri Eldesi ve Is Akist

Huntington hastalig1 ile iligkili olan ERN1 ve TRAF2 genlerindeki yanlis anlamli SNP’lerin in siliko
analizlerini yapabilmek i¢in kullanilan biyoinformatik yazilim araglar1 semas1 Sekil 1°de gosterilmistir.

NCBI dbSNP UniProt
KEGG Pathway

GeneMANIA

Project HOPE

SIFT
PolyPhen-2
SNPs&GO I-Mutant 2.0
PhD-SNP
Mupro
Panther

Meta-5NP
SNAP2

Sekil 1. Biyoinformatik Akis Semast
B. Biyoinformatik Analizler

NCBI veri tabanindan elde edilen bilgilere gére ERN1 geni i¢in toplam 33486 SNP sayisindan 740 adet
yanlig anlamli SNP, TRAF2 geni i¢gin ise 23398 SNP sayisindan 434 adet yanlis anlamli SNP tespit edilmistir. Bu
yanlig anlamli SNP’lerde internet tabanli kamuya acik yazilim araglari kullanilarak olasi zararl etkiye sahip olanlar
tahmin edilmistir. Yazilim araglarindan SIFT, bir proteindeki aminoasit ikamelerinin fenotipik olarak zararli veya
tolere edilebilir etkiye sahip olup olmayacagmi tahmin etmektedir [29]. PolyPhen-2, proteinlerin aminoasit
dizilerindeki degisimi, protein yapisini ve islevi iizerindeki olasi etkisini tahmin etmektedir [30]. SNPs&GO,
proteinin fonksiyonel verilerini kullanarak olas1 zararli SNP’lerin tahmini i¢in kullanilmaktadir [31]. PhD-SNP,
insanlarda hastalikla iliskili oldugu diistiniilen zararli SNP’leri tahmin etmektedir [32]. SNAP2, ¢esitli sekanslar1
ve varyant boyutlarini degerlendirerek varyantlarin fonksiyonel islev ve etkilerini belirlemektir [33]. PANTHER,
gen ve proteinlerin siniflandirilmasi ve analizleri igin tasarlanmig yazilim programidir [34]. Meta-SNP protein
varyasyonlarinin hastalikla iliskili olup olmadigini ve polimorfizm olarak siniflandirilip siniflandirilmayacagini
belirlemede kullanilan yazilim aracidir [35]. Proteinlerin stabilizasyonuna olan etkileri i¢in MUpro ve I-Mutant
2.0 kullanilmigtir. 1-Mutant 2.0, proteinlerin yapisinda ya da protein dizilerinden tek bir alandaki varyasyon
tizerindeki degisimi analiz etmek i¢in kullanilan yazilim aracidir. [36]. Mupro, tek bolgedeki aminoasit
dizilisindeki varyasyonlarin protein stabilitesi ve katlanmalar1 lizerine etkisini tahmin etmede kullaniimaktadir
[37]. Project HOPE, varyantlarin amino asit ikamesinin yapisal 6zelleri birlikte boyut, yiik ve hidrofobikligi
acisindan degerlendirme yapmasmin yani sira protein yapilarinin ii¢ boyutlu (3B) modelleri ile ilgili rapor
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vermektedir [38]. Gen-gen etkilesimleri i¢in kullanilan GeneMANIA, en temel anlamda ¢ok amagl fonksiyonel
veri kanallarmi kullanarak belirlenen genlerin diger genlerle olan fonksiyonel iliskisini bulmak igin
kullanilmaktadir [39]. Protein-Protein etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan STRING yazilim araci ile
islevsel protein-protein etkilesimlerini Ve biyolojik siirecleri ile birlikte fiziksel etkileri degerlendirilmistir [40].

1. BULGULAR
A. ERN1 ve TRAF2 Gen-Gen Etkilesimleri

GeneMANIA Birden fazla genlerin birbiri ile etkilesimlerini tahmin etmede kullanilan yazilim aracidir
[41]. ERN1 ve TRAF2 genleri igin GeneMANIA yazilim aracindan elde edilen gen-gen etkilesimleri Sekil 2°de
gosterilmektedir.

@@ﬁ ®@®

Y *° 0 ©
& ° @
Qo © S e ®

Fiziksel Etkilesim
Ortak Ekspresyon

Tahmin Edilen

Ortak Lokalizasyon
Genetik Etkilesim
Yolak

Paylasilan Protein Domainleri

Sekil 2. ERN1 ve TRAF2 gen-gen etkilesimi

B. ERN1 ve TRAF2 Protein-Protein Etkilesimleri

Biyomolekiiller aglar arasinda protein-protein etkilesimleri ¢ok yonliilik ve ozgiilliigiin belirlenmesi ile
birlikte hem fiziksel hem de fonksiyonel iligkileri birlestirmeyi amaglamistir [42]. Protein- protein etkilesimleri
hiicresel biyolojik siire¢leri énemli olgiide etkilediginden dolayr bu etkilesimlerin tanimlanmasi yasam
aktivitelerinin yapisina katki saglamaktadir [43]. ERN1 ve TRAF2 genleri i¢in STRING yazilim aracindan elde
edilen protein-protein etkilegsimleri Sekil 3’te gosterilmektedir.
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=" Gen komsulugu

#ter v Gen fuzyonu

‘e Birlikte gen olusumu
++ Veri madenciligi

'~ Bitlikte ekspresyon

4 Protein homolojist

TMBIMG

Kiratdrhi ver tabam kaynakh
Deneysel olarak belirlenmis

Sekil 3. ERN1 ve TRAF2 protein-protein etkilegimi

ERN1 ve TRAF2 genlerinde yapilan in silico analizler sonucunda ERN1 geninde yer alan yanlig anlamli

SNP’lerden 3 varyantin, TRAF2 de ise 1 varyantin olasi zararl etkiye sahip oldugu bulunmustur. ERN1 ve TRAF2
genlerine ait yazilim araglarmdan alinan bu bilgiler Tablo 1’de gosterilmektedir. ERN1 ve TRAF2 genlerinde tespit
edilen varyantlarin I-Mutant 2.0 ve MUpro programlarmin veri analizleri sonucunda tiim varyantlarin protein
stabilizasyonuna olan etkisinin azalan oldugu tespit edilmistir ve Tablo 1’de gosterilmektedir.

Tablo 1. ERN1 ve TRAF2 Genleri SNP analizleri yazilim araglarindaki tahmin sonuglar

SNP NUMARASI

Amino asit degisimi
Snap2 Sonucu

SNAP2 Skoru

SNAP2 Dogrulama Oram
SIFT Sonucu

SIFT Skoru

Polyphen2 (HumDiv) Sonucu
Polyphen2 (HumDiv) Skoru
Polyphen2 (HumVar) Sonucu

Polyphen2 (HumVar) Skoru

SNPs&GO Sonucu

ERN1 GEN
rs138082110

(S224C)
Etkili
30
%66
Zararh

0.032

Muhtemelen
Zararh

0.990

Muhtemelen
Zararli

0.999

ERN1 GEN
rs199512451

(G133R)
Etkili
38
%91
Zararl

0.001

Muhtemelen
Zararh

1

Muhtemelen
Zararlt

0.999

ERN1 GEN
rs370210153

(P623Q)
Etkili
57
%66
Zararl

0.002

Muhtemelen
Zararh

0.998

Muhtemelen
Zararlt

0.986

TRAF2 GEN
rs144405558

(C469R)
Etkili
51
%85
Zararh

0
Olas1 Zararli
0.999

Olas1 Zararlt

0.993

Hastalik Iliskili
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SNPs&GO Skoru - - - 8
PhD-SNP Hastalik Tliskili ~ Hastalik Tliskili Hastalik Tliskili Hastalik iliskili
RI 3 5 1 6
PANTHER Olas1 Zararli Olas1 Zararl Olasi Zararl Olas1 Zararl
Pdel Skoru 0.85 0.89 0.85 0.85
Meta-SNP Sonucu Hastalik Tliskili ~ Hastalik Tliskili Hastalik Tliskili Hastalik iligkili
Meta SNP Skoru 0.651 0.747 0.568 0.824
I-Mutant 2.0 Tahmin sonucu Azalan Azalan Azalan Azalan
Giivenlik indeksi GI 4 8 9 6
MUpro Analiz Sonucu Azalan Azalan Azalan Azalan
Serbest Enerji Degisim Degeri 13752049 -0.37544877 192377539 -1,0368671

(DDG)
C. Project HOPE Sonuclari

Project HOPE mutasyonlarin yapisal etkilerini analiz etmede kullanilan yazilim aracidir [44]. ERN1 ve
TRAF2 genlerine ait varyasyonlar Project HOPE sonuglar1 Tablo 2’de verilmistir. Ug boyutlu modellemeleri ise
Tablo 3’ te gosterilmistir.

Tablo 2. ERN1 ve TRAF2 genine ait yabanil ve mutant tip aminoasitlerin Project Hope yazilim araci sonuglari

SNP AMINO ASIT DEGIiSiMi
NUMARASI
SH OH
ERN1 S224C varyantinda 224.
1$138082110 OH OH pozisyonda Serin amino
$224C HN HN asidinin Sistein amino asidine
2 2 degigimi
0 0
HaN AWM
ERNL OH NH G133R varyantinda 133.
rs100512451 | o pozisyonuinda Glisin amino
G133R asidinin Arjinin amino
0 OH asidine degisimi
H,N
0]
NH,
ERNL . P623Q varyantinda 623.
rs370210153 N OH pozisyonunda Prolin amino
H OH asidinin Glutamin amino
P623Q 0 e I asidine degisimi
SH “ZN\(N "
TRAF2 NH C469R varyantinda 469.
rs144405558 HN OH ppz_is_yonu_r_ldg Sistgin an)iqo
C469R 2 asidinin Arjinin amino asidine
0 TV degisimi
0
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Tablo 3. ERN1 ve TRAF2 genine ait varyasyonlarn ii¢ boyutlu gosterimi

SNP
Numarasi

Polimorfizm Bélgelerinin Yakindan Gériiniimleri
(Protein gri renkte gosterilmis olup, yabanil (yesil) ve mutant
(kirmizi) rezidiiler tablo igerisinde ilgili siitunda gosterilmistir.)

Mutant Proteinin ii¢ boyutlu

goriiniimii

rs138082110

ERN1

S224C

rs370210153
ERN1

P623Q

rs144405558
TRAF2
C469R

SNP’lerin Project HOPE yazilim aracilig1 ile belirlenen 6zellikleri ise Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. ERN1 ve TRAF2 Genleri i¢in Yabanil ve Mutant Varyantlarin Sonuglari

AMINO YABANIL TiP OZELLIK MUTANT TiP OZELLIK
SIP ASIT YU HiDROFOBI HiDROFO
NUMARASI BEGISI Bovut | % o BOYUT | YUK BIKLIK

ERN1

rs138082110 S224C - - > - <
ERNL ) -

rs199512451 GI33R < Notr > +Yiik <
ERNL

rs370210153 P623Q > - < - >
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TRAF2

1144405558 C469R < Notr > > +Yiik <

IV. TARTISMA

Bu c¢alismada Huntington hastaligi ile iligkili ERN1 ve TRAF2 genlerindeki yanlig anlamli SNP’lerin in
silico analizi verilerinde ERN1 geni i¢in NCBI dbSNP veri tabaninda 740 adeti yanhs anlamli SNP olmak {izere
toplamda SNP sayis1 33486 olarak tespit edilmigtir. ERN1 geninde yer alan yanlis anlamli SNP’lerin in silico
yazilim araglari ile degerlendirilmesi sonucunda kamuya acik internet tabanli yazilim araglarinda ortak zararli
etkiye sahip oldugu tespit edilenleri rs138082110 (S224C), rs199512451(G133R) ve rs370210153 (P623Q)’dir.
TRAF?2 i¢in ise toplam SNP sayis1 23398, yanlis anlamli SNP sayis1 434 olarak belirlenmistir ve rs14440558
(C469R) referans numaralarina sahip SNP’nin olasi zararl etkiye sahip oldugu tahmin edilmistir.

2021 yilinda yapilan bir calismada, Huntington hastali§inda patolojik protein HTT yi hedeflemek icin
varsayilan proteinlerin agregasyonunu 6nledigi bilinen gesitli etkin peptitleri karsilagtirilmali olarak Swiss-model
in silico yazilim araci kullanarak analizleri gercgeklestirilmis ve hastaligin tedavisinde kullanilmak tizere yeni
peptidler kesfetmislerdir [45]. Aym yilda yapilan baska bir ¢alismada, nérodejeneratif hastaliklarda etkisi olan
GOT1 geni ve mutasyonlarini, PROVEAN, Mutation Assesor, PANTHER, PolyPhen-2, PMut, SNAP, PhD-SNP,
SNPs&GO, [-Mutant in silico yazilim araglar1 kullanarak SNP analizlerini gergeklestirmiglerdir. Analiz
sonuglarinda L36R, W162C, L345P olmak iizere 4 mutasyonun GOT1 geni iizerinde zararli etkiye neden oldugunu
bulmuslardir [46]. 2019 yilinda gergeklestirilen farkl bir calismada ise, BDNF varyantlarinin proteinler tizerindeki
zararli mutasyonlarin belirlenmesinde, PhD-SNP, P-Mut, PolyPhen-2, SIFT, SNAP, SNPs&GO, VarMod, NP
Effect 4.0, mutasyonlarin iglevi ve kararlilhigm tizerindeki etkilerini analiz etmek i¢inse I-Mutant 2.0 in silico
yazilim aracini kullanmislardir. Arastirma sonucunda, BDNF’nin insanlarda en yaygin olan mutasyonu V66M 'nin
hastalikla iligkili olacag1 sonucuna varmiglardir [47]. Yukarida 6rneklendirilen baz1 caligmalarda goriildiigii tizere
in silico aragtirmalarin polimorfizm ¢alismalarinda siklikla kullanildig: literatiirde goriilmektedir. Huntington
hastaligi ile ilgili 2021 yilinda yapilan deneysel bir ¢alismada, arastirmact ERN1 ve Tip 2 Diyabet (T2D) iliskisini
incelemek amaciyla, ERN1 geninin SNP’leri ile Tip 2 Diyabet riski arasindaki iliskiyi arastirmistir. Calismaya
1558 T2D hastasi (586 erkek ve 972 kadin) ve 1611 (618 erkek ve 993 kadin) saglikli birey dahil etmigtir. ERN1’in
diizenleyici bolgesinde yer alan rs196914 ve rs9911085 gibi iki yaygin SNP geni, MassArray Analyzer-4 sistemi
ile genotiplenmistir. rs196914-rs9911085 'nin asir1 kilolu ve obez deneklerde (yani BMI>25 kg/m2) T2D riski ile
iliskili oldugu sonucunu bulmustur (p=0.004). [48]. 2020 yilinda ABD'deki 7 tesiste, HD'li 202 denekten, CAG
tekrarlarinin sayisini ve boyutunu, SNP'lerin varligini, heterozigotlugunu ve uzun okumali dizileme ve fazlama
kullanilarak mutant HTT aleli iizerinde SNP'lerin bulunup bulunmadigim belirlemek amaciyla merkezi olarak
islenen kan ornekleri saglamiglardir. Caligmalar1 sonucunda, SNP1 ve/veya SNP2'nin heterozigotlugul46 (%72)
kiside tanimlanmuglardir. Bu 2 polimorfizm, bireylerin %61'inde (%95 yiiksek yogunluk araligi: %55, %67)
yalmzca Mhtt aleli ile iligkilendirildigini tespit etmislerdir [49]. 2013 te deneysel bir ¢alismada ise, oksidatif strese
verilen yanitlarla iliskilendirilen, OGG1 ve XPC genlerindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) HD'nin
baslangi¢ yasi ile iliskili olup olmadigini degerlendirmek amaciyla, HD'li 299 bireyde ve 582 kontrolde 9 SNP
genotiplenmistir. OGG1 ve XPC haploitlerinin HTT igindeki CAG tekrarlarinin sayisindan bagimsiz olarak
baslangigta geng yasla iliskili oldugu bulmuslardir. Ayrica bu iki haploitten bir tanesinde, daha diisiik bir 8-0x0G
onarim aktivitesi ile iligkili olan ve 6zellikle hiicresel redoks durumuna duyarli OGG1 -326Cys (rs1052133) aleli
icerdigini sdylemektedirler. Calisma sonucunda, oksidatif stresin HD baslangicindaki yasi belirlemedeki
potansiyel rolii oldugunu vurgulamiglardir [50]. 2010 yilinda, HD’li 91 Italyan denekten kan DNA's1 iizerinde
yapilan bir ¢alismada, mutant Cys326 alel (Ser326Cys + Cys326Cys) tasiyicilarinin, genislemis HD alelinin
(P = 0.049) artan sayida CAG tekrarina sahip olma egiliminde olduklarini gézlemlemislerdir. Sonug olarak HD’li
bireyler ve saglikli deneklerden olusan kontrol gruplar1 arasinda, hOGG326 Ser200Cys aleli ve genotip
frekanslarinda fark bulunmadigi ve bu durum sonucunda HD deneklere tercihli alel iletimi olmadigini
caligmacilara diigtindiirmiistiir [51].

ERN1 geninde, G133R varyantinda mutant tip rezidii, yabanil tip rezidiiden boyut olarak biiyiiktiir. Bu
boyut farklilig1 nedeniyle mutant rezidiiniin proteinin ¢ekirdegine sigamayabilecegi diistiniilebilmektedir. P623Q
varyantinda ise, yabanil tip rezidii mutant tipe gore boyut olarak biiyiiktiir ve bu sebeple protein ¢ekirdeginde bos
bir alan olusumuna sebep olabilecegi one ¢ikmaktadir. TRAF2 geninde ise C469R varyantinda mutant tip rezidi
yabanil tipe gore biiyiiktiir ve bu boyut farklilig1 yapim bozulmasina neden olabilir. ERN1 geninde S224C ve
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G133R varyantlarinda mutant tip rezidii, yabanil tip rezidiiye gore daha az hidrofobiktir. Bu durum sonucunda
etkilesim kayiplar1 meydana gelebilmektedir. TRAF2 geninde hidrofobik etkilesimler degerlendirildiginde ise
C469R varyantinda mutant tip rezidii, yabanml tip rezidiiye gbre daha az hidrofobiktir ve hidrofobiklik
farkliligindan dolay: proteinde etkilesim kayiplarinin ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilebilir [38]. Hidrofobik etkiler,
proteinlerin katlanmasinda itici gii¢ olsalar bile, elektrostatik etkilesimler proteinlerin katlanmasi, esneklik,
stabilitesi ve fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir [52]. ERN1 geni G133R varyantinda elektriksel yiik
acisindan yabanil rezidii ndtr mutant rezidii ise pozitif olarak belirlenmistir. Yiik verilerinde ayni yiike sahip olan
ligandlar birbirlerini itebilmektedir [38].

ERN1 ve TRAF2 genlerinde olasi zararl: etkiye sahip oldugu tiim programlarca tespit edilen SNP’lerinin
protein stabilizasyonlari iizerine etkilerini aragtirmak i¢in I-Mutant 2.0 ve MUpro yazilim ara¢lar1 kullanilmistir.
Yapilan analizler sonucunda her iki programda da ERN1 geninde rs138082110 (S224C), rs199512451(G133R),
rs370210153 (P623Q) TRAF2 geninde ise rs144405558 (C469R) SNP’lerinin protein stabilitesini azalttig tespit
edilmistir.

V.SONUCLAR

Huntington hastalig1 ile iliskilendirilen ERN1 ve TRAF2 genleri i¢in yiiksek riskli olabilecegi tahmin
edilen toplamda 4 varyant saptanmistir. Yanlis anlamli SNP’lerin olasi zararli etkilerini tahmin etmek igin
SNAP2, SIFT, PolyPhen-2 (HumDiv ve HumVar), SNPs&GO, PhD-SNP, PANTHER ve Meta-SNP, protein
stabilizasyonu i¢in I-Mutant 2.0 ve MUpro, li¢ boyutlu modelleme i¢in Project HOPE yazilim araglar
kullanilmigtir. ERN1 genine ait rs138082110 (S224C), rs199512451(G133R), rs370210153 (P623Q), TRAF2
genine ait rs144405558 (C469R) polimorfizmlerinin zararl olabilecegi belirlenmistir. Gen-gen etkilesimlerinin
degerlendirilmesi icin GeneMANIA yazilim araci kullanilmig ve ERN1 geni i¢in maksimum etkilesimli ilk 5 gen
YIPF5, TRIM2, TRIM3, HSPA5 ve TAOKK3 olarak tespit edilmistir. TRAF2 geni i¢in ise TANK, BIRC2, TRAF1,
ZFANDG, CASP8 genleri yazilim araci ile belirlenmistir. Protein-protein etkilesimleri i¢i kullanilan STRING
yazilim araciligi ile ERN1 ve TRAF2 genlerinin islevsel protein-protein etkilesimlerini ve fiziksel etkileri
aragtirilmistir. ERN1 geni i¢cin TRAF2, HSPA5, SYVN1, XBP1, TMBIM6, TRAF2 geni i¢in ise RIPK1,
TNFRSF1A, MAP3KS5, BIRC, TRADD proteinleri tespit edilmistir.

Huntington hastalig1 ile yapilan bu ¢alisma sonucunda ERN1 ve TRAF2 genlerindeki yiiksek riskli
olabilecegi tahmin edilen SNP’lerin, ileride gergeklestirilecek farkli genotipleme arastirmalarinda SNP se¢imi
konusunda destek saglayacag diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada in silico olarak zararli etkilerinin olabilecegi tahmin
edilen bu SNP’lerin ERN1 ve TRAF2 genleri ile yapilacak olan deneysel ¢alismalarda tercih edilebilecegi
bildirilmektedir.
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