BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN SOLUNUM SINSITYAL ViRUSUNUN PROTEIN DiZiSi CESITLILiGi
DINAMIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Faruk USTUNEL

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans

Tez Damismani: Prof. Dr. Atilla AKDEMIR
ikinci Damisman: Do¢.Dr. Mohammad Asif KHAN

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans
TEMMUZ 2022



BEZMIALEM VAKIF UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN SOLUNUM SINSIiTYAL VIRUSUNUN PROTEIN DiZiSi CESITLILIiGI
DINAMIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Faruk USTUNEL
(195309005)

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans

Tez Damismani: Prof. Dr. Atilla AKDEMIR
ikinci Damisman: Do¢.Dr. Mohammad Asif KHAN

Biyoteknoloji Anabilim Dah

Biyoteknoloji Tezli Yiiksek Lisans
TEMMUZ 2022



Bezmialem Vakif Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin 195309005 numarali
Yiiksek Lisans Ogrencisi Faruk USTUNEL, ilgili yénetmeliklerin belirledigi gerekli
tiim sartlar1 yerine getirdikten sonra hazirladigi “INSAN SOLUNUM SINSITYAL
VIRUSUNUN  PROTEIN  DiziSi  CESITLILIGI = DINAMIKLERININ
INCELENMESI” baslhkli tezini asagida imzalari olan jiiri Oniinde basar1 ile
sunmustur.

Tez Damsmani:  Prof. Dr. Atilla AKDEMIR
Bezmialem Vakuf Universitesi

Es Damisman : Do¢.Dr. Mohammad Asif KHAN
Bezmialem Vakif Universitesi

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Fahri AKBAS
Bezmialem Vakif Universitesi

Doc. Dr. Emrah YUCESAN
Bezmialem Vakif Universitesi

Dr. Ogr. Uyesi Onur SERCINOGLU
Gebze Teknik Universitesi



ONSOZ

Yiiksek Lisans tez arastirma siirecim boyunca her konuda bana destek olan Sayin Prof.
Dr. Binnur TEMEL ve tez danismanlarim Sayin Prof. Dr. Atilla AKDEMIR ve Sayin
Dog¢.Dr. Mohammad Asif KHANa tesekkiirlerimi borg bilirim.

Temmuz 2022 Faruk USTUNEL
Biyoteknolog

Teslim Tarihi 1 22.07.2022
Savunma Tarihi 1 04.07.2022



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine
bu tezin calisilmast ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir
davranigimin olmadigini beyan ederim.

Faruk USTUNEL



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ ..coveeieitieeeetttee e eetiee e eetaeeeeeeaeeeeesaaeeeatssssseesnnssssessnsnsesnnnnns iii
BEYAN 1ttt Y%
ICINDEKILER ..........oooviiiiiieeeeeeeee ettt v
KISALTMALAR .ot Vi
SEMBOLLER ...ttt vii
TABLO LISTESI ....cooooiiiiiiiiis s iX
SEKIL LISTEST .......ccoiiiiiiieieeceeee et tsn st X
OZET .cvvttntinititi bbb Xi
SUMMARY ettt bt sb ettt e et e e nbe e nbeenbeeenbee e Xii
| I 1 23 1SR 1
1.1 Tezin KapSami V& AMACT .....cuvvviriieiiiiiesiieiie et 1
A 1T 010 (=72 1
2. LITERATUR ARASTIRMASI .........coooviriiiieieieeeteeeeeenesse s senes s senees 2
2.1. Hastaligin Epidemiyolojisi ......cccuiiiuieririiieiiiiiie e 2
2.1.1 MEVSIMSEITTK ... 2
2.2 Insan Solunum Sinsityal VISt ......cevreveriveriiererisressisisssseesese s 2
2.2.1 TAITRGE. e ittt ettt nree s 2
2.2.2 Genom yapi1s1 ve nomMenkIatlir ...........ccoovveiiiiiiiiiiii 3
2.2.3 hRSV’ nin stniflandirtlmast ........ooocvveiiiiiiiiii e 5)
2.2.4. NRSV PALOJENEZI......eeivieiiiieiie sttt 5
2.2.5 Viral gesitlilik mekanizmast..........ccoveiiiieiiiiiiiieiie e 6
2.2.6 hRSV ag1 calismalarindaki gelismeler ve karsilasilan zorluklar................. 6
2.3 hRSV’nin Antijenik Dizi CeSItlIIZI .....ueiuiiiiiiiieiiiieesee e 7
2.4 hRSV Dizi Cesitliligi ve Dinamiklerini C6zmek I¢in Kullanilan
Biyoinformatik YaKIlasim .........ccooviiiiiiiii e 8
3. ARASTIRMA YONTEMI ......ocooviviiiiiiiceeeeeeeeeeeeeee e 9
3.1 Projeye Genel BakKI§ .......cocviiiiiiiiiice e 9
3.2 Verilerin Toplanmasi ve Siniflandirtlmast .........ccooviieiiiiiiiiiiiicn 12
3.3 Verilerin ISIENMESi .....cucvevevevcececececectceceeececeee ettt 12
3.3.1 Veri birlestirmesi, temizligi ve deduplikasyonu ...........ccccceeviiiiiiniinnnne, 12
3.3.2 Coklu dizi hizalamast..........ccovueiiiiiiiiiie e 13
3.3.3 Coklu dizi hizalamas1 sonuglarinin kontrolii...........cccccceevvieeiiieeiiiee e 13
3.4 Proteome Dizi Cesitliliginin Karakterizasyonu............cocoevviiienciiecnennnnenn 13
3.5 Cesitlilik Motiflerinin Karakterizasyonu ve Kuantifikasyonu ......................... 14
3.6 Korunmus ve Cesitlilik Gosteren Dizilerin Dagilimi1 ve As1 Hedefi Olabilecek
Aday Epitoplarin Belirlenmesi ...........cccooeviiiiiiiiiiiiic 15



KA =1 o (o] T IF- 0 1 11 OSSPSR 16

3.8 Molekiiler Docking ANaliZIeri...........coiieiiiiiiiieiiiieiec e 16
3.9 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlart .........ccoccvviiiiiiiin e 17
4. BULGULAR ..ottt ettt ee e 18
4.1 Analizde Kullanilan Verilere Ait Bilgiler .........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiiec e, 18
4.2 Protem Dizi CeSItIIIZi . ...ueeiueeiiieriiiiieesiie e 22
4.3 Cesitlilik Motiflerinin DInamiZi.........cccveivvieriieriniiieniiiesniie e 27
4.4 Korunmus ve Degiskenlik Gosteren Dizilerin Dagilimi .........ccocoveeiiiiiiinennn 34
4.5 Cok Yiiksek Derecede Korunmusluk igeren ve Potansiyel As1 Hedefi
Olabilecek Immiinojenik DIZiler ...........ccceuivrireverieeereiire e 35
4.6 Molekiiler Docking SONUGIATT ......c.uvviiiiiiiiiieiiiieiie e 37
4.7 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlarinin Sonuglart..........c.coovviiniciiicininenn 39
5. TARTISMA VE SONUCQ ......cccooiiiiiiiiieiieie ettt 46
KAYNAKLAR ettt b ettt sie e beesnne s 48
ERLER 1ttt 56
OZGECMIS ...ttt an et ne s st s 60

Vi



KISALTMALAR

ASN
ASP
CTL
CYDCS
DIMA
GLN
GLU
HIV
HLA
hRSV
HTL
IEDB
KDI
M
MHC |
MHC 11
NaCl
NCBI
OPLS
RMSD
RNA
RSV
SER
SK
TCR
THR
Tip5P
TK
TRP
TYR
VIPR
YDCS
YDKS

: Asparajin

. Aspartik Asit

: Sitotoksik T hiicresi

: Cok Yiiksek Deredece Cesitlilige Sahip
. Cesitlilik Motif Cozlimleyici

> Glutamin

: Glutamik Asit

: Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii

: Insan Lokosit Antijeni

: Insan solunum sinsityal viriisii

: Yardimer T hiicresi

: Immun Epitop Veritabani

: Karisik Degiskenleri Iceren

: Molarite

: Major Histokompatibilite Kompleksi 1
: Major Histokompatibilite Kompleksi 2
: Sodyum Kloriir

: Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi

. S1vi Simiilasyonlar i¢in Optimize edilmis Potansiyel
: Kok-ortalama-kare sapmasi

. Riboniikleik Asit

. Solunum sinsityal viriisii

> Serin

> Stipertip Kisitlamal

: T Hiicresi Reseptorii

: Treonin

: 5 {issii i¢in Transfer edilebilen intermolekiiler Potansiyel
- Tamamen Korunmus

: Triptofan

: Tirozin

: Viriis Patojen Veritabani ve Analiz Kaynagi
. Yiiksek Deredece Cesitlilige Sahip

> Yiiksek Deredece Korunmusluga Sahip

vii



SEMBOLLER

S50 B TV !

H(x)
p(i.x)
n(x)
log

- Yaklasik olarak

> Yiizde

: Biiyiik ve esit

: Us

: Angstrom

: Dizi benzerlik esik degeri

: Dizi uzunlugu

: Entropi

: Nonamer i dizisinin x pozisyonunda bulunma olasilig1
: Toplam nonamer dizisi

: Logaritma

: Pearson korelasyon katsayisi

viii



TABLO LIiSTESI

Tablo2.2.2:
Tablo4.1.1:
Tablo4.2.1 :
Tablo4.3.1:
Tablo4.5.1:
Tablo4.5.2 :

Tablo4.5.3:

Sayfa
hRSV proteinlerinin gorevIeri.........c.oovvviiiiiiiii e 4
Analiz edilen hRSV dizilerine ait bilgiler.............................. 18
Analiz edilen hRSV dizilerine ait entropi ve total varyant
ISTAtISTIKIENT. .. 22
M2-2 proteini i¢in kuantitatif dizi ¢esitliligi analizine ait rnek tablo.
.................................................................................... 27
IEDB veritabanina gore deneysel olarak ispatlanmis hRSV epitoplart.
.................................................................................... 34
hRSV MHC-I epitoplari ve onlara karsilik gelen siipertip kisitlamali...
alellere ait Grnek tablo...........ocoiiiiiiii e, 35
hRSV MHC-II epitoplar1 ve onlara karsilik gelen siipertip kisitlamal..
alellere ait 0rnek tablo. ... 36



SEKIL LISTESI

Sekil 2.2.2 :
Sekil 2.2.4 :
Sekil 3.1
Sekil 4.1.1 :
Sekil 4.1.2 :
Sekil 4.1.3 :
Sekil 4.1.4 :
Sekil 4.2.1 :
Sekil 4.2.2 :
Sekil 4.3.1 :
Sekil 4.3.2 :
Sekil 4.3.3 :
Sekil 4.4.1 :
Sekil 4.6.1 :
Sekil 4.6.2 :
Sekil 4.6.3 :
Sekil 4.7.1 :
Sekil 4.7.2 :
Sekil 4.7.3 :
Sekil 4.7.4 :
Sekil 4.7.5 :
Sekil 4.7.6 :

Sekil 5.1

Sayfa
hRSV virion yapist ve genom kompozisyonu............cccceevvrveneeneninennnn. 3
hRSV patogenezini etkileyen faktorler.. ......cccoocvvvviiiiiiiiiiiii e, 5
: Aragtirma yontemine genel bakis. ... 10
NCBI Virus veritabaninda bulunan dizilerin zamana bagh olarak
AGIIMILL s 19
NCBI Virus veritabaninda bulunan dizilerin cografi dagilimi............... 21
VIPR veritabaninda bulunan dizilerin zamana bagh olarak dagilimi. .. 21
VIPR veritabaninda bulunan dizilerin cografi dagilimiu. ....................... 22
hRSV’nin her bir proteini i¢in pozisyonlara ait entropi ve total varyant
degerlerini iceren stem grafigi........cccoveerieeiiiriiieiie e 25
hRSV proteomunun entropi ve total varyantlari arasindaki iligki. ........ 26
hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin proteom diizeyinde dinamikleri. ...... 29
hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin protein diizeyinde dinamikleri. ........ 31
hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin dagilimini inceleyen violin (keman)
GLATIZL. o 33
Protein ve proteom diizeyinde hRSV nonamerlerinin korunmusluk
derecelerini gosteren grafik. ........cccooeviiieiiiiiiei 34
HLA-A-11-01 aleli ile F-ASISQVNEK nonamerinin molekiiler
AOCKING POZU. ..t 38
HLA-B-15-03 aleli ile F-VQIVRQQSY nonamerinin molekiiler
OCKING POZU. ..ttt 38
HLA-A-03-01 aleli ile L-KLNEIHLMK nonamerinin molekiiler
OCKING POZU. ..ttt 38
HLA-A-11-01 aleli ile F-ASISQVNEK nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu SONUGIATL. .........ccoveriririiiiiecc e, 39
F-ASISQVNEK nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandig1 slirenin oranlari. ..........cccooeeviiiiieniiicceen 41
HLA-B-15-03 aleli ile F-VQIVRQQSY nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu SONUGIATT .........cccvririiiiiniieic e 42
F-VQIVRQQSY nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandig1 slirenin oranlari. ..........cccooeeviiiiieniiicceen 43
HLA-A-03-01 aleli ile L-KLNEIHLMK nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu SONUGIATT .........ccovvririiiiiiiieic e 44
L-KLNEIHLMK nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandig1 slirenin oranlari. ..........cccooeeriiiieniiniicnc e 45
- Potansiyel as1 hedefi olan F-ASISQVNEK nonameri...........ccccceeeneee. 47



Insan Solunum Sinsityal Viriisiiniin Protein Dizisi Cesitliligi Dinamiklerinin
Incelenmesi

OZET

Insan solunum sinsityal viriisii (hRSV), diinya ¢apinda en bulasic1 viriislerden biridir
ve bronsiolit ve pndmoni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlarina yol agabilir. Lisansh
profilaktik hRSV asis1 bulunmamaktadir. hRSV'nin biiyiik 6l¢ekli proteom ¢apinda
dizi ¢esitliligi analizinde kullanilacak ve epitop bazli hRSV asi1 tasarimi i¢in potansiyel
as1 hedeflerinin tanimlanmasina yol agacak ¢ok sayida hRSV dizisi halka a¢ik veri
tabanlarinda mevcuttur.

Bu ¢aligsma, virlisiin mevcut tiim protein dizilerine odaklanmistir. Dizi verileri, halka
actk NCBI Viriis ve Viriis Patojen Veritabani ve Analiz Kaynagi (VIPR)
veritabanlarindan toplanmaistir. Protein dizisi verileri havuz olusturularak birlestirilmis
ve benzer diziler CD-HIT kullanilarak ¢ikarilmigtir. Bireysel protein veri kiimeleri
olusturmak i¢in 11 hRSV proteininin UniProt referans kayitlar1 kullanilarak toplanan
diziler tizerinde BLASTp analizi yapilmistir. Her protein veri seti, MUSCLE programi
kullanilarak hizalanmistir. Dizi ¢esitliligi, proteinin uzunlugu boyunca ortiisen her 9-
mer (nonamer) (1-9, 2-10, vb.) pozisyonu igin Shannon entropisi kullanilarak
Ol¢iilmustiir. Bundan sonra, T-hiicre epitoplari, IEDB veritabani kullanilarak deneysel
olarak ispatlanan epitoplar ile eslestirilmis ve IEDB’nin 6nerdigi yardimci araglar
kullanilarak epitop tahmini yapilmistir. Tahmin sonug¢larimizi desteklemek igin,
secilen epitoplarin MHC 1 ve II'ye karst molekiiler docking analizleri ve molekiiler
dinamik simiilasyonlar1 yapilmistir.

VIPR ve NCBI Virus veritabanlarindan toplanan toplam dizi sayis1 93.382'dir. Benzer
dizilerin ¢ikartilmasindan sonra, say1 12.413'e diismiistiir (~%87'lik bir azalma). hRSV
icin gozlemlenen maksimum entropi degeri, M2-2 proteininde 43’tincii nonamer
pozisyonunda ~4.2 olarak bulunmustur. Bununla birlikte, proteom ¢apinda ortalama
entropi genel olarak disiiktir (~0.8) ve bu nedenle yiiksek korunmusluk
gostermektedir ve bu degerler ~0.5 ( protein N) ile ~2.3 (protein M2-2) arasindadir.
Varyantlarin ¢ogu (~%355) 0 ile 1 entropi aralig1 arasindadir. Nonamer pozisyonlarinin
yaklagik yarisi (~%51) yiiksek oranda korunmus olarak simiflandirilmistir (indeks
insidans1 > %90). Epitop tahmini i¢in 2269 yiiksek oranda korunmug nonamer dizisi
secilmistir. 2269 nonamer dizisinden, sirasiyla MHC Sinif 1 ve 11 i¢in 997 ve 235
epitop tahmin edilmistir.

Bu calisma, hRSV proteomundaki dizi ¢esitliligi ve bunlarin potansiyel as1 hedefleri
hakkinda bilgi saglamaktadir. Proteomun ve tahmin edilen epitoplarinin yiiksek
diizeyde korunmasi, profilaktik hRSV as1 tasarimi i¢in daha fazla arastirmanin
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Viral dizi analizi, immiinoinformatik, as1 hedef kesfi
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Dissecting the Dynamics of Human respiratory syncytial virus (hRSV) Protein
Sequence Diversity

SUMMARY

Human respiratory syncytial virus (hRSV) is one of the most contagious viruses
worldwide, which can lead to lower respiratory tract infections, such as bronchiolitis
and pneumonia. There is no licensed prophylactic RSV vaccine. A large number of
hRSV sequences are available in public databases, which were used in a large-scale
proteome-wide sequence diversity analysis herein of hRSV and that led to the
identification of potential vaccine targets for epitope-based hRSV vaccine design.

This study focussed on all available protein sequences of the virus. Sequence data was
collected from publicly available NCBI Virus and Virus Pathogen Database and
Analysis Resource (VIPR) databases. Protein sequence data were pooled, and
duplicates were removed by use of CD-HIT. BLASTp search was performed on the
collected sequences using UniProt reference records of the 11 hRSV proteins to
generate individual protein datasets. Each protein dataset was multiple sequence
aligned using MUSCLE. Sequence diversity was measured by use of Shannon’s
entropy for each overlapping 9-mer (nonamer) (1-9, 2-10, etc.) position across the
length of the protein. From there on, T-cell epitopes were matched to experimentally
validated ones in the IEDB database and were also predicted using the tools
recommended by the IEDB resource benchmark. To support our prediction results,
molecular docking experiments of selected epitopes against human leucocyte antigen
(HLA) I and 11 and molecular dynamic simulations were performed.

The total number of sequences collected from VIPR and NCBI was 93,382. After the
removal of duplicates, the number decreased to 12,413 (an ~ 87% reduction). The peak
entropy value observed for hRSV was ~4.2 in the M2-2 protein at starting nonamer
position 43. However, the proteome-wide average entropy was low (~0.8) and thus,
indicating high conservation, with values ranging from ~0.5 (protein N) to ~2.3
(protein M2-2). Most of the variants (~55%) were between the entropy range of 0 to
1. Approximately half (~51%) of the nonamer positions were classified as highly
conserved (index incidence > 90%). The number of 2269 highly conserved nonamer
sequences were selected for epitope prediction. From the 2269 nonamer sequences,
997 and 235 epitopes were predicted to be restricted to HLA Class | and II,
respectively.

This study provides information about sequence diversity across the proteome of
hRSV and identified potential vaccine targets.. The high conservation of the proteome
and their predicted epitopes merits further investigation for prophylactic hRSV
vaccine design.

Keywords: Viral sequence analysis, immunoinformatics, vaccine target discovery
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1. GIRIS

1.1 Tezin Kapsami ve Amaci

Halka acik veritabanlarinda siirekli artmakta olan viral diziler viriislere ait dizi
cesitliliginin ¢oziilmesi gerekliligini ortaya koymaktir. hRSV protein ve niikleotit
sayilarindaki artiglar virlisin neden oldugu hastaliklara karsi Onleyici tedaviler
gelistirilmesine yardimci olmaktadir. Bu tez hRSV genotip A ve B’nin kantitatif
analizine odaklanmaktadir. hRSV protein dizilerini karakterize etmek igin viral
varyant dizilerinin farkli popiilasyonlarinin olusumu ve bunlarin bulunma degerleri
bagisiklik sistemine bagli analizler ile degerlendirilmistir. Tez kapsaminda cevap

alinmasi beklenen arastirma sorulari ise sunlardir:

1. hRSV proteom c¢esitliligini olusturan viral dizi ¢esitliligi dinamiklerinin
motifleri nelerdir?
2. Bu motifler birbirleri ile nasil korelasyon gostermektedir?

3. Antijenik dizi ¢esitliliginin hRSV as1 tasarimina etkileri nelerdir?

Ayrica arastirmanin hedefledigi ciktilar ise sirasiyla hRSV antijenik proteom dizi
cesitliliginin immun sistem kapsaminda karakterize edilmesi, hRSV antijenik dizi
cesitliligi dinamiklerinin kuantifikasyonu ve virlise karsi epitop temelli aday asi

hedeflerinin belirlenmesidir.

1.2 Hipotez

Aragtirmanin hipotezi, hRSV c¢esitlilik dinamiklerinin viral fitness se¢giminde gorev
alan ve proteomun kendi organizasyonu igindeki var olan karakteristik dizi motifleri

ile temsil edildigidir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Hastah@in Epidemiyolojisi

Insan solunum sinsityal viriisii bronsit ve zatiirre gibi 6liimciil olabilecek hastaliklara
neden olan bir virlistiir. Genellikle cocuklarda ve gen¢ yetiskinlerde goriilmekle
birlikte yaslt bireylerde de goriilme siklig gittikge artmaktadir. Diinya genelinde etki
gosteren hRSV, ¢ocuklarda ve geng yetiskinlerde her sene ortalama 30 milyon kisinin
akut solunum yolu enfeksiyonu ge¢irmesine neden olmaktadir. Cocuk yasta olan hasta
bireyler icin ise yilda ortalama 60,000'den fazla Olim gergeklesmektedir [1].
Enfeksiyon sonucu olusan morbidite ve mortalite sayilar lilkeler arasinda cesitlilik
gostermektedir. Ornek olarak Brezilya'da enfekte olup gocuk servisine yatan hastalarin

oram %35 [2], Italya'da %22, Belgika'da %35 ve Ingiltere'de %59 olarak goriilmiistiir
[3].

2.1.1 Mevsimsellik

Insan solunum sinsityal viriisiiniin mevsimselligi ¢esitli aragtirmalarda ortaya
¢ikarilmistir. Bu viriisiin neden oldugu enfeksiyonlar y1l boyunca etkinlik gostermekle
birlikte en ¢ok kis aylarinda dominant 6zellik gostermektedir [4]. Diger enfeksiyonlar

ise daha ¢cok Kasim ve Aralik aylarinda gerceklesmektedir [5].
2.2 Insan Solunum Sinsityal Viriisii

2.2.1 Tarihge

RSV ilk olarak 1955 yilinda Walter Reed Army Arastirma Enstitiisiinde (WRAIR,
Washington, DC, ABD) 20 sempanzede goriilen Oksiirme, aksirma, mukopiiriilan
akint1 ile karakterize edilmistir [6]. Viral izolasyon karaciger hiicrelerinde
gerceklestirilerek fare, hamster, tavsan ve sempanze gibi laboratuvar hayvanlarinda
inokiile edilmis ve semptom gelistirme durumu kontrol edilmistir. Daha sonraki

caligmalarda insanda izolasyon gerceklestirme islemi basarisiz olmasinda ragmen



sempanzeden elde edilen ajana karsi kompleman fiksasyonu ile antikor titresinde bir
artis tespit edilmis ve buna bagli olarak genclerde ve yetiskinlerde paralel olarak yeni
caligmalar baglatilmistir. Sonraki yillarda Chanock ve arkadaglar1 tarafindan
gerceklestirilen calismada sempanzede bulunan ajanin bir benzeri zatlirre hastasi bir
cocuktan ve kus palazi hastalig1 olan baska bir ¢ocuktan izole edilmistir [7,8]. Izole

edilen bu ajana ise insan solunum sinsityal viriisii (hRSV) adin1 vermislerdir.

2.2.2 Genom yapisi ve nomenklatiir

Insan  solunum  sinsityal viriisii (hRSV), taksanomik  simflandirmada
Negarnaviricota  subesi, Monjiviricetes  sinifi, Mononegavirales takimu,
Pneumoviridae ailesi, Orthopneumovirus cinsi igerisinde bulunmaktadir [9,10,11].
hRSV, elektron mikroskobun da hem uzun ipliksi yapida hemde kiire seklindeki
pargaciklar halinde goriilebilmektedir [12]. hRSV, non-segmented yapida, tek zincirli
ve negatif polariteli, yaklagik 15.000 niikleotid i¢eren bir viristiir. Viral genomu
toplamda 10 gen igerir ve bu genler 11 protein kodlamaktadirlar. Bu proteinlerin 9
tanesi yapisal, 2 tanesi (NS1-NS2) ise yapisal olmayan proteinlerdir [13]. 3'-5'
yoniinde RNA zincirine sahip hRSV genleri genom icersinde NS1-NS2-N-P-M-SH-
G-F-M2-L seklinde siralanmaktadir [Sekil 2.2.2].
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Sekil 2.2.2 : hRSV virion yapisi ve genom kompozisyonu. Referans [14]’ten
uyarlanmustir.



hRSV agilariin gelistirilmesi i¢in kullanilan stratejilerin arkasinda yatan mantig
anlayabilmek i¢in viriisiin sahip oldugu proteinlerin gérevlerinin ¢ok iyi bilinmesi
gerekmektedir. Bu bilgiler ve her bir protein i¢in genetik gesitlilik oranlari Tablo

2.2.2°de dzetlenmistir.

Tablo 2.2.2 : hRSV proteinlerinin gorevleri.

Protein Giérevi
NS1 Tip I interferon iiretimini inhibe etmek [>16:17]
NS2 Tip I interferon tiretimini ve CD8+ T hiicre sitotoksisitesini inhibe

etmek [18:19]

N Genom kapsidasyonunda ve immiinolojik sinaps olusumuna
miidahalede yer alir. (2921
; Viral replikaz-transkriptaz kompleksinde L proteini i¢in kofaktor
olarak gorev yapar. [222%
M Virion olugsumunda gorev alir ve viral transkriptaz aktivitesini inhibe
eder. [24]
SH L . .
Katyon secici iyon kanallar1 olusturarak enfekte olmus hiicrelerin
gecirgenligine miidahale eder. [?°
Viriisiin heparan stilfat gibi glikozaminglikanlara baglanmasin
G [26,27]
kolaylastirir. 1=
F Virlis penetrasyonuna ve virus ile sitoplazmik membrane arasinda
fiizyona aracilik eder. 28]
M2-1 Translasyonun anti-terminatérii olarak gorev yapar. 1293
M2-2 Viral mRNA sentezini negatif olarak module eder. U
L Viral transkripsiyonu ve replikasyonu gergeklestirir. (521




2.2.3 hRSV’nin smiflandirilmasi

Monoklonal antikorlarin kullanilmasi ile hRSV’nin iki antijenik gruba ayrildig
gosterilmistir. Bunlar Genotip A ve B seklinde adlandirilir. Monoklonal antikorlarin
kullanilmasimin yani sira virlisiin G protein dizisine dayanan molekiiler diizeydeki
diger c¢alismalar da bu smiflandirmayr ispat etmistir [33,34]. G proteinin
kullanilmasinin sebebi ise en fazla dizi gesitliligin bu proteine ait olmasidir [35].
Giiniimiizdeki ¢alismalarda ise bu siniflandirmanin G geni iizerinden yapildig1 ancak
bu genin farkli korunmus bolgeleri kullanilarak yapildig: literatiirde goriilmektedir.
Bunlar, G geninin tamami kullanilarak [36], HVR2 boélgesi kullanilarak [37] ve

Ektodomain bdlgesi kullanilarak [38] yapilan siniflandirmalardir.

2.2.4. hRSV patogenezi

hRSV patogenezinin anlagilmasmin gii¢ olmasinin nedenlerinden bazilar1 pulmoner
immun hiicrelerine dayanan caligmalarin cocuklarda uygulanmasinin zor olmasi
[39,40] ve birgok arastirmacimin neonatal modeller yerine yetiskinler iizerinde
calismalar yapmasidir [41]. hRSV patogenezini etkileyen faktorler ise viral, konak ve

cevresel faktorler olarak gosterilebilir [Sekil 2.2.4].
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Sekil 2.2.4 : hRSV patogenezini etkileyen faktorler. Referans [42]’den uyarlanmustir.

2.2.5 Viral cesitlilik mekanizmasi

hRSV’nin non-segmented yapida olmasi viriisiin influenza viriisleri gibi antijenik sift
ve drift gibi reassortment olaylarina ugramamasina yol agmaktadir. Bu yiizden viral
cesitliligin mekanizmalar1 segmented viriislerin sahip oldugu mekanizmalardan
farklilik gostermektedir. L geninin iirettigi RNA bagimli RNA polimerazin
proofreading ve editing kapasitelerinin az olmasi1 ve ¢evresel faktorlerin olusturdugu

se¢im baskist bu mekanizmalara 6rnek olarak gosterilebilir [43].

2.2.6 hRSV as1 calismalarindaki gelismeler ve karsilasilan zorluklar

hRSV as1 gelistirme ¢aligmalarinin  6nem kazanmasinin ¢esitli nedenleri
bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak viral proteinlerin yapilarinin ve fonksiyonlarinin,
virion morfolojisi ve yapisinin, viriisiin neden oldugu hastaliklara karsi olusan immun
tepkinin ve as1 sonucu hastalik derecesinin azalmasi yerine artmasi verilebilir. Bu
durumlar hRSV i¢in giiniimiizde etkili ve glivenli bir aginin bulunmasinin gerekliligini
ortaya koymaktadir. Ayrica gliniimiizde 30’dan fazla as1 adayinin klinik ya da klinik

oncesi caligmalarinin devam ettigi goriillmektedir [44,45].

Parcacik temelli ve subunit temelli agilarin yaslilar {izerinde hastalig: ilerletici etkiye

sahip olabilecegi endiseleri gliniimiiz bilim diinyasinda siiregelen bir durumdur. Bu



endiselerin yani sira, hRSV as1 gelistirme ¢alismalart genellikle F ve G proteinleri
lizerine yogunlasmig bulunmaktadir. Inaktive edilmis asilar ve subunit temelli asilarn
hastalig1 ilerletme ihtimali nedeniyle giivenlik agisindan sikint1 ¢ikarmaktadir. Canli
asilarin ise boyle bir sorunu bulunmamaktadir. Son ¢alismalara bakilacak olursa canli
as1 aday1 olan ve sicaklik hassasiyetine bagli olarak mutasyon gelistirme ihtimali
stabilitize edilmis bir hRSV asis1 6 ve 24 aylik bebeklerde test edilmistir. Calismanin

sonucunda asinin genetik stabilitesinin artmis oldugu gosterilmistir [46].

Birgok as1 adayinin klinik ve klinik 6ncesi ¢aligmalarinin devam etmesinin yan1 sira
hRSV icin efektif, glivenli ve hastalik 6zelinde bir tedavinin gelistirilememis olmasi,
ayrica viriisiin yol agtig1 hastaligin global 6l¢ekte etkili olmasi gibi nedenlerden dolay1

as1 kesfetme calismalar1 bilim diinyasinda biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Ancak hRSV

asis1 gelistirmenin ¢esitli zorluklar1 bulunmaktadir. Neonatal adaptif ve dogustan gelen
immun tepkisindeki bozukluklar, bebek asilamalarinda problem ¢ikarmaktadir. Ayrica
bebeklerde bulunan maternal antikorlarin varligi onlara gii¢lii bir koruma saglasada

kendi antikor tepkilerinin baskilanmasina da yol agabilir [47].

Tiim bu nedenlerden dolayr hRSV icin epitop temelli bir as1 gelistirilmesi gelecek

acisindan timit verici olarak goziikmektedir.

2.3 hRSV’nin Antijenik Dizi Cesitliligi

hRSV, A ve B olmak iizere iki temel antijenik gruba ayrilmaktadir. Bu iki grup
yaklasik 350 sene 6nce G proteininin antijenik ve dizi temelli varyasyonlar: temel
alinarak belirlenmistir [48-51]. Ayrica her bir antijenik grup i¢in bir¢ok genotip
tanimlanmistir [52,53]. Yapilan son ¢alismalarda her antijenik gruba 6zel G proteinine
ait genetik modifikasyonlar tespit edilmistir. ON genotipi 72 niikleotitlik duplikasyon
igerir ve A grubu ile iligkilendirilir. BA genotipi ise 60 niikleotitlik duplikasyon igerir
ve B grubu ile iliskilendirilir [54-56]. Bu iki genotip viral dolasimda global olarak
zamanla dominant hale gelmistir ve in vitro acidan viral fitness ve baglanma
Ozelliliginin arttig1 gozlemlenmistir [57]. Ayrica, hRSV-A ve hRSV-B gruplarindaki

genetik varyasyonlar birincil epitoplari taniyan anti-G monoklonal antikorlarindaki



indiiksiyon ile korelasyon gostererek hRSV i¢in immun yonelimli evrime kanit

olusturmaktadir [58].

2.4 hRSV Dizi Cesitliligi ve Dinamiklerini C6zmek I¢in Kullanilan
Biyoinformatik Yaklasim

Diinya genelinde arastirmalar artik hipotez giidiimlii olmaktan veri yonelimli olmaya
dogru gitmektedir. Bu durum gelisen genomik ve proteomik alanlarindan elde edilen
veriler ile gittikce belirgin hale gelmektedir. Bu sayede tiim genler ve proteinlerin
calisilabilmesi miimkiin hale gelecektir. Bu durum elde edilen bilimsel veri hacminin
artisgtna yol agmakta olup bu verilerin sistematik olarak analiz edilmesi igin
biyoinformatik yaklagimlarin gerekliligini ortaya koymaktadir. Ayrica cesitli
kaynaklardan elde edilen verilerin manipiilasyonu ve analizi i¢in de biyoinformatik

yaklagimlarin gerekliligi elzem bir durumdur [59].

Bu tez calismasi hRSV protein dizi ¢esitliligi ve dinamiklerini ¢dzmek igin
biyoinformatik temelli bir yaklasima odaklanmis ve viriisiin iki antijenik (A ve B) alt
grubuna ait protein dizilerinden olusturan veriseti kullanilarak gerceklestirilmistir.
Halka agik veritabanlarindan elde edilen bu veriseti (NCBI Virus, VIPR-Virus
Pathogen Database and Analysis Resource) analiz edilerek viral proteinlerin korunmus
bolgeleri tespit edilmis ve bu bolgelerden potansiyel olarak epitope olma ihtimali olan
nanomer diziler IEDB — Immune Epitope Database kullanilarak belirlenmistir.
Calismadan elde edilen sonuclar ise molekiiler docking ve molekiiler simiilasyon
deneyleri yapilarak desteklenmis ve epitope temelli as1 calismalarina katkida

bulunmasi amaglanmaistir.



3. ARASTIRMA YONTEMI

3.1 Projeye Genel Bakis

Bu projede kullanilan biyoinformatik analizler Sekil 3.1’de gosterilmistir. Bu analizler
igerisinde, veri toplama ve siniflandirma ilk agamada yer almaktadir. Bunu takip eden
veri igleme siirecinde ise, verileri analiz i¢in uygun hale getirme ve deduplikasyon
isleminin gerceklestirilmesi, verileri birlestirme, birlestirilen verilerin dizi hizalamala
analizlerinin yapilmasi ve sonuglarinin kontrol edilmesi, hizalanan dizilerin proteom
diizeyinde dizi ¢esitliliginin belirlenmesi, dizi ¢esitliligi motiflerinin karakterizasyonu
ve nicel olarak dl¢iimii, korunmusluk iceren ve cesitlilik gosteren dizi bdlgelerinin
dagiliminin saptanmasi, potansiyel as1 adayi epitoplarin belirlenmesi, molekiiler
docking analizleri ve sonuglarin molekiiler dinamik simiilasyonlari ile desteklenmesi

bulunmaktadir.
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3.2 Verilerin Toplanmasi ve Siniflandiriimasi

Insan solunum sinsityal viriisii (hRSV) A ve B alt tiplerinin tiim protein dizileri NCBI
Virus [60] ve VIPR [61] veritabanlarindan 31.03.2021 tarihinde indirilmistir. Indirilen
protein dizileri viriisiin 11 proteini (F,G,L,M,M2-1,M2-2,N,NS1,NS2,P,SH) dikkate
alinarak siniflandirilmistir. Bu aragtirmanin viriisiin insanda neden oldugu hastaliklara
kars1 profilaktif asi calismalarina katki saglamasi hedeflendigi i¢in konak olarak insan
secilmistir. Her iki veritabaninda da protein dizilerinin farkli uzunluklardaki kayitlari
bulunmaktadir. Bu durum, dizi hizalamalarinda hatalara yol agabileceginden dolay1
her iki alt tipin proteinleri i¢in NCBI veritabanindan referans protein dizileri
secilmistir. Dizi uzunluklar1 referans degerinde olan ve bu degerden en fazla %10

uzaklikta olan diziler analiz i¢in secilmistir.

3.3 Verilerin Islenmesi

3.3.1 Veri birlestirmesi, temizligi ve deduplikasyonu

NCBI Virus ve VIPR veritabanlarindan indirilen veriler tek dosya haline getirilerek
birlestirilmistir. Analizlerde sorun olusturabilecek protein dizileri kontrol edilmis ve
veri setinden ¢ikartilmistir. Her iki veritabininda da bulunan ortak diziler CD-HIT [62]
programi kullanilarak tekillestirilmistir. Bu islemde, dizi benzerligi esik degerini ifade
eden -c parametresi 1 olarak secilmistir. Benzerlik degerini hesaplamada kullanilacak
olan ve dizi uzunlugunu belirleyen -n degeri ise varsayilan deger olan 5 olarak
secilmistir. Bu deger, ayn1 zamanda programin 0.7-1 esik degeri aralig1 i¢in onerdigi
degerdir. Analiz sonuglarinin giivenilir olmast ve verilerin siniflandirilmasinin
dogrulugundan emin olmak i¢in hata igeren protein dizilerinin iist verileri, NCBI [63]
ve Uniprot [64] veritabanlar1 kullanilarak kontrol edilmis ve hatalar diizeltilmistir.
Yapilan bu islemler, veri setinde olusabilecek yanlilifin da Oniine gecilmesini

saglayarak verileri analize hazir hale getirmistir.
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3.3.2 Coklu dizi hizalamasi

Coklu dizi hizalamas1 herhangi bir biyoinformatik analiz i¢in hayati 6neme sahip bir
dizi karsilastirma analizidir. Halihazirda bir¢ok dizi hizalamasi analizi yapan
programlar bulunmakla birlikte, bu programlar hem acik kaynak kodlu olarak hem de
ticari versiyon olarak kullanicilara sunulmaktadir. Analize hazir protein veri seti, agik

kaynak kodlu MUSCLE [65] programi kullanilarak analiz edilmistir.

3.3.3 Coklu dizi hizalamasi sonuclarinin kontrolii

Coklu dizi hizalamasi1 sonuglari, her bir protein veri seti i¢in AliView [66] programi
kullanilarak kontrol edilmistir. Analiz edilen 11 protein veri seti arasindan sadece G
proteininde 240’inc1 pozisyondan sonra yer yer bosluklar gozlemlenmistir. Diger

proteinler i¢in herhangi bir sorunla karsilagilmamaistir.

3.4 Proteome Dizi Cesitliliginin Karakterizasyonu

Shannon entropisi [67], Insan solunum sinsityal viriisii (hRSV) proteomunun dizi
gesitliligini belirlemek i¢in kullanilmistir. Sliding k-mer window yaklagimi ise
hiicresel bagisiklik tepkisi olusturabilecek peptidlerin belirlenmesi i¢in ¢oklu dizi
hizalamas1 sonuglarina uygulanmistir. Bu yaklasimda k degeri olarak 9 secilmistir.
Ciinkii, insan 106kosit antijenleri (HLAs) ve T hiicresi reseptdr (TCR) baglanma
bolgeleri ¢ogunlukla bu uzunluktaki peptidleri (nonamer) tanimaktadir. Nonamer
cesitliligi, her st iiste gelen pozisyonlar i¢in (1-9,2-10,3-11 vb.) entropi degeri
belirlenerek hesaplanmistir. Entropi degeri olan H(x), dizi hizalamas1 sonuglarindaki

ilgili pozisyonlar i¢in su formiil kullanilarak hesaplanmustir.
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n(x)
HGO = = ) p(i,x) log, p(i,)

Bu formiilde p(i,x), i nonamer dizisinin x pozisyonunda bulunma olasiligin1 ifade eder.
Entropi degeri H(x), n(x) degeri olan toplam nonamer dizisi arttik¢a artig gosterir.
Entropi degeri, x pozisyonunda bulunan dizi ¢esitliligini belirtir ve ayn1 zamanda x
pozisyonunda bulunan nonamerlerin birbirleri ile goreceli olasiligma da baghdir. ilgili
nonamer dizisinin X pozisyonunda dominant olmasi o pozisyon i¢in entropi degerini
azaltict etki gosterir. Bu durum, x pozisyonunun nonamer dizileri agisindan
korunmusluk gosterdigini kanitlar. Entropi degerini etkileyen bir baska faktor ise dizi
hizalamasinda bulunan proteinlerin sayisidir. Paninski kuralina gore dizi
hizalamasindaki proteinlerin sayis1t N olarak ifade edilirse hizalamada olusabilecek
istatistiksel yanlilik N ile ters orantili olarak degisim gostermektedir [68]. Her x
pozisyonu i¢in entropi degerinde N sayisini ele alarak istatistiksel olarak diizenleme
yapilmasi analiz sonug¢larinin dogrulugu agisindan biiyilk 6nem arz etmektedir.
Anlatilan tiim bu asamalarin analizi, DIMA (Diversity Motif Analyzer) [69] programi

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3.5 Cesitlilik Motiflerinin Karakterizasyonu ve Kuantifikasyonu

Entropi degeri protein dizi gesitliligi hakkinda genel olarak bilgi sahibi olmamizi
saglar. Bu ¢esitliligin nicel 6l¢limii ve karakterizasyonu i¢in dizi ¢esitliligi motiflerini
incelemek gereklidir. Motiflerin karakterizasyonu ¢oklu dizi hizalamasindaki her bir
nonamer pozisyonu i¢in o pozisyonda bulunan farkli nonamer dizilerinin nicel 6l¢iimii
yapilarak gerceklestirilmistir [70]. En ¢ok tekrar eden nonamer dizisi “index” olarak
adlandirilmistir.  Bunun disinda kalan nonamerler ise ‘“varyantlar” olarak
isimlendirilmistir ve index nonamer dizisinden en az 1 amino asiti farkhdir.
Varyantlarin i¢inde en sik bulununan nonamer dizisi “major”, major motifinden daha
az siklikta olan ve birden fazla bulunan nonamer dizisi ise “minor” olarak
tanimlanmistir. Tek olarak bulunan cesitlilik motifine ise “6zgilin” denilmistir. Bu

motiflere ek olarak “nonatipler” tiim motiflerin (index,major,minor,6zgiin)
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nonamerleri toplaminin dizi hizalamasindaki tiim dizilerin toplamina boliinmesi

sonucu hesaplanmis ve proteom diizeyinde dizi dinamiklerini agiga ¢ikarmistir.

3.6 Korunmus ve Cesitlilik Gosteren Dizilerin Dagilimi ve As1 Hedefi Olabilecek
Aday Epitoplarin Belirlenmesi

Korunmusluk igeren ve gesitlilik gosteren peptidleri incelemek i¢in index motifi kendi

arasinda 5 kategoriye ayrilmistir:

1. Cok yiiksek derecede cesitlilige sahip (index degeri %10°dan kiiciik)

2. Yiiksek derecede cesitlilige sahip (index degeri %20’den kiigiik, %10’dan
biiyiik ve esit)

3. Karisik degiskenleri iceren (index degeri %90°dan kiiciik, %20’den biiylik ve
esit)

4. Yiksek derecede korunmusluga sahip (index degeri %100°den kiiciik,
%90’dan biiyiik ve esit)

5. Tamamen korunmus (index degeri %100’e esit)

Yiiksek derecede korunmusluga sahip ve tamamen korunmus olan nonamer dizileri
cok diisiik entropi degerlerine sahip olmakla birlikte evrimsel acidan da direnglilik
gosterirler. Bu yiizden as1 adayr olabilecek epitoplar bu kategorilere ait dizilerden
secilmistir ve amino asit dizileri {ist liste gelen nonamerler birbirleri ile birlestirilmistir.
Birlestirilen nonamerlerin immiinojenitesi IEDB [71] veritabani kullanilarak
arastirilmistir. Virlise ait deneysel olarak ispatlanan ve rapor edilen epitoplar da IEDB

veritabani kullanilarak belirlenmistir.
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3.7 Epitop Tahmini

CD8+ T hiicresi (CTL) epitoplari, MHC-I baglanma kapasitelerini hesaplayan
IEDB’nin web tabanli tahmin programi ile (http://tools.iedb.org/mhci/) ortaya
cikarilmistir. Yiiksek derecede korunmusluga sahip ve tamamen korunmus olan
nonamer dizileri program i¢in giris verisi olarak kullanilmis ve tahmin metodu olarak
veritabaninin  6nerdigi NetMHCPan 4.1 EL [72] algoritmasi kullanilmistir.
Epitoplarin, HLA (insan Lokosit Antijeni) baglanma kapasitelerini dlgmek icin 12
stipertipten (A1,A2,A3,A24,A26,B7,B8,B27,B39,B44,B58,B62) toplam 95 alel
secilmistir. Esik degeri olarak %1°den kiigiik skora sahip [73,74] (iyi baglanma
kapasitesi gosteren) olan epitoplar ve onlara karsilik gelen HLA alelleri ileri analizler
icin secilmistir. Ayn1 zamanda, CD4+ T hiicresi (HTL) epitoplart da, MHC-II
baglanma kapasitelerini hesaplayan IEDB’nin web tabanli tahmin programi ile
(http://tools.iedb.org/mhcii/) analiz edilmistir. MHC-I"den farkli olarak MHC-II giris
verileri i¢in 15 amino asit uzunlugundaki dizilerin kullanilmas1 gerekmektedir. Bu
uzunluktaki diziler birlestirilen nonamer dizilerinden iiretilmistir. Tahmin metodu
olarak veritabaninin onerdigi IEDB recommended segenegi kullanilmistir. Bu
metodun igeriginde farkli aleller i¢in olmak iizere Consensus, NN-align, SMM-align,
CombLib ve Sturniolo olarak adlandirilan bes farkli algoritma bulunmaktadir. Eger
baglanma kapasitesi Ol¢iilmek istenen HLA aleli bu algoritmalardan biri ile tahmin
edilemiyorsa NetMHCIIpan algoritmas1 ile veriler analiz edilmektedir. Analiz
sonuglart algoritmalarin ortak skorlar1 kullanilarak tiretilmistir. MHC-II sinifindaki
epitoplarin tahmini i¢in ii¢ siipertipe (DP,DQ,DR) ait toplam 45 alel secilmistir. Esik
degeri ise %10 olarak belirlenmistir [75]. Tahmin edilen epitoplar ve onlara karsilik

gelen aleller ileri analizler i¢in secilmistir.

3.8 Molekiiler Docking Analizleri

Her bir proteine ait epitop tahmin sonuglar1 incelenerek molekiiler docking analizleri
icin hazir hale getirilmistir. Hesaplama giicii ve analiz stireci gibi etkenler g6z oniine
alinarak her protein i¢in sonuglarin %1°i kadar aday epitoplar hem MHC-I hem de
MHC-II i¢in belirlenmistir. Eger sonuglarin %1°1 sifirin altinda ise o proteine ait en iyi

tahmin skoruna sahip aday epitop docking analizi i¢in secilmistir. Molekiiler docking
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analizleri i¢in belirlenen epitoplar Schrodinger Maestro [76] arayiizii ile Ligprep [77]
lonizer modiilii kullanilarak 3 boyutlu hale getirilmistir ve OPLS4 [78] kuvvet alan1
kullanilarak minimize edilmistir. Hazirlanmak istenen aday epitoplar i¢in pH degeri 7-
7,2 araliginda se¢ilmistir. Aday epitoplara karsilik gelen HLA alelleri ise Protein
Preparation Wizard [79,80] kullanilarak su molekiilleri ve tampon molekiillerinden
arindirilmistir. N ve C terminal uglarina sirasiyla N-asetil ve N-metil amid eklenmis
ve eksik yan zincirler varsa ekleme yapilarak analizlere hazir hale getirilmistir.
Molekiiler docking analizleri ise Glide Ligand Docking [81-84] modiilii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim ligandlar hedef proteinin baglanma bolgesine dock
edilmistir. Protein ve ligand arasindaki maksimum uzaklik 5 A olarak segilmistir.
MHC-I igin 51, MHC-II i¢in sekiz olmak iizere toplamda 59 docking analizi
gerceklestirilmistir. Analizler tamamlandiktan sonra pozlar ve skorlar incelenmistir.
Yiksek skora ve hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler ve hidrofobik etkilesimlere
sahip, cakisma gostermeyen aday epitoplar belirlenerek molekiiler dinamik

simiilasyonlar1 i¢in hazirlanmistir.

3.9 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlari

Molekiiler docking sonuglar1 incelenerek elde edilen aday epitoplar ve onlara karsilik
gelen HLA alelleri birlestirilerek yeni bir kompleks elde edilmistir. Elde edilen her bir
kompleks ortorombik kutu igerisine kompleks ve kutu arasindaki maksimum uzaklik
10 A olacak bicimde yerlestirilmistir. Daha sonra her ortorombik kutunun ici Tip5P su
molekiilleri ve 0,15 M NaCl kullanilarak doldurulmustur. Na* ve CI" iyonlarinin
miktar1 ayarlanarak sistem notralize hale getirilmistir. Tiim agir atomlar analiz i¢in
simirlandirilmis ve 100 pikosaniyede OPLS4 kuvvet alami kullanilarak sistem
minimizasyonu gergeklestirilmistir. Olusturulan sistemlerin her biri 250 nanosaniyede
izotermik (Nose-Hoover chain, 1 pikosaniye relaksasyon zamani) ve izobarik
(Martyna-Tobial-Klein, 2 pikosaniye relaksasyon zamani) ortamda simiilasyona
ugratilmistir. Bu analizler i¢in Schrodinger Maestro araylizii ile acik kaynak kodlu

Desmond [85,86] programi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1 Analizde Kullanilan Verilere Ait Bilgiler

NCBI Virus ve VIPR veritabanlarindan indirilen insan solunum sinsityal viriisii
protein dizilerine ait birlestirilen ve tekillestirilen veri seti, viriisiin 11 proteini igin
toplam 13770 kayittan olugmaktadir. Bu sayi, veri setinin protein dizilerine gore
siiflandirilmas1 ve tekrar tekillestirilmesi isleminden sonra 5766’ya diismiistiir.
Viriisiin her iki alt tipinin de benzer uzunlukluktaki protein dizilerine sahip oldugu
goriilmektedir (Tablo 4.1.1). Ayrica, proteinlerin kendi i¢indeki dizi ¢esitliligi de en
diisiik benzerlik oranina bakilarak incelenebilir. Viriisiin en fazla cesitlilige sahip
proteini en diisiik benzerlik oran1 %35,39 olan G proteini iken en fazla korunmus bolge

iceren proteini ise %75,54 ile L proteini olarak bulunmustur.
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Tablo 4.1.1: Analiz edilen hRSV dizilerine ait bilgiler.

Protein Genotip A Uzunlugu  Genotip B Uzunlugu  Minimum Benzerlik (%)* Toplam Indirilen Dizi ~ Toplam Ozgiin Dizi
F 574 574 64.11 2284 1134
G 298 299 35.39 5424 1606
L 2165 2166 75.54 2734 1350
M 256 256 53.91 274 128

M2-1 194 195 58.46 486 237
M2-2 90 90 38.89 513 253
N 391 391 74.68 432 206
NS1 139 139 60.43 334 166
NS2 124 124 68.55 488 241
P 241 241 69.29 510 255
SH 64 65 50.77 291 190

Not. Minumum Dizi Benzerlik Orani her bir protein i¢in ¢ok dizi hizalamasi sonuglart kullanilarak hesaplanmuistir.
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NCBI Virus veritabanindan indirilen veri seti incelendiginde protein dizilerinin
dagiliminin 1956 ve 2019 yillar1 arasinda oldugu goriilmektedir. En fazla protein dizisi

eklenen yil ise 2013’tiir ve eklenen protein dizisi kaydi1 7328’dir (Sekil 4.1.1).

.............

Sekil 4.1.1 : NCBI Virus veritabaninda bulunan dizilerin zamana bagli olarak
dagilimi.

NCBI Virus veritabanindan indirilen veri setindeki protein dizileri Asya, Afrika,
Avrupa, Kuzey Amerika, Giiney Amerika ve Okyanusya olmak iizere alt1 farkli kitada

ve 71 farkl iilkede cografi dagilim gostermektedir (Sekil 4.1.2). Veri setindeki en
bliylik ylizdeye sahip olan iilke %23 ile Amerika’dir.
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Yozde

Sekil 4.1.2 : NCBI Virus veritabaninda bulunan dizilerin cografi dagilimi.

VIPR veritabanindan indirilen veri seti incelendiginde protein dizilerinin dagiliminin
1956 ve 2019 yillar arasinda oldugu goriilmektedir. En fazla protein dizisi eklenen y1l
ise 2013’tiir ve eklenen protein dizisi kaydi 7102°dir (Sekil 4.1.3). Bu saymnin, NCBI
Virus veritabanindan indirilen veri setinde farkli olmasi veritabanlarinda bulunan
protein dizileri arasinda farklilik olduguna isaret etmektedir. Caligmanin genis

kapsamli olmasi agisindan farkli veritabanlariin kullanilmasimnin 6énemini de ortaya
koymaktadir.
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Sekil 4.1.3 : VIPR veritabaninda bulunan dizilerin zamana bagli olarak dagilimi
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VIPR veritabanindan indirilen veri setindeki protein dizileri NCBI Virus veritabani ile
ayni olarak Asya, Afrika, Avrupa, Kuzey Amerika, Gliney Amerika ve Okyanusya
olmak {izere alt1 farkli kitada ve 71 farkli lilkede cografi dagilim gostermektedir (Sekil
4.1.4). Veri setindeki en biiylik yiizdeye sahip olan iilke %26 ile Amerika’dir. Diger

tilkelerde NCBI Virus veritabanindaki protein dizileri ile benzer yiizdelere sahiptir.

25

Yizde

Sekil 4.1.4 : VIPR veritabaninda bulunan dizilerin cografi dagilimi.

4.2 Protem Dizi Cesitliligi

hRSV proteome dizi gesitliligi Shannon entropisi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Proteome
diizeyinde entropi degeri ortalama 0,79 olarak bulunmustur ve entropi degeri dagilimi
0 ile 4,19 arasinda degisim gostermistir. Buna bagli olarak, proteome diizeyinde
korunmusluk yiizdesi yiliksek olarak ifade edilebilir. Proteome diizeyindeki total
varyantlarin ortalama degeri ise %22,66’dir ve varyantlarin deger dagilimi %0 ile
%79,33 arasinda bulunmustur. Dért proteinin (L,M,N,P) ortalama entropi degeri olan

0,79’dan diisiik degere sahip oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.2.1).
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Tablo 4.2.1: Analiz edilen hRSV dizilerine ait entropi ve total varyant istatistikleri.

Protein An_aliz Edilen Entropi - H(x) Total Varyant (%)

Pozisyon Sayis1  Minimum Maksimum Ortalama Minimum Maksimum Ortalama

Proteom 4449 0,00 4,19 0,79 0,00 79,33 22,66
F 566 0,03 2,81 0,80 0,27 67,52 23,30

G 320 0,11 4,12 1,73 1,00 79,33 31,06

L 2126 0,00 3,52 0,56 0,00 77,34 19,39

M 248 0,00 2,25 0,76 0,00 54,33 24,65
M2-1 187 0,00 3,57 0,87 0,00 70,04 23,53
M2-2 82 0,00 4,19 2,28 0,00 73,91 54,86
N 383 0,00 1,88 0,50 0,00 59,22 15,60
NS1 131 0,15 2,42 1,22 1,81 56,41 35,36
NS2 116 0,15 3,94 1,13 0,83 67,66 25,65
P 233 0,03 3,32 0,77 0,39 69,29 21,75
SH 57 0,47 3,82 2,15 5,43 69,52 48,79
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Entropi degeri 1’e esit ve kiiglik olan tam 2480 pozisyon hRSV proteomunda
bulunmustur. 1612 pozisyonun entropi degeri 2’ye esit ve kiigiik olmakla birlikte 1°’den
de biiyiik olarak gézlemlenmistir. Bunun yani sira, entropi degeri 3’e esit ve kiigiik
olan 2’den de biiyiik olan 269 pozisyon vardir. 82 pozisyonun entropi degeri 3’den
biiyiik, 4’e esit ve kiicliktlir. Sadece alt1 pozisyonun entropi degeri 4’den biiyiik, 5’e
esit ve kiigiik olarak bulunmustur. Toplamda analiz edilen 4449 pozisyonun
%55, 7’sinin (entropi degeri 1’°e esit ve kiiciik olan pozisyonlar) yiiksek korunmusluga
sahip oldugu saptanmistir. Proteome diizeyinde maksimum entropi degeri olan 4,19
ise M2-2 proteininde bulunmaktadir ve 43-51 pozisyonlar1 arasindaki nonamer
dizisine aittir. Total varyantlarin maksimum degeri olan %79,33 ise G proteininde 312-
320 pozisyonlar1 arasindaki nonamerde bulunmustur. Bu zamana kadar yapilan
calismalarda en yiiksek entropi degerine sahip (en fazla gesitlilik gosteren) nonamer
HIV-1 B kolunda Env proteinine aittir ve degeri 9,2’dir. Ayni1 sekilde, en yiiksek total
varyantlar da HIV-1 viriisiin Env proteinine ait olup degeri %98’dir. Ozellikle entropi
degerinde yaklagik 2 kattan fazla bir bosluk oldugu hRSV ve HIV-1 arasinda
goriilmektedir (Sekil 4.2.1). Bu durum, hRSV proteomunun genel olarak korunmus
bolgelerden olustugunu gostermektedir ve uygun asi adayi epitoplar kesfetmenin

hRSV i¢in miimkiin oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.2.1 : hRSV’nin her bir proteini i¢in pozisyonlara ait entropi ve total varyant degerlerini iceren stem grafigi.
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hRSV proteomunda entropi ve total varyantlar arasinda iliski incelendiginde iki deger
arasinda giiclii pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir (Pearson korelasyon katsayisi
r =0,89). Tiim nonamer pozisyonlari ele alindiginda total varyantlar i¢in entropi degeri
1, toplam nonamerlerin yaklasik %55’ inde goriilmiistiir. Entropi degeri 2, 3, 4 ve 4,19
(maksimum entropi degeri) sirasiyla tiim nonamerlerin yaklasik %36, %6, %1.8 ve
%1’inde saptanmistir. Grafik dikkatli incelendiginde entropi degeri 1-3 araligi ile total
varyantlarin %20-%40 deger araliginda bosluklar gézlemlenmektedir (Sekil 4.2.2). Bu
durum, diger virisler ile kiyaslama yapildiginda olagan dis1 olarak karsimiza

cikmaktadir ve ilgili bolgenin daha detayli arastirllmasinin gerekliligini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.2.2 : hRSV proteomunun entropi ve total varyantlar1 arasindaki iligki.
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4.3 Cesitlilik Motiflerinin Dinamigi

hRSV proteomunun motif ¢esitliligi dinamiklerini daha iyi anlamak i¢in 4449 {ist iiste
gelen nonamer dizisinin nicel analizi yapilmistir. M2-2 proteininin 6rnek olarak
se¢ilmis nonamerleri i¢cin motif ¢esitliligi dinamikleri Tablo 4.3.1°de incelenebilir.
Tablo 4.3.1°deki veri setinin M2-2 proteini i¢in baslangi¢ pozisyonu ¢oklu dizi
hizalamas1 dikkate alindiginda 1-13 arasinda olan toplam 13 farkli nonamerden
olustugu gbézlemlenebilir. 13 farkli nonamerin temsil ettigi toplam nonamer sayisi ise
2319°dur. Bu nonamerler arasinda korunmusluk derecesi tamamen korunmus olan bir
tek nonamer bulunmustur. 7-15 pozisyonlar1 arasinda olan nonamerin entropi degeri 0
ve index degeri %100 olarak goriilmektedir. Diger nonamerler ise ¢ok yiiksek
korunmusluga sahip ve karisik degiskenleri iceren korunmusluk seviyelerine sahiptir.
Cok yiiksek korunmusluga sahip olan nonamerler arasinda en yiiksek index degeri
%99,6’dir ve nonamer pozisyonlar1 8-16 ve 9-17’dir. Entropi degerleri de sirasiyla
0,04 ve 0,03’tiir. Karisik degiskenleri igeren korunmusluk seviyesine sahip olan
nonamerler arasinda en yiiksek index degeri ise %@81,4’tlir. Bu nonamerlerin
pozisyonlart 1-9 ve 2-10’dur. Entropi degerleri sirasiyla 1,08 ve 1,07°dir. Her iki
pozisyonun da toplam 105 nonamer dizisi igerdigi tespit edilmistir. Total varyantlarin
degeri bu pozisyonlar i¢in %18,6, major varyantlar i¢cin %10.85, minor varyantlar ve
0zgiin varyantlar i¢in ise %3,88’dir. Nonatip olarak adlandirilan ve ilgili bolgedeki
farkli nonamer sayisinin o bolgedeki tiim nonamer sayisina boliimii sonucu hesaplanan
deger ise %06,2’dir. Tablo 4.3.1 genelinde gosterilen nonamer pozisyonlarinin
hicbirinde diisiik destek (ilgili pozisyon i¢in nonamer sayisinin 30’dan az olmasi

durumu) goriilmemistir.
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Tablo 4.3.1 : M2-2 proteini i¢in kuantitatif dizi ¢esitliligi analizine ait 6rnek tablo.

Hizalanmis Nonamerler Entropi Index Varyant (%) Nonatip | Diisiik
H(x) (%)? | Destek®
Korunmusluk Nonamer  Dizi Dizi Deger Say1 | Total Major Minor Ozgiin
Derecesi * Pozisyonu Sayisi (%)
KDi 1-9 129 1,08 MTKPKIMIL 81,40 105 18,60 10,85 3,88 3,88 6,20 -
KDi 2-10 129 1,07 TKPKIMILP 81,40 105 18,60 10,85 3,88 3,88 6,20 -
KDi 3-11 249 1,46 MPKIMILPD 51,00 127 49,00 42,57 4,42 2,01 4,02 -
YDKS 4-12 250 0,33 PKIMILPDK 96,00 240 4,00 2,00 0,80 1,20 2,00 -
YDKS 5-13 250 0,15 KIMILPDKY 98,40 246 1,60 0,80 0,00 0,80 1,20 -
YDKS 6-14 250 0,07 IMILPDKYP 99,20 248 0,80 0,00 0,00 0,80 0,80 -
TK 7-15 252 0,00 MILPDKYPC 100,00 252 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 -
YDKS 8-16 252 0,04 ILPDKYPCS 99,60 251 0,40 0,00 0,00 0,40 0,40 -
YDKS 9-17 252 0,03 LPDKYPCSI 99,60 251 0,40 0,00 0,00 0,40 0,40 -
KDi 10-18 252 1,26 PDKYPCSIN 50,00 126 50,00 45,24 4,37 0,40 1,19 -
KDi 11-19 252 1,33 DKYPCSINS 48,81 123 51,19 45,24 5,56 0,40 1,59 -
KDi 12-20 252 1,33 KYPCSINSI 48,81 123 51,19 45,24 5,56 0,40 1,59 -
KDi 13-21 252 1,39 YPCSINSIL 48,41 122 51,59 44,84 5,56 1,19 2,38 -
1. TK : Tamamen Korunmus, YDKS : Yiiksek Deredece Korunmusluga Sahip, KDI : Karigik Degiskenleri Igeren
2. Nonatip : Varyantlari olusturan tiim belirgin nonamer dizileri
3. “- pozisyonun 30 nonamer dizisinden fazla diziye sahip oldugunu belirtir. Eger say1 30’dan kiigiik ise ilgili pozisyon diisiik dizi destegine sahiptir.

28



Her bir ¢esitlilik motifinin total varyantlar ile olan iligkisi Sekil 4.3.1’de proteom
diizeyinde incelenmistir. Total varyantlarin artis gosterdigi durumlarda tiim motif
cesitlerinin 6zgiin bir desene sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3.1 A.). Total
varyantlarin artis gosterdigi durumda major varyantlarin degerinin piramit deseni
olusturdugu gozlemlenmistir. Major varyantlarin degerleri 0 ile %49,21 arasinda
degisim gostermektedir. Grafik icerisinde goriilen ve index degerinin genelinden farkli
konumlarda bulunan noktalar ise farkli proteinlerin ayni pozisyonu iginde goriilen
birden fazla index nonamerini temsil etmektedir. SH proteininde 35-43 ve 50-58
pozisyonlar1 arasindaki nonamerler ile NS2 proteininde 39-47 ve 40-48 pozisyonlari
arasindaki nonamerler i¢in birden fazla index bulunmustur. Minor ve 6zgiin varyantlar
ise proteom boyunca hemen hemen her pozisyonda goriilebilmektedir. Minor
varyantlarin maksimum degeri yaklasik olarak %58’dir ve bu degere karsilik gelen
total varyantlarin degerinin ise %60°’a yakin oldugu goriilebilir. Ozgiin varyantlarin ise
daha dengeli bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir ve maksimum degeri yaklasik %21
olarak bulunmustur. Nonatipler de 6zgiin varyantlar gibi proteom diizeyinde dengeli
bir dagilim gostermistir ve goriilen maksimum deger yaklasik %31 olarak tespit
edilmistir. Ayrica korunmusluk igeren nonamer dizi degerlerindeki azalmanin %18’¢e
kadar diistiigli ve buna karsilik total varyantlarin degerinin %80’e kadar ¢iktig
goriilmektedir. Bu iki deger arasinda teorik olarak beklenildigi gibi ters oranti
gozlemlenmistir. Tim c¢esitlilik motiflerinin frekans dagilimlart keman grafigi
kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 4.3.1 B.). index nonamerler, major varyantlar,
minor varyantlar, 6zgiin varyantlar ve nonatiplerin proteome boyunca goriilen
ortalama degerleri sirasiyla %77,3, %17,6, %3,7, %1,2 ve %2 olarak ol¢iilmiistiir.
Index nonamerlerin degerleri %50-60 ve %90-%100 arasinda yogunluk
gostermektedir. Major varyantlarin yogunlugu ise yaklasik olarak %20-%30 ve %50-
%60 degerleri arasinda fazlalik gostermektedir. Diger ¢esitlilik motifleri i¢in

yogunluklar yaklasik olarak %20-%25 arasinda degisiklik gostermektedir.
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Sekil 4.3.1 : hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin proteom diizeyinde dinamikleri.
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hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin protein diizeyindeki dinamikleri, proteom
diizeyindeki dinamikleri ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.3.2). G ve M2-1
proteinleri hari¢ diger proteinlerin tim motifleri %20-%40 deger araliginda veri
noktalarina sahip degildir. Total varyantlar ise tiim proteinlerde %80 degerinin altinda

bulunmaktadir.
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Sekil 4.3.2 : hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin protein diizeyinde dinamikleri.
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hRSV dizi ¢esitliligi motiflerinin protein diizeyindeki siklik dagilimlar sekil 4.3.3’de
keman grafikleri kullanilarak analiz edilmistir. Index motifleri incelendiginde higbir
protein i¢in %20’inin altinda degere rastlanmamistir. G, M2-2 ve SH proteinleri
disindaki proteinlerin index degerleri %40-%60 ve %80-%100 araliklarinda yogunluk
gostermektedir. Major varyantlar ise tiim proteinlerde %50 degerinin altinda veri
noktalarina sahiptir. Bu durum minor varyantlar incelendiginde yaklasik %59 olarak
tespit edilmistir. Ozgiin varyantlar ve nonatipler i¢in ise sirastyla yaklasik olarak %22

ve %32 degerlerinin listliinde veri noktalar1 goriilmemistir.
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4.4 Korunmus ve Degiskenlik Gosteren Dizilerin Dagilim

hRSV proteomunda hemen hemen tiim nonamer dizi pozisyonlar1 karigik degiskenleri
iceren ve yiiksek derecede korunmusluga sahip olarak siniflandirilmistir (Sekil 4.4.1).
Protome diizeyinde inceleme yapildiginda karisik degiskenleri igeren nonamer dizileri
yaklasik %49 (2180 nonamer dizisi), yliksek derecede korunmugsluk igeren nonamer
dizileri yaklasik %47 (2092 nonamer dizisi), tamamen korunmus nonamer dizileri ise
yaklasik %4 (177 nonamer dizisi) olarak bulunmustur. Sadece L, N, M, M2-1 ve M2-
2 proteinleri tamamen korunmus (index degeri %100’e esit) olan nonamer dizilerini
icermektedir. Cok yiiksek derecede ¢esitlilige sahip (index degeri %10’dan kiigiik) ve
yiiksek derecede cesitlilige sahip (index degeri %20’den kiiglik, %10°dan biiyiik ve

esit) nonamer dizilerine ise hi¢bir proteinde rastlanmamastir.

Korunmusluk Derecesl :
Cok yuksek derecede gesitlilige sahip
{index degeri < %10}
Yuksek derecede cesitlilide sahip
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Sekil 4.4.1 : Protein ve proteom diizeyinde hRSV nonamerlerinin korunmusluk
derecelerini gosteren grafik.
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4.5 Cok Yiiksek Derecede Korunmusluk Iceren ve Potansiyel As1 Hedefi

Olabilecek immiinojenik Diziler

Tamamen korunmus ve ¢ok yiiksek derecede korunmusluk iceren MHC-1 ve MHC-
Il’ye ait sirastyla 997 ve 235 nonamer dizisi belirlenmistir. MHC-I i¢in belirlenen
toplam 997 nonamer dizisinin 572’si L proteinine, 110’u F proteinine, 97’si N
proteinine, 62°si M proteinine, 61’1 P proteinine, 37’si M2-1 proteinine, 27’si NS2
proteinine, 16’s1 NS1 proteinine, dokuzu G proteinine, dérdii SH proteinine ve ikisi
M2-2 proteinine aittir. MHC-II i¢in belirlenen toplam 235 nonamer dizisinin 86’s1 L
proteinine, 52°si M proteinine, 48’1 M2-1 proteinine, 30’u NS2 proteinine, 13’ NS1
proteinine, dordii N proteinine ve ikisi G proteinine aittir. Belirlenen bu dizilerin
hicbiri daha 6nce deneysel olarak T hiicrelerine baglanma afinitesi gostermesi
acisindan ispatlanmamaistir. hRSV epitoplari ile ilgili deneysel veriler ¢cok kisitli olup
IEDB veritabanina gore deneysel agidan ispatlanmis sadece F proteinine ait tig epitop
bulunmaktadir (Tablo 4.5.1). Ayrica analizler sonucu elde edilen aday epitoplar ve
onlara kars1 gelen siipertip kisitlamali alellere ait 6rnek veriler Tablo 4.5.2 ve Tablo

4.5.3’te incelenebilir.

Tablo 4.5.1 : IEDB veritabanina gore deneysel olarak ispatlanmigs hRSV epitoplart.

Protein Dizi Epitop ID
F ISNIETVIEFQQKN 1087566
F RLLEITREFSVNAGVTTP 153694
F GKSTTNIMIT 96322

35



Tablo 4.5.2 : hRSV MHC-I epitoplar1 ve onlara karsilik gelen siipertip kisitlamali alellere ait 6rnek tablo.

Protein Peptit Pozisyon Al A2 A3 A24 A26 B7 B8 B27 B39 B44 B58 B62
F SSONITEEF 24-32 SK - - SK  SK - - - - - SK  SK
G LAMIISTSL 46-54 - - - - - SK SK - - - - -
L SYLKGVISF 17-25 SK - - SK - - SK SK SK - - SK
M STYTAAVQY 12-20 SK - SK - SK - - - - - SK  SK

M2-1  KFEIRGHCL 8-16 - - - - - - SK - - - - -
M2-2  KIMILPDKY 5-13 SK - - - - - - - - - SK  SK
N ITEDANHKF  53-61 SK - - SK  SK - - - - - SK -
NS1 SLSMIKVRL 5-13 - SK - - - - SK - - - - -
NS2 KLDERQATF 51-59 SK SK - SK - - SK - - - SK  SK
P KKKDSIISV 35-43 - - - - - - - SK  SK - - -
SH WPYFTLIHM  15-23 - - - - - SK - - - - - -

Not. SK : Siipertip Kisitlamali
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Tablo 4.5.3 : hRSV MHC-II epitoplar1 ve onlara karsilik gelen siipertip kisitlamali

alellere ait 6rnek tablo.

Protein Peptit Pozisyon Al A2 A3
L DATNNIHWSYLHIKF 1921-1935 SK - -
M LHEGSTYTAAVQYNV 8-22 - SK -
M2-1 KQTIHLLKRLPADVL 143-157 SK - SK
NS1 NSLSMIKVRLQNLFD 4-18 SK - SK

NS2 VRKLDERQATFTFLV 49-63 SK - -

Not. SK : Siipertip Kisitlamali

4.6 Molekiiler Docking Sonuclari

Epitop olma olasilig1 yiiksek olan peptitler ve bu olasi epitoplarin baglanmasi
ongoriilen MHC hedef proteinleri (EK B, EK C) arasinda baglanma etkilesimleri
docking galismart ile hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucu MHC-I sinifi i¢in teorik
olarak baglanma affinitesi gosteren 3 aday epitop segilmistir. Bunlardan ASISQVNEK
ve VQIVRQQSY nonamerleri F proteinine ait olup sirasiyla HLA-A-11-01 ve HLA-
B-15-03 alelleri ile bag yapmuslardir [Sekil 4.6.1, Sekil 4.6.2]. Diger nonamer olan
KLNEIHLMK ise L proteinine ait olup HLA-A-03-01 aleli ile bag yapmistir [Sekil

4.6.3]. MHC-II sinifina ait baglanma affinitesi gosteren bir nonamer bulunamamistir.
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Sekil 4.6.1 : HLA-A-11-01 aleli ile F-ASISQVNEK nonamerinin molekiiler
docking pozu.

F-ASISQVNEK nonameri HLA-A-11-01 alelinin TYR7 ve TYR84 backbone
kisimlari ile pi-katyon bagi olusturdugu, ASN66, TRP147 ve ASP77 amino asitlerinin
backbone kismi ile de hidrojen bagi olusturdugu goriilmektedir.

Sekil 4.6.2 : HLA-B-15-03 aleli ile F-VQIVRQQSY nonamerinin molekiiler
docking pozu.
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F-VQIVRQQSY nonameri HLA-B-15-03 alelinin TYR7 backbone kismu ile pi-katyon
bagi olusturdugu, GLU152 ve SER116 backbone kisimlari ile de hidrojen bagi
olusturdugu goriilmektedir.

Sekil 4.6.3 : HLA-A-03-01 aleli ile L-KLNEIHLMK nonamerinin molekiiler
docking pozu.

L-KLNEIHLMK nonameri HLA-A-03-01 alelinin TYR171, GLUG63, ASP116 ve
TYR99 amino asitlerinin backbone kisimlar1 ile hidrojen bagi olusturduklar

goriilmektedir.

4.7 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlarinin Sonuglari

Molekiiler dinamik simiilasyonlarinin sonuglart F-ASISQVNEK nonamerinin F-
VQIVRQQSY ve L-KLNEIHLMK nonamerlerinden daha stabil sekilde ilgili
proteinine baglandigini gostermistir. F-ASISQVNEK nonameri icin RMSD degeri 250
nanosaniye boyunca yaklasik olarak 1 A ile 3.5 A arasinda degisim gdstermistir. F-
ASISQVNEK nonamerinin backbone ve yan zincirleri TYR84, TRP147, TYRY,
GLN55, THR143 aminositleri ile simiilasyonun baslangi¢ ve bitis pozlarinda
baglanma gostermistir [Sekil 4.7.1].
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Sekil 4.7.1 : HLA-A-11-01 aleli ile F-ASISQVNEK nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu sonuglari. (A) Simiilasyon baslangi¢ pozu, (B) simiilasyon bitis
pozu, (C) ligand ve proteinin simiilasyon boyunca sahip oldugu RMSD degerleri.
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F-ASISQVNEK nonamerinin simiilasyonun %97’si boyunca GLUG63 ile N-terminal
ucundan bag yaptigi goriilmektedir. Ayrica TYR99 ve ASP77 amino asitleri,
nonamerin bacbone kismi ile sirasiyla simiilasyonun %87’si ve %93’ii boyunca bag

yapmustir [Sekil 4.7.2].

Sekil 4.7.2 : F-ASISQVNEK nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandig: siirenin oranlari.

F-VQIVRQQSY nonamerinin simiilasyon boyunca gosterdigi RMSD degeri yaklagik
olarak 1 A ile 13.5 A arasinda degisim gdstermektedir ve bundan dolay: stabilitesi F-
ASISQVNEK nonamerine gore daha distktir. F-VQIVRQQSY nonamerinin
backbone ve yan zincirleri SER77, ASN80, TYR84, SER116, TRP147 aminositleri ile
simiilasyonun baglangi¢ ve bitis pozlarinda hidrojen bag: ile baglanma gostermistir

[Sekil 4.7.3].

41



o Ug) hit on Proa

Y ' |} 'I‘ " l.."‘w' M.w M

- _‘ — N
~ 4 - .

Protein RMSD (A)

o
-]

(V) sy puebn

o
o

<
-

o S0 100 150 200 .
Time (nsec)

Sekil 4.7.3 : HLA-B-15-03 aleli ile F-VQIVRQQSY nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu sonuglari. (A) Simiilasyon baslangi¢ pozu, (B) simiilasyon bitis
pozu, (C) ligand ve proteinin simiilasyon boyunca sahip oldugu RMSD degerleri.
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F-VQIVRQQSY nonamerinin simiilasyonun %99’u boyunca ASN80 ile yan
zincirinden bag yaptig1 goriilmektedir. Ayrica SER77 ve GLU152 amino asitleri,

nonamerin bacbone kismu ile sirasiyla simiilasyonun %981 ve %79’u boyunca bag

yapmistir [Sekil 4.7.4].
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Sekil 4.7.4 : F-VQIVRQQSY nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandigi siirenin oranlari.

L-KLNEIHLMK nonamerinin simiilasyon boyunca gosterdigi RMSD degeri yaklasik
olarak 0.8 A ile 5.3 A arasinda degisim gostermektedir ve bundan dolay1 stabilitesi F-
ASISQVNEK nonamerine gore daha diistik, F-VQIVRQQSY nonamerine gore daha
yiiksektir. L-KLNEIHLMK nonamerinin backbone ve yan zincirleri TYR84, TYR159,
TYR171 aminositleri ile simiilasyonun baslangic ve bitis pozlarinda hidrojen bagi ile

baglanma gostermistir [Sekil 4.7.5].
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Sekil 4.7.5 : HLA-A-03-01 aleli ile L-KLNEIHLMK nonamerinin molekiiler
dinamik simiilasyonu sonuglari. (A) Simiilasyon baslangi¢ pozu, (B) simiilasyon bitis
pozu, (C) ligand ve proteinin simiilasyon boyunca sahip oldugu RMSD degerleri.
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L-KLNEIHLMK nonamerinin simiilasyonun %99°’u boyunca TRP147 ve %95’i
boyunca ASP77 ile bag olusturdugu gortilmektedir [Sekil 4.7.6].

Sekil 4.7.6 : L-KLNEIHLMK nonamerinin simiilasyon boyunca bag yaptig1 amino
asitler ve baglandig: siirenin oranlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

hRSV’nin RNA viriisii olmasi ve yiiksek mutasyon hizina sahip olmasi viriise kars1 as1
gelistirme ¢alismalart i¢in zorluk ¢ikarmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen
tiim korunmus nonamer dizileri viral popiilasyonun dinamiklerini ¢esitli sekillerde
etkilemekte ve viriise karsi as1 gelistirme calismalari i¢in ¢ok genis bir repertuar
olusturmaktadir. Literatiirii destekler bir sekilde F, G, L, N, P ve M proteinlerinin
ortalama entropileri 1’in altinda olup as1 gelistirme ve aday as1 hedefleri belirleme

acisindan tistiine ¢alisilmasi gereken proteinlerdir.

HIV clade B envelope proteinin literatiirde bulunan en yiiksek entropi degerine 9.2 ile
sahip olmast ve hRSV’nin bu degere olan uzakliginin fazla olmasi viriise kars1 as1
gelistirme caligmalarinda olumlu sonu¢ elde edilmesinin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Yapilan c¢alismada proteom diizeyindeki tiim nonamerler
incelendiginde tamamen korunmus ve yiiksek derecede korunmusluk iceren dizilerin
oranin yaklasik olarak %351 olmasi da bu durumu destekler niteliktedir. Ayrica elde
edilen nonamerlerin potansiyel epitop olma durumlart da MHC-1 ve MHC-IT"ye kars1
affinitelerini 6lgen ve skorlayan tahmin programlari ile belirlenmistir. Elde edilen
potansiyel epitoplara ait deneysel bir arastirma yapilip yapilmadigi IEDB veritabani
kullanilarak incelenmistir. Sonuglarin desteklenmesi agisindan elde edilen tiim
potansiyel epitoplar arasindan en yiiksek skora sahip ve her bir proteine ait olacak
sekilde %1 oraninda nonamer secilmis ve molekiiler docking analizi yapilmistir. F
proteinine ait iki nonamer ve L proteinine ait bir nonamerin proteinlerine karsilik gelen
MHC alelleri ile baglanma gosterdigi tespit edilmistir. Buna ek olarak 3 nonamer dizisi
i¢cin molekiiler dinamik simiilasyonlar1 250 nanosaniyede yapilmis ve F proteinine ait
ASISQVNEK nonamerinin simiilasyon boyunca stabilite gosterdigi tespit edilmistir.
Molekiiler docking ve molekiiler dinamik simiilasyonu analizleri yiiksek hesaplama
giicii ve fazla zaman gerektirdiginden en yiiksek skorlu nonamerler her bir protein igin
secilerek analizler ger¢eklestirilmistir. Bu yilizden, sonug olarak gosterilen F proteinine
ait ASISQVNEK nonameri disinda incelenmeyi bekleyen toplamda 1231 potansiyel

epitop bulunmaktadir.
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Sonug olarak bu tez calismasi F proteinine ait olan ASISQVNEK nonamerinin
potansiyel as1 hedefi oldugunu gostermektedir (Sekil 5.1) ve deneysel olarak ispat

edilmesi ag¢isindan iimit vadetmektedir.

hRSV poransiyel ag hedefi clan F-ASISQVNEK nonameri

Sekil 5.1 : Potansiyel as1 hedefi olan F-ASISQVNEK nonameri.
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EKLER

EK A : hRSV index dizileri ve motiflerinin sayisal bilgileri
EK B : MHC-I epitop tahmini sonuglari

EK C : MHC-II epitope tahmini sonuglari
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EK A : hRSV index dizileri ve motiflerinin sayisal bilgileri

hRSV proteinlerinin tamami i¢in index dizilerini, entropi degerlerini ve
motiflerinin sayisal bilgilerine asagidaki linkten ulasilabilir.

https://raw.githubusercontent.com/farukustunel/proteinsequencediversityofhrsv/main
/hrsvmotifsresults.csv

57



EK B : MHC-I epitop tahmini sonuglari

Bu calisma kapsaminda elde edilen MHC-I epitop tahmini sonuglarinin
tamamina asagida verilen linkten ulasilabilir.

https://raw.githubusercontent.com/farukustunel/proteinsequencediversityofhrsv/main
/mhcl_goodbinders.csv
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EK C : MHC-II epitop tahmini sonuglari

Bu calisma kapsaminda elde edilen MHC-II epitop tahmini sonuglarinin
tamamina asagida verilen linkten ulasilabilir.

https://raw.githubusercontent.com/farukustunel/proteinsequencediversityofhrsv/main
/mhc2_goodbinders.csv
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