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İnsan Solunum Sinsityal Virüsünün Protein Dizisi Çeşitliliği Dinamiklerinin 

İncelenmesi 

 

ÖZET 

İnsan solunum sinsityal virüsü (hRSV), dünya çapında en bulaşıcı virüslerden biridir 

ve bronşiolit ve pnömoni gibi alt solunum yolu enfeksiyonlarına yol açabilir. Lisanslı 

profilaktik hRSV aşısı bulunmamaktadır. hRSV'nin büyük ölçekli proteom çapında 

dizi çeşitliliği analizinde kullanılacak ve epitop bazlı hRSV aşı tasarımı için potansiyel 

aşı hedeflerinin tanımlanmasına yol açacak çok sayıda hRSV dizisi halka açık veri 

tabanlarında mevcuttur. 

Bu çalışma, virüsün mevcut tüm protein dizilerine odaklanmıştır. Dizi verileri, halka 

açık NCBI Virüs ve Virüs Patojen Veritabanı ve Analiz Kaynağı (VIPR) 

veritabanlarından toplanmıştır. Protein dizisi verileri havuz oluşturularak birleştirilmiş 

ve benzer diziler CD-HIT kullanılarak çıkarılmıştır. Bireysel protein veri kümeleri 

oluşturmak için 11 hRSV proteininin UniProt referans kayıtları kullanılarak toplanan 

diziler üzerinde BLASTp analizi yapılmıştır. Her protein veri seti, MUSCLE programı 

kullanılarak hizalanmıştır. Dizi çeşitliliği, proteinin uzunluğu boyunca örtüşen her 9-

mer (nonamer) (1-9, 2-10, vb.) pozisyonu için Shannon entropisi kullanılarak 

ölçülmuştür. Bundan sonra, T-hücre epitopları, IEDB veritabanı kullanılarak deneysel 

olarak ispatlanan epitoplar ile eşleştirilmiş ve IEDB’nin önerdiği yardımcı araçlar 

kullanılarak epitop tahmini yapılmıştır. Tahmin sonuçlarımızı desteklemek için, 

seçilen epitopların MHC I ve II'ye karşı moleküler docking analizleri ve moleküler 

dinamik simülasyonları yapılmıştır. 

VIPR ve NCBI Virus veritabanlarından toplanan toplam dizi sayısı 93.382'dir. Benzer 

dizilerin çıkartılmasından sonra, sayı 12.413'e düşmüştür (~%87'lik bir azalma). hRSV 

için gözlemlenen maksimum entropi değeri, M2-2 proteininde 43’üncü nonamer 

pozisyonunda ~4.2 olarak bulunmuştur. Bununla birlikte, proteom çapında ortalama 

entropi genel olarak düşüktür (~0.8) ve bu nedenle yüksek korunmuşluk 

göstermektedir ve bu değerler ~0.5 ( protein N) ile ~2.3 (protein M2-2) arasındadır. 

Varyantların çoğu (~%55) 0 ile 1 entropi aralığı arasındadır. Nonamer pozisyonlarının 

yaklaşık yarısı (~%51) yüksek oranda korunmuş olarak sınıflandırılmıştır (indeks 

insidansı ≥ %90). Epitop tahmini için 2269 yüksek oranda korunmuş nonamer dizisi 

seçilmiştir. 2269 nonamer dizisinden, sırasıyla MHC Sınıf I ve II için 997 ve 235 

epitop tahmin edilmiştir. 

Bu çalışma, hRSV proteomundaki dizi çeşitliliği ve bunların potansiyel aşı hedefleri 

hakkında bilgi sağlamaktadır. Proteomun ve tahmin edilen epitoplarının yüksek 

düzeyde korunması, profilaktik hRSV aşı tasarımı için daha fazla araştırmanın 

gerekliliğini ortaya koymaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Viral dizi analizi, immünoinformatik, aşı hedef keşfi 
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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 II 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 I 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.  GİRİŞ 

1.1 Tezin Kapsamı ve Amacı 

Halka açık veritabanlarında sürekli artmakta olan viral diziler virüslere ait dizi 

çeşitliliğinin çözülmesi gerekliliğini ortaya koymaktır. hRSV protein ve nükleotit 

sayılarındaki artışlar virüsün neden olduğu hastalıklara karşı önleyici tedaviler 

geliştirilmesine yardımcı olmaktadır. Bu tez hRSV genotip A ve B’nin kantitatif 

analizine odaklanmaktadır. hRSV protein dizilerini karakterize etmek için viral 

varyant dizilerinin farklı popülasyonlarının oluşumu ve bunların bulunma değerleri 

bağışıklık sistemine bağlı analizler ile değerlendirilmiştir. Tez kapsamında cevap 

alınması beklenen araştırma soruları ise şunlardır: 

1. hRSV proteom çeşitliliğini oluşturan viral dizi çeşitliliği dinamiklerinin 

motifleri nelerdir? 

2. Bu motifler birbirleri ile nasıl korelasyon göstermektedir? 

3. Antijenik dizi çeşitliliğinin hRSV aşı tasarımına etkileri nelerdir? 

 

Ayrıca araştırmanın hedeflediği çıktılar ise sırasıyla hRSV antijenik proteom dizi 

çeşitliliğinin immun sistem kapsamında karakterize edilmesi, hRSV antijenik dizi 

çeşitliliği dinamiklerinin kuantifikasyonu ve virüse karşı epitop temelli aday aşı 

hedeflerinin belirlenmesidir. 

1.2 Hipotez 

Araştırmanın hipotezi, hRSV çeşitlilik dinamiklerinin viral fitness seçiminde görev 

alan ve proteomun kendi organizasyonu içindeki var olan karakteristik dizi motifleri 

ile temsil edildiğidir.  
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2.  LİTERATÜR ARAŞTIRMASI 

2.1. Hastalığın Epidemiyolojisi 

İnsan solunum sinsityal virüsü bronşit ve zatürre gibi ölümcül olabilecek hastalıklara 

neden olan bir virüstür. Genellikle çocuklarda ve genç yetişkinlerde görülmekle 

birlikte yaşlı bireylerde de görülme sıklığı gittikçe artmaktadır. Dünya genelinde etki 

gösteren hRSV, çocuklarda ve genç yetişkinlerde her sene ortalama 30 milyon kişinin 

akut solunum yolu enfeksiyonu geçirmesine neden olmaktadır. Çocuk yaşta olan hasta 

bireyler için ise yılda ortalama 60,000'den fazla ölüm gerçekleşmektedir [1]. 

Enfeksiyon sonucu oluşan morbidite ve mortalite sayıları ülkeler arasında çeşitlilik 

göstermektedir. Örnek olarak Brezilya'da enfekte olup çocuk servisine yatan hastaların 

oranı %35 [2], İtalya'da %22, Belçika'da %35 ve İngiltere'de %59 olarak görülmüştür 

[3]. 

2.1.1 Mevsimsellik 

İnsan solunum sinsityal virüsünün mevsimselliği çeşitli araştırmalarda ortaya 

çıkarılmıştır. Bu virüsün neden olduğu enfeksiyonlar yıl boyunca etkinlik göstermekle 

birlikte en çok kış aylarında dominant özellik göstermektedir [4]. Diğer enfeksiyonlar 

ise daha çok Kasım ve Aralık aylarında gerçekleşmektedir [5]. 

2.2 İnsan Solunum Sinsityal Virüsü 

2.2.1 Tarihçe 

RSV ilk olarak 1955 yılında Walter Reed Army Araştırma Enstitüsünde (WRAIR, 

Washington, DC, ABD) 20 şempanzede görülen öksürme, aksırma, mukopürülan 

akıntı ile karakterize edilmiştir [6]. Viral izolasyon karaciğer hücrelerinde 

gerçekleştirilerek fare, hamster, tavşan ve şempanze gibi laboratuvar hayvanlarında 

inoküle edilmiş ve semptom geliştirme durumu kontrol edilmiştir. Daha sonraki 

çalışmalarda insanda izolasyon gerçekleştirme işlemi başarısız olmasında rağmen  
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şempanzeden elde edilen ajana karşı kompleman fiksasyonu ile antikor titresinde bir 

artış tespit edilmiş ve buna bağlı olarak gençlerde ve yetişkinlerde paralel olarak yeni 

çalışmalar başlatılmıştır. Sonraki yıllarda Chanock ve arkadaşları tarafından 

gerçekleştirilen çalışmada şempanzede bulunan ajanın bir benzeri zatürre hastası bir 

çocuktan ve kuş palazı hastalığı olan başka bir çocuktan izole edilmiştir [7,8]. İzole 

edilen bu ajana ise insan solunum sinsityal virüsü (hRSV) adını vermişlerdir. 

2.2.2 Genom yapısı ve nomenklatür 

İnsan solunum sinsityal virüsü (hRSV), taksanomik sınıflandırmada       

Negarnaviricota şubesi, Monjiviricetes sınıfı, Mononegavirales takımı,  

Pneumoviridae ailesi, Orthopneumovirus cinsi içerisinde bulunmaktadır [9,10,11]. 

hRSV, elektron mikroskobun da hem uzun ipliksi yapıda hemde küre şeklindeki 

parçacıklar halinde görülebilmektedir [12]. hRSV, non-segmented yapıda, tek zincirli 

ve negatif polariteli, yaklaşık 15.000 nükleotid içeren bir virüstür. Viral genomu 

toplamda 10 gen içerir ve bu genler 11 protein kodlamaktadırlar. Bu proteinlerin 9 

tanesi yapısal, 2 tanesi (NS1-NS2) ise yapısal olmayan proteinlerdir [13]. 3'-5' 

yönünde RNA zincirine sahip hRSV genleri genom içersinde NS1-NS2-N-P-M-SH-

G-F-M2-L şeklinde sıralanmaktadır [Şekil 2.2.2]. 

 

 

Şekil 2.2.2 : hRSV virion yapısı ve genom kompozisyonu. Referans [14]’ten 

uyarlanmıştır. 
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hRSV aşılarının geliştirilmesi için kullanılan stratejilerin arkasında yatan mantığı 

anlayabilmek için virüsün sahip olduğu proteinlerin görevlerinin çok iyi bilinmesi 

gerekmektedir. Bu bilgiler ve her bir protein için genetik çeşitlilik oranları Tablo 

2.2.2’de özetlenmiştir. 

 

Tablo 2.2.2 : hRSV proteinlerinin görevleri. 

Protein Görevi 

NS1 Tip I interferon üretimini inhibe etmek [15,16,17] 

 

 

 

 

NS2 

 

Tip I interferon üretimini ve CD8+ T hücre sitotoksisitesini inhibe 

etmek [18,19] 
 

N 

 

 

Genom kapsidasyonunda ve immünolojik sinaps oluşumuna 

müdahalede yer alır. [20,21] 

 

P 

 

 

Viral replikaz-transkriptaz kompleksinde L proteini için kofaktör 

olarak görev yapar. [22,23] 

 

M 

 

 

Virion oluşumunda görev alır ve viral transkriptaz aktivitesini inhibe 

eder. [24] 

 

SH 

 

 

Katyon seçici iyon kanalları oluşturarak enfekte olmuş hücrelerin 

geçirgenliğine müdahale eder. [25] 

 

 

G 

 

Virüsün heparan sülfat gibi glikozaminglikanlara bağlanmasını 

kolaylaştırır. [26,27] 

 

F 

 

Virüs penetrasyonuna ve virus ile sitoplazmik membrane arasında 

füzyona aracılık eder. [28] 

 

M2-1 

 

Translasyonun anti-terminatörü olarak görev yapar. [29,30] 

 

 

M2-2 Viral mRNA sentezini negatif olarak module eder. [31]  

L 

 

Viral transkripsiyonu ve replikasyonu gerçekleştirir. [32] 
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2.2.3 hRSV’nin sınıflandırılması 

Monoklonal antikorların kullanılması ile hRSV’nin iki antijenik gruba ayrıldığı 

gösterilmiştir. Bunlar Genotip A ve B şeklinde adlandırılır. Monoklonal antikorların 

kullanılmasının yanı sıra virüsün G protein dizisine dayanan moleküler düzeydeki 

diğer çalışmalar da bu sınıflandırmayı ispat etmiştir [33,34]. G proteinin 

kullanılmasının sebebi ise en fazla dizi çeşitliliğin bu proteine ait olmasıdır [35]. 

Günümüzdeki çalışmalarda ise bu sınıflandırmanın G geni üzerinden yapıldığı ancak 

bu genin farklı korunmuş bölgeleri kullanılarak yapıldığı literatürde görülmektedir. 

Bunlar, G geninin tamamı kullanılarak [36], HVR2 bölgesi kullanılarak [37] ve 

Ektodomain bölgesi kullanılarak [38] yapılan sınıflandırmalardır. 

2.2.4. hRSV patogenezi 

hRSV patogenezinin anlaşılmasının güç olmasının nedenlerinden bazıları pulmoner 

immun hücrelerine dayanan çalışmaların çocuklarda uygulanmasının zor olması 

[39,40] ve birçok araştırmacının neonatal modeller yerine yetişkinler üzerinde 

çalışmalar yapmasıdır [41]. hRSV patogenezini etkileyen faktörler ise viral, konak ve 

çevresel faktörler olarak gösterilebilir [Şekil 2.2.4]. 
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Şekil 2.2.4 : hRSV patogenezini etkileyen faktörler. Referans [42]’den uyarlanmıştır. 

 

2.2.5 Viral çeşitlilik mekanizması 

hRSV’nin non-segmented yapıda olması virüsün influenza virüsleri gibi antijenik şift 

ve drift gibi reassortment olaylarına uğramamasına yol açmaktadır. Bu yüzden viral 

çeşitliliğin mekanizmaları segmented virüslerin sahip olduğu mekanizmalardan 

farklılık göstermektedir. L geninin ürettiği RNA bağımlı RNA polimerazın 

proofreading ve editing kapasitelerinin az olması ve çevresel faktörlerin oluşturduğu 

seçim baskısı bu mekanizmalara örnek olarak gösterilebilir [43].  

2.2.6 hRSV aşı çalışmalarındaki gelişmeler ve karşılaşılan zorluklar 

hRSV aşı geliştirme çalışmalarının önem kazanmasının çeşitli nedenleri 

bulunmaktadır. Bunlara örnek olarak viral proteinlerin yapılarının ve fonksiyonlarının, 

virion morfolojisi ve yapısının, virüsün neden olduğu hastalıklara karşı oluşan immun 

tepkinin ve aşı sonucu hastalık derecesinin azalması yerine artması verilebilir. Bu 

durumlar hRSV için günümüzde etkili ve güvenli bir aşının bulunmasının gerekliliğini 

ortaya koymaktadır. Ayrıca günümüzde 30’dan fazla aşı adayının klinik  ya da klinik 

öncesi çalışmalarının devam ettiği görülmektedir [44,45]. 

 

Parçacık temelli ve subunit temelli aşıların yaşlılar üzerinde hastalığı ilerletici etkiye 

sahip olabileceği endişeleri günümüz bilim dünyasında süregelen bir durumdur. Bu 
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endişelerin yanı sıra, hRSV aşı geliştirme çalışmaları genellikle F ve G proteinleri 

üzerine yoğunlaşmış bulunmaktadır. İnaktive edilmiş aşılar ve subunit temelli aşıların 

hastalığı ilerletme ihtimali nedeniyle güvenlik açısından sıkıntı çıkarmaktadır. Canlı 

aşıların ise böyle bir sorunu bulunmamaktadır. Son çalışmalara bakılacak olursa canlı 

aşı adayı olan ve sıcaklık hassasiyetine bağlı olarak mutasyon geliştirme ihtimali 

stabilitize edilmiş bir hRSV aşısı 6 ve 24 aylık bebeklerde test edilmiştir. Çalışmanın 

sonucunda aşının genetik stabilitesinin artmış olduğu gösterilmiştir [46]. 

 

Birçok aşı adayının klinik ve klinik öncesi çalışmalarının devam etmesinin yanı sıra 

hRSV için efektif, güvenli ve hastalık özelinde bir tedavinin geliştirilememiş olması, 

ayrıca virüsün yol açtığı hastalığın global ölçekte etkili olması gibi nedenlerden dolayı 

aşı keşfetme çalışmaları bilim dünyasında büyük bir ilgi uyandırmıştır. Ancak hRSV  

 

 

aşısı geliştirmenin çeşitli zorlukları bulunmaktadır. Neonatal adaptif ve doğuştan gelen 

immun tepkisindeki bozukluklar, bebek aşılamalarında problem çıkarmaktadır. Ayrıca 

bebeklerde bulunan maternal antikorların varlığı onlara güçlü bir koruma sağlasada 

kendi antikor tepkilerinin baskılanmasına da yol açabilir [47]. 

 

Tüm bu nedenlerden dolayı hRSV için epitop temelli bir aşı geliştirilmesi gelecek 

açısından ümit verici olarak gözükmektedir.  

2.3 hRSV’nin Antijenik Dizi Çeşitliliği 

hRSV, A ve B olmak üzere iki temel antijenik gruba ayrılmaktadır. Bu iki grup 

yaklaşık 350 sene önce G proteininin antijenik ve dizi temelli varyasyonları temel 

alınarak belirlenmiştir [48-51]. Ayrıca her bir antijenik grup için birçok genotip 

tanımlanmıştır [52,53]. Yapılan son çalışmalarda her antijenik gruba özel G proteinine 

ait genetik modifikasyonlar tespit edilmiştir. ON genotipi 72 nükleotitlik duplikasyon 

içerir ve A grubu ile ilişkilendirilir. BA genotipi ise 60 nükleotitlik duplikasyon içerir 

ve B grubu ile ilişkilendirilir [54-56]. Bu iki genotip viral dolaşımda global olarak 

zamanla dominant hale gelmiştir ve in vitro açıdan viral fitness ve bağlanma 

özelliliğinin arttığı gözlemlenmiştir [57]. Ayrıca, hRSV-A ve hRSV-B gruplarındaki 

genetik varyasyonlar birincil epitopları tanıyan anti-G monoklonal antikorlarındaki 
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indüksiyon ile korelasyon göstererek hRSV için immun yönelimli evrime kanıt 

oluşturmaktadır [58]. 

2.4 hRSV Dizi Çeşitliliği ve Dinamiklerini Çözmek İçin Kullanılan 

Biyoinformatik Yaklaşım 

Dünya genelinde araştırmalar artık hipotez güdümlü olmaktan veri yönelimli olmaya 

doğru gitmektedir. Bu durum gelişen genomik ve proteomik alanlarından elde edilen 

veriler ile gittikçe belirgin hale gelmektedir. Bu sayede tüm genler ve proteinlerin 

çalışılabilmesi mümkün hale gelecektir. Bu durum elde edilen bilimsel veri hacminin 

artışına yol açmakta olup bu verilerin sistematik olarak analiz edilmesi için 

biyoinformatik yaklaşımların gerekliliğini ortaya koymaktadır. Ayrıca çeşitli 

kaynaklardan elde edilen verilerin manipülasyonu ve analizi için de biyoinformatik 

yaklaşımların gerekliliği elzem bir durumdur [59]. 

 

Bu tez çalışması hRSV protein dizi çeşitliliği ve dinamiklerini çözmek için 

biyoinformatik temelli bir yaklaşıma odaklanmış ve virüsün iki antijenik (A ve B) alt  

grubuna ait protein dizilerinden oluşturan veriseti kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Halka açık veritabanlarından elde edilen bu veriseti (NCBI Virus, VIPR-Virus 

Pathogen Database and Analysis Resource) analiz edilerek viral proteinlerin korunmuş 

bölgeleri tespit edilmiş ve bu bölgelerden potansiyel olarak epitope olma ihtimali olan 

nanomer diziler IEDB – Immune Epitope Database kullanılarak belirlenmiştir. 

Çalışmadan elde edilen sonuçlar ise moleküler docking ve moleküler simülasyon 

deneyleri yapılarak desteklenmiş ve epitope temelli aşı çalışmalarına katkıda 

bulunması amaçlanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.  ARAŞTIRMA YÖNTEMİ 

3.1 Projeye Genel Bakış 

Bu projede kullanılan biyoinformatik analizler Şekil 3.1’de gösterilmiştir. Bu analizler 

içerisinde, veri toplama ve sınıflandırma ilk aşamada yer almaktadır. Bunu takip eden 

veri işleme sürecinde ise, verileri analiz için uygun hale getirme ve deduplikasyon 

işleminin gerçekleştirilmesi, verileri birleştirme, birleştirilen verilerin dizi hizalamala 

analizlerinin yapılması ve sonuçlarının kontrol edilmesi, hizalanan dizilerin proteom 

düzeyinde dizi çeşitliliğinin belirlenmesi, dizi çeşitliliği motiflerinin karakterizasyonu 

ve nicel olarak ölçümü, korunmuşluk içeren ve çeşitlilik gösteren dizi bölgelerinin 

dağılımının saptanması, potansiyel aşı adayı epitopların belirlenmesi, moleküler 

docking analizleri ve sonuçların moleküler dinamik simülasyonları ile desteklenmesi 

bulunmaktadır. 
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Şekil 3.1 : Araştırma yöntemine genel bakış. 
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3.2 Verilerin Toplanması ve Sınıflandırılması 

İnsan solunum sinsityal virüsü (hRSV) A ve B alt tiplerinin tüm protein dizileri NCBI 

Virus [60] ve VIPR [61] veritabanlarından 31.03.2021 tarihinde indirilmiştir. İndirilen 

protein dizileri virüsün 11 proteini (F,G,L,M,M2-1,M2-2,N,NS1,NS2,P,SH) dikkate 

alınarak sınıflandırılmıştır. Bu araştırmanın virüsün insanda neden olduğu hastalıklara 

karşı profilaktif aşı çalışmalarına katkı sağlaması hedeflendiği için konak olarak insan 

seçilmiştir. Her iki veritabanında da protein dizilerinin farklı uzunluklardaki kayıtları 

bulunmaktadır. Bu durum, dizi hizalamalarında hatalara yol açabileceğinden dolayı 

her iki alt tipin proteinleri için NCBI veritabanından referans protein dizileri 

seçilmiştir. Dizi uzunlukları referans değerinde olan ve bu değerden en fazla %10 

uzaklıkta olan diziler analiz için seçilmiştir. 

3.3 Verilerin İşlenmesi 

3.3.1 Veri birleştirmesi, temizliği ve deduplikasyonu 

NCBI Virus ve VIPR veritabanlarından indirilen veriler tek dosya haline getirilerek 

birleştirilmiştir. Analizlerde sorun oluşturabilecek protein dizileri kontrol edilmiş ve 

veri setinden çıkartılmıştır. Her iki veritabınında da bulunan ortak diziler CD-HIT [62] 

programı kullanılarak tekilleştirilmiştir. Bu işlemde, dizi benzerliği eşik değerini ifade 

eden -c parametresi 1 olarak seçilmiştir. Benzerlik değerini hesaplamada kullanılacak 

olan ve dizi uzunluğunu belirleyen -n değeri ise varsayılan değer olan 5 olarak 

seçilmiştir. Bu değer, aynı zamanda programın 0.7-1 eşik değeri aralığı için önerdiği 

değerdir. Analiz sonuçlarının güvenilir olması ve verilerin sınıflandırılmasının 

doğruluğundan emin olmak için hata içeren protein dizilerinin üst verileri, NCBI [63] 

ve Uniprot [64] veritabanları kullanılarak kontrol edilmiş ve hatalar düzeltilmiştir. 

Yapılan bu işlemler, veri setinde oluşabilecek yanlılığın da önüne geçilmesini 

sağlayarak verileri analize hazır hale getirmiştir. 
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3.3.2 Çoklu dizi hizalaması 

Çoklu dizi hizalaması herhangi bir biyoinformatik analiz için hayati öneme sahip bir 

dizi karşılaştırma analizidir. Hâlihazırda birçok dizi hizalaması analizi yapan 

programlar bulunmakla birlikte, bu programlar hem açık kaynak kodlu olarak hem de 

ticari versiyon olarak kullanıcılara sunulmaktadır. Analize hazır protein veri seti, açık 

kaynak kodlu MUSCLE [65] programı kullanılarak analiz edilmiştir. 

3.3.3 Çoklu dizi hizalaması sonuçlarının kontrolü 

Çoklu dizi hizalaması sonuçları, her bir protein veri seti için AliView [66] programı 

kullanılarak kontrol edilmiştir. Analiz edilen 11 protein veri seti arasından sadece G 

proteininde 240’ıncı pozisyondan sonra yer yer boşluklar gözlemlenmiştir. Diğer 

proteinler için herhangi bir sorunla karşılaşılmamıştır. 

3.4 Proteome Dizi Çeşitliliğinin Karakterizasyonu 

Shannon entropisi [67], İnsan solunum sinsityal virüsü (hRSV) proteomunun dizi 

çeşitliliğini belirlemek için kullanılmıştır. Sliding k-mer window yaklaşımı ise 

hücresel bağışıklık tepkisi oluşturabilecek peptidlerin belirlenmesi için çoklu dizi 

hizalaması sonuçlarına uygulanmıştır. Bu yaklaşımda k değeri olarak 9 seçilmiştir. 

Çünkü, insan lökosit antijenleri (HLAs) ve T hücresi reseptör (TCR) bağlanma 

bölgeleri çoğunlukla bu uzunluktaki peptidleri (nonamer) tanımaktadır. Nonamer 

çeşitliliği, her üst üste gelen pozisyonlar için (1-9,2-10,3-11 vb.) entropi değeri 

belirlenerek hesaplanmıştır. Entropi değeri olan H(x), dizi hizalaması sonuçlarındaki 

ilgili pozisyonlar için şu formül kullanılarak hesaplanmıştır. 
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H(x) = −∑p(i, x)

n(x)

i=1

 log2 p(i, x) 

 

Bu formülde p(i,x), i nonamer dizisinin x pozisyonunda bulunma olasılığını ifade eder. 

Entropi değeri H(x), n(x) değeri olan toplam nonamer dizisi arttıkça artış gösterir. 

Entropi değeri, x pozisyonunda bulunan dizi çeşitliliğini belirtir ve aynı zamanda x 

pozisyonunda bulunan nonamerlerin birbirleri ile göreceli olasılığına da bağlıdır. İlgili 

nonamer dizisinin x pozisyonunda dominant olması o pozisyon için entropi değerini 

azaltıcı etki gösterir. Bu durum, x pozisyonunun nonamer dizileri açısından 

korunmuşluk gösterdiğini kanıtlar. Entropi değerini etkileyen bir başka faktör ise dizi 

hizalamasında bulunan proteinlerin sayısıdır. Paninski kuralına göre dizi 

hizalamasındaki proteinlerin sayısı N olarak ifade edilirse hizalamada oluşabilecek 

istatistiksel yanlılık N ile ters orantılı olarak değişim göstermektedir [68]. Her x 

pozisyonu için entropi değerinde N sayısını ele alarak istatistiksel olarak düzenleme 

yapılması analiz sonuçlarının doğruluğu açısından büyük önem arz etmektedir. 

Anlatılan tüm bu aşamaların analizi, DiMA (Diversity Motif Analyzer) [69] programı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

 

3.5 Çeşitlilik Motiflerinin Karakterizasyonu ve Kuantifikasyonu 

Entropi değeri protein dizi çeşitliliği hakkında genel olarak bilgi sahibi olmamızı 

sağlar. Bu çeşitliliğin nicel ölçümü ve karakterizasyonu için dizi çeşitliliği motiflerini 

incelemek gereklidir. Motiflerin karakterizasyonu çoklu dizi hizalamasındaki her bir 

nonamer pozisyonu için o pozisyonda bulunan farklı nonamer dizilerinin nicel ölçümü 

yapılarak gerçekleştirilmiştir [70]. En çok tekrar eden nonamer dizisi “index” olarak 

adlandırılmıştır. Bunun dışında kalan nonamerler ise “varyantlar” olarak 

isimlendirilmiştir ve index nonamer dizisinden en az 1 amino asiti farklıdır. 

Varyantların içinde en sık bulununan nonamer dizisi “major”, major motifinden daha 

az sıklıkta olan ve birden fazla bulunan nonamer dizisi ise “minor” olarak 

tanımlanmıştır. Tek olarak bulunan çeşitlilik motifine ise “özgün” denilmiştir. Bu 

motiflere ek olarak “nonatipler” tüm motiflerin (index,major,minor,özgün)  
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nonamerleri toplamının dizi hizalamasındaki tüm dizilerin toplamına bölünmesi 

sonucu hesaplanmış ve proteom düzeyinde dizi dinamiklerini açığa çıkarmıştır. 

 

3.6 Korunmuş ve Çeşitlilik Gösteren Dizilerin Dağılımı ve Aşı Hedefi Olabilecek 

Aday Epitopların Belirlenmesi 

Korunmuşluk içeren ve çeşitlilik gösteren peptidleri incelemek için index motifi kendi 

arasında 5 kategoriye ayrılmıştır: 

1. Çok yüksek derecede çeşitliliğe sahip (index değeri %10’dan küçük) 

 

2. Yüksek derecede çeşitliliğe sahip (index değeri %20’den küçük, %10’dan 

büyük ve eşit) 

 

3. Karışık değişkenleri içeren (index değeri %90’dan küçük, %20’den büyük ve 

eşit) 

 

4. Yüksek derecede korunmuşluğa sahip (index değeri %100’den küçük, 

%90’dan büyük ve eşit) 

 

5. Tamamen korunmuş (index değeri %100’e eşit) 

 

Yüksek derecede korunmuşluğa sahip ve tamamen korunmuş olan nonamer dizileri 

çok düşük entropi değerlerine sahip olmakla birlikte evrimsel açıdan da dirençlilik 

gösterirler. Bu yüzden aşı adayı olabilecek epitoplar bu kategorilere ait dizilerden 

seçilmiştir ve amino asit dizileri üst üste gelen nonamerler birbirleri ile birleştirilmiştir. 

Birleştirilen nonamerlerin immünojenitesi IEDB [71] veritabanı kullanılarak 

araştırılmıştır. Virüse ait deneysel olarak ispatlanan ve rapor edilen epitoplar da IEDB 

veritabanı kullanılarak belirlenmiştir.
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3.7 Epitop Tahmini 

CD8+ T hücresi (CTL) epitopları, MHC-I bağlanma kapasitelerini hesaplayan 

IEDB’nin web tabanlı tahmin programı ile (http://tools.iedb.org/mhci/) ortaya 

çıkarılmıştır. Yüksek derecede korunmuşluğa sahip ve tamamen korunmuş olan 

nonamer dizileri program için giriş verisi olarak kullanılmış ve tahmin metodu olarak 

veritabanının önerdiği NetMHCPan 4.1 EL [72] algoritması kullanılmıştır. 

Epitopların, HLA (İnsan Lökosit Antijeni) bağlanma kapasitelerini ölçmek için 12 

süpertipten (A1,A2,A3,A24,A26,B7,B8,B27,B39,B44,B58,B62) toplam 95 alel 

seçilmiştir. Eşik değeri olarak %1’den küçük skora sahip [73,74] (iyi bağlanma 

kapasitesi gösteren) olan epitoplar ve onlara karşılık gelen HLA alelleri ileri analizler 

için seçilmiştir. Aynı zamanda, CD4+ T hücresi (HTL) epitopları da, MHC-II 

bağlanma kapasitelerini hesaplayan IEDB’nin web tabanlı tahmin programı ile 

(http://tools.iedb.org/mhcii/) analiz edilmiştir. MHC-I’den farklı olarak MHC-II giriş 

verileri için 15 amino asit uzunluğundaki dizilerin kullanılması gerekmektedir. Bu 

uzunluktaki diziler birleştirilen nonamer dizilerinden üretilmiştir. Tahmin metodu 

olarak veritabanının önerdiği IEDB recommended seçeneği kullanılmıştır. Bu 

metodun içeriğinde farklı aleller için olmak üzere Consensus, NN-align, SMM-align, 

CombLib ve Sturniolo olarak adlandırılan beş farklı algoritma bulunmaktadır. Eğer 

bağlanma kapasitesi ölçülmek istenen HLA aleli bu algoritmalardan biri ile tahmin 

edilemiyorsa NetMHCIIpan algoritması ile veriler analiz edilmektedir. Analiz 

sonuçları algoritmaların ortak skorları kullanılarak üretilmiştir. MHC-II sınıfındaki 

epitopların tahmini için üç süpertipe (DP,DQ,DR) ait toplam 45 alel seçilmiştir. Eşik 

değeri ise %10 olarak belirlenmiştir [75]. Tahmin edilen epitoplar ve onlara karşılık 

gelen aleller ileri analizler için seçilmiştir. 

 

3.8 Moleküler Docking Analizleri 

Her bir proteine ait epitop tahmin sonuçları incelenerek moleküler docking analizleri 

için hazır hale getirilmiştir. Hesaplama gücü ve analiz süreci gibi etkenler göz önüne 

alınarak her protein için sonuçların %1’i kadar aday epitoplar hem MHC-I hem de 

MHC-II için belirlenmiştir. Eğer sonuçların %1’i sıfırın altında ise o proteine ait en iyi 

tahmin skoruna sahip aday epitop docking analizi için seçilmiştir. Moleküler docking  



 

17 

analizleri için belirlenen epitoplar Schrödinger Maestro [76] arayüzü ile Ligprep [77] 

Ionizer modülü kullanılarak 3 boyutlu hale getirilmiştir ve OPLS4 [78] kuvvet alanı 

kullanılarak minimize edilmiştir. Hazırlanmak istenen aday epitoplar için pH değeri 7-

7,2 aralığında seçilmiştir. Aday epitoplara karşılık gelen HLA alelleri ise Protein 

Preparation Wizard [79,80] kullanılarak su molekülleri ve tampon moleküllerinden 

arındırılmıştır. N ve C terminal uçlarına sırasıyla N-asetil ve N-metil amid eklenmiş 

ve eksik yan zincirler varsa ekleme yapılarak  analizlere hazır hale getirilmiştir. 

Moleküler docking analizleri ise Glide Ligand Docking [81-84] modülü kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Tüm ligandlar hedef proteinin bağlanma bölgesine dock 

edilmiştir. Protein ve ligand arasındaki maksimum uzaklık 5 Å olarak seçilmiştir. 

MHC-I için 51, MHC-II için sekiz olmak üzere toplamda 59 docking analizi 

gerçekleştirilmiştir. Analizler tamamlandıktan sonra pozlar ve skorlar incelenmiştir. 

Yüksek skora ve hidrojen bağı,  elektrostatik etkileşimler ve hidrofobik etkileşimlere 

sahip, çakışma göstermeyen  aday epitoplar belirlenerek moleküler dinamik 

simülasyonları için hazırlanmıştır. 

 

3.9 Moleküler Dinamik Simülasyonları 

Moleküler docking sonuçları incelenerek elde edilen aday epitoplar ve onlara karşılık 

gelen HLA alelleri birleştirilerek yeni bir kompleks elde edilmiştir. Elde edilen her bir 

kompleks ortorombik kutu içerisine kompleks ve kutu arasındaki maksimum uzaklık 

10 Å olacak biçimde yerleştirilmiştir. Daha sonra her ortorombik kutunun içi Tip5P su 

molekülleri ve 0,15 M NaCl kullanılarak doldurulmuştur. Na+ ve Cl- iyonlarının 

miktarı ayarlanarak sistem nötralize hale getirilmiştir. Tüm ağır atomlar analiz için 

sınırlandırılmış ve 100 pikosaniyede OPLS4 kuvvet alanı kullanılarak sistem 

minimizasyonu gerçekleştirilmiştir. Oluşturulan sistemlerin her biri 250 nanosaniyede 

izotermik (Nose-Hoover chain, 1 pikosaniye relaksasyon zamanı) ve izobarik 

(Martyna-Tobial-Klein, 2 pikosaniye relaksasyon zamanı) ortamda simülasyona 

uğratılmıştır. Bu analizler için Schrödinger Maestro arayüzü ile açık kaynak kodlu 

Desmond [85,86] programı kullanılmıştır.  
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4.  BULGULAR 

4.1 Analizde Kullanılan Verilere Ait Bilgiler 

NCBI Virus ve VIPR veritabanlarından indirilen insan solunum sinsityal virüsü 

protein dizilerine ait birleştirilen ve tekilleştirilen veri seti, virüsün 11 proteini için 

toplam 13770 kayıttan oluşmaktadır. Bu sayı, veri setinin protein dizilerine göre 

sınıflandırılması ve tekrar tekilleştirilmesi işleminden sonra 5766’ya düşmüştür. 

Virüsün her iki alt tipinin de benzer uzunlukluktaki protein dizilerine sahip olduğu 

görülmektedir (Tablo 4.1.1). Ayrıca, proteinlerin kendi içindeki dizi çeşitliliği de en 

düşük benzerlik oranına bakılarak incelenebilir. Virüsün en fazla çeşitliliğe sahip 

proteini en düşük benzerlik oranı %35,39 olan G proteini iken en fazla korunmuş bölge 

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

Not. Minumum Dizi Benzerlik Oranı her bir protein için çok dizi hizalaması sonuçları kullanılarak hesaplanmıştır. 

Protein Genotip A Uzunluğu Genotip B Uzunluğu Minimum Benzerlik (%)* Toplam İndirilen Dizi Toplam Özgün 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 
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NCBI Virus veritabanından indirilen veri seti incelendiğinde protein dizilerinin 

dağılımının 1956 ve 2019 yılları arasında olduğu görülmektedir. En fazla protein dizisi 

eklenen yıl ise 2013’tür ve eklenen protein dizisi kaydı 7328’dir (Şekil 4.1.1). 

 

 

Şekil 4.1.1 : NCBI Virus veritabanında bulunan dizilerin zamana bağlı olarak 

dağılımı. 

 

 

NCBI Virus veritabanından indirilen veri setindeki protein dizileri Asya, Afrika, 

Avrupa, Kuzey Amerika, Güney Amerika ve Okyanusya olmak üzere altı farklı kıtada 

ve 71 farklı ülkede coğrafi dağılım göstermektedir (Şekil 4.1.2). Veri setindeki en 

büyük yüzdeye sahip olan ülke %23 ile Amerika’dır. 
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Şekil 4.1.2 : NCBI Virus veritabanında bulunan dizilerin coğrafi dağılımı. 

 

 

VIPR veritabanından indirilen veri seti incelendiğinde protein dizilerinin dağılımının 

1956 ve 2019 yılları arasında olduğu görülmektedir. En fazla protein dizisi eklenen yıl 

ise 2013’tür ve eklenen protein dizisi kaydı 7102’dir (Şekil 4.1.3). Bu sayının, NCBI 

Virus veritabanından indirilen veri setinde farklı olması veritabanlarında bulunan 

protein dizileri arasında farklılık olduğuna işaret etmektedir. Çalışmanın geniş 

kapsamlı olması açısından farklı veritabanlarının kullanılmasının önemini de ortaya 

koymaktadır. 

 

 

Şekil 4.1.3 : VIPR veritabanında bulunan dizilerin zamana bağlı olarak dağılımı. 
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VIPR veritabanından indirilen veri setindeki protein dizileri NCBI Virus veritabanı ile 

aynı olarak Asya, Afrika, Avrupa, Kuzey Amerika, Güney Amerika ve Okyanusya 

olmak üzere altı farklı kıtada ve 71 farklı ülkede coğrafi dağılım göstermektedir (Şekil 

4.1.4). Veri setindeki en büyük yüzdeye sahip olan ülke %26 ile Amerika’dır. Diğer 

ülkelerde NCBI Virus veritabanındaki protein dizileri ile benzer yüzdelere sahiptir. 

 

 

Şekil 4.1.4 : VIPR veritabanında bulunan dizilerin coğrafi dağılımı. 

 

 

4.2 Protem Dizi Çeşitliliği 

hRSV proteome dizi çeşitliliği Shannon entropisi kullanılarak ölçülmüştür. Proteome 

düzeyinde entropi değeri ortalama 0,79 olarak bulunmuştur ve entropi değeri dağılımı 

0 ile 4,19 arasında değişim göstermiştir. Buna bağlı olarak, proteome düzeyinde 

korunmuşluk yüzdesi yüksek olarak ifade edilebilir. Proteome düzeyindeki total 

varyantların ortalama değeri ise %22,66’dır ve varyantların değer dağılımı %0 ile 

%79,33 arasında bulunmuştur. Dört proteinin (L,M,N,P) ortalama entropi değeri olan 

0,79’dan düşük değere sahip olduğu gözlemlenmiştir (Tablo 4.2.1). 
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Tablo 4.2.1 :   Analiz edilen hRSV dizilerine ait  entropi ve total varyant istatistikleri. 

Protein 

 

Analiz Edilen 

Pozisyon Sayısı 

 

Entropi - H(x) Total Varyant (%) 

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 değeri 1’e eşit ve küçük olan tam 2480 pozisyon hRSV proteomunda 

bulunmuştur. 1612 pozisyonun entropi değeri 2’ye eşit ve küçük olmakla birlikte 1’den 

de büyük olarak gözlemlenmiştir. Bunun yanı sıra, entropi değeri 3’e eşit ve küçük 

olan 2’den de büyük olan 269 pozisyon vardır. 82 pozisyonun entropi değeri 3’den 

büyük, 4’e eşit ve küçüktür. Sadece altı pozisyonun entropi değeri 4’den büyük, 5’e 

eşit ve küçük olarak bulunmuştur. Toplamda analiz edilen 4449 pozisyonun 

%55,7’sinin (entropi değeri 1’e eşit ve küçük olan pozisyonlar) yüksek korunmuşluğa 

sahip olduğu saptanmıştır. Proteome düzeyinde maksimum entropi değeri olan 4,19 

ise M2-2 proteininde bulunmaktadır ve 43-51 pozisyonları arasındaki nonamer 

dizisine aittir. Total varyantların maksimum değeri olan %79,33 ise G proteininde 312-

320 pozisyonları arasındaki nonamerde bulunmuştur. Bu zamana kadar yapılan 

çalışmalarda en yüksek entropi değerine sahip (en fazla çeşitlilik gösteren) nonamer 

HIV-1 B kolunda Env proteinine aittir ve değeri 9,2’dir. Aynı şekilde, en yüksek total 

varyantlar da HIV-1 virüsün Env proteinine ait olup değeri %98’dir. Özellikle entropi 

değerinde yaklaşık 2 kattan fazla bir boşluk olduğu hRSV ve HIV-1 arasında 

görülmektedir (Şekil 4.2.1). Bu durum, hRSV proteomunun genel olarak korunmuş 

bölgelerden oluştuğunu göstermektedir ve uygun aşı adayı epitoplar keşfetmenin 

hRSV için mümkün olduğunu ortaya koymaktadır. 
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Şekil 4.2.1 : hRSV’nin her bir proteini için pozisyonlara ait entropi ve total varyant değerlerini içeren stem grafiği. 
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hRSV proteomunda entropi ve total varyantlar arasında ilişki incelendiğinde iki değer 

arasında güçlü pozitif korelasyon olduğu görülmektedir (Pearson korelasyon katsayısı 

r = 0,89). Tüm nonamer pozisyonları ele alındığında total varyantlar için entropi değeri 

1, toplam nonamerlerin yaklaşık %55’inde görülmüştür. Entropi değeri 2, 3, 4 ve 4,19 

(maksimum entropi değeri) sırasıyla tüm nonamerlerin yaklaşık %36, %6, %1.8 ve 

%1’inde saptanmıştır. Grafik dikkatli incelendiğinde entropi değeri 1-3 aralığı ile total 

varyantların %20-%40 değer aralığında boşluklar gözlemlenmektedir (Şekil 4.2.2). Bu 

durum, diğer virüsler ile kıyaslama yapıldığında olağan dışı olarak karşımıza 

çıkmaktadır ve ilgili bölgenin daha detaylı araştırılmasının gerekliliğini ortaya 

koymaktadır. 

 

 

Şekil 4.2.2 : hRSV proteomunun entropi ve total varyantları arasındaki ilişki. 
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4.3 Çeşitlilik Motiflerinin Dinamiği 

hRSV proteomunun motif çeşitliliği dinamiklerini daha iyi anlamak için 4449 üst üste 

gelen nonamer dizisinin nicel analizi yapılmıştır. M2-2 proteininin örnek olarak 

seçilmiş nonamerleri için motif çeşitliliği dinamikleri Tablo 4.3.1’de incelenebilir. 

Tablo 4.3.1’deki veri setinin M2-2 proteini için başlangıç pozisyonu çoklu dizi 

hizalaması dikkate alındığında 1-13 arasında olan toplam 13 farklı nonamerden 

oluştuğu gözlemlenebilir. 13 farklı nonamerin temsil ettiği toplam nonamer sayısı ise 

2319’dur. Bu nonamerler arasında korunmuşluk derecesi tamamen korunmuş olan bir 

tek nonamer bulunmuştur. 7-15 pozisyonları arasında olan nonamerin entropi değeri 0 

ve index değeri %100 olarak görülmektedir. Diğer nonamerler ise çok yüksek 

korunmuşluğa sahip ve karışık değişkenleri içeren korunmuşluk seviyelerine sahiptir. 

Çok yüksek korunmuşluğa sahip olan nonamerler arasında en yüksek index değeri 

%99,6’dır ve nonamer pozisyonları 8-16 ve 9-17’dir. Entropi değerleri de sırasıyla 

0,04 ve 0,03’tür. Karışık değişkenleri içeren korunmuşluk seviyesine sahip olan 

nonamerler arasında en yüksek index değeri ise %81,4’tür. Bu nonamerlerin 

pozisyonları 1-9 ve 2-10’dur. Entropi değerleri sırasıyla 1,08 ve 1,07’dir. Her iki 

pozisyonun da toplam 105 nonamer dizisi içerdiği tespit edilmiştir. Total varyantların 

değeri bu pozisyonlar için %18,6, major varyantlar için %10.85, minor varyantlar ve 

özgün varyantlar için ise %3,88’dir. Nonatip olarak adlandırılan ve ilgili bölgedeki 

farklı nonamer sayısının o bölgedeki tüm nonamer sayısına bölümü sonucu hesaplanan 

değer ise %6,2’dir. Tablo 4.3.1 genelinde gösterilen nonamer pozisyonlarının 

hiçbirinde düşük destek (ilgili pozisyon için nonamer sayısının 30’dan az olması 

durumu) görülmemiştir. 
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Tablo 4.3.1 : M2-2 proteini için kuantitatif dizi çeşitliliği analizine ait örnek tablo. 

1. TK : Tamamen Korunmuş, YDKS : Yüksek Deredece Korunmuşluğa Sahip, KDİ : Karışık Değişkenleri İçeren 

2. Nonatip : Varyantları oluşturan tüm belirgin nonamer dizileri 

3. “-“ pozisyonun 30 nonamer dizisinden fazla diziye sahip olduğunu belirtir. Eğer sayı 30’dan küçük ise ilgili pozisyon düşük dizi desteğine sahiptir. 

Hizalanmış Nonamerler Entropi 

H(x) 

 

İndex Varyant (%) Nonatip 

(%)2 

Düşük 

Destek3  

Korunmuşluk 

Derecesi 1 

 

Nonamer 

Pozisyonu 

 

Dizi 

Sayısı 

 

Dizi 

 

Değer 

(%) 

 

Sayı 

 

Total 

 

Major 

 

Minor 

 

Özgün 

KDİ 1-9 129 1,08 MTKPKIMIL 81,40 105 18,60 10,85 3,88 3,88 6,20 - 

KDİ 2-10 129 1,07 TKPKIMILP 81,40 105 18,60 10,85 3,88 3,88 6,20 - 

KDİ 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 - 

KDİ 10-18 252 1,26 PDKYPCSIN 50,00 126 50,00 45,24 4,37 0,40 1,19 - 

KDİ 11-19 252 1,33 DKYPCSINS 48,81 123 51,19 45,24 5,56 0,40 1,59 - 

KDİ 12-20 252 1,33 KYPCSINSI 48,81 123 51,19 45,24 5,56 0,40 1,59 - 

KDİ 13-21 252 1,39 YPCSINSIL 48,41 122 51,59 44,84 5,56 1,19 2,38 - 
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Her bir çeşitlilik motifinin total varyantlar ile olan ilişkisi Şekil 4.3.1’de proteom 

düzeyinde incelenmiştir. Total varyantların artış gösterdiği durumlarda tüm motif 

çeşitlerinin özgün bir desene sahip olduğu görülmektedir (Şekil 4.3.1 A.). Total 

varyantların artış gösterdiği durumda major varyantların değerinin piramit deseni 

oluşturduğu gözlemlenmiştir. Major varyantların değerleri 0 ile %49,21 arasında 

değişim göstermektedir. Grafik içerisinde görülen ve index değerinin genelinden farklı 

konumlarda bulunan noktalar ise farklı proteinlerin aynı pozisyonu içinde görülen 

birden fazla index nonamerini temsil etmektedir. SH proteininde 35-43 ve 50-58 

pozisyonları arasındaki nonamerler ile NS2 proteininde 39-47 ve 40-48 pozisyonları 

arasındaki nonamerler için birden fazla index bulunmuştur. Minor ve özgün varyantlar 

ise proteom boyunca hemen hemen her pozisyonda görülebilmektedir. Minor 

varyantların maksimum değeri yaklaşık olarak %58’dir ve bu değere karşılık gelen 

total varyantların değerinin ise %60’a yakın olduğu görülebilir. Özgün varyantların ise 

daha dengeli bir dağılım gösterdiği tespit edilmiştir ve maksimum değeri yaklaşık %21 

olarak bulunmuştur. Nonatipler de özgün varyantlar gibi proteom düzeyinde dengeli 

bir dağılım göstermiştir ve görülen maksimum değer yaklaşık %31 olarak tespit 

edilmiştir. Ayrıca korunmuşluk içeren nonamer dizi değerlerindeki azalmanın %18’e 

kadar düştüğü ve buna karşılık total varyantların değerinin %80’e kadar çıktığı 

görülmektedir. Bu iki değer arasında teorik olarak beklenildiği gibi ters orantı 

gözlemlenmiştir. Tüm çeşitlilik motiflerinin frekans dağılımları keman grafiği 

kullanılarak analiz edilmiştir (Şekil 4.3.1 B.). İndex nonamerler, major varyantlar, 

minor varyantlar, özgün varyantlar ve nonatiplerin proteome boyunca görülen 

ortalama değerleri sırasıyla %77,3, %17,6, %3,7, %1,2 ve %2 olarak ölçülmüştür. 

İndex nonamerlerin değerleri %50-60 ve %90-%100 arasında yoğunluk 

göstermektedir. Major varyantların yoğunluğu ise yaklaşık olarak %20-%30 ve %50-

%60 değerleri arasında fazlalık göstermektedir. Diğer çeşitlilik motifleri için 

yoğunluklar yaklaşık olarak %20-%25 arasında değişiklik göstermektedir. 
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Şekil 4.3.1 : hRSV dizi çeşitliliği motiflerinin proteom düzeyinde dinamikleri. 
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hRSV dizi çeşitliliği motiflerinin protein düzeyindeki dinamikleri, proteom 

düzeyindeki dinamikleri ile benzerlik göstermektedir (Şekil 4.3.2). G ve M2-1 

proteinleri hariç diğer proteinlerin tüm motifleri %20-%40 değer aralığında veri 

noktalarına sahip değildir. Total varyantlar ise tüm proteinlerde %80 değerinin altında 

bulunmaktadır. 

 

 

Şekil 4.3.2 : hRSV dizi çeşitliliği motiflerinin protein düzeyinde dinamikleri.
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hRSV dizi çeşitliliği motiflerinin protein düzeyindeki sıklık dağılımları şekil 4.3.3’de 

keman grafikleri kullanılarak analiz edilmiştir. İndex motifleri incelendiğinde hiçbir 

protein için %20’inin altında değere rastlanmamıştır. G, M2-2 ve SH proteinleri 

dışındaki proteinlerin index değerleri %40-%60 ve %80-%100 aralıklarında yoğunluk 

göstermektedir. Major varyantlar ise tüm proteinlerde %50 değerinin altında veri 

noktalarına sahiptir. Bu durum minor varyantlar incelendiğinde yaklaşık %59 olarak 

tespit edilmiştir. Özgün varyantlar ve nonatipler için ise sırasıyla yaklaşık olarak %22 

ve %32 değerlerinin üstünde veri noktaları görülmemiştir.
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Şekil 4.3.3 : hRSV dizi çeşitliliği motiflerinin dağılımını inceleyen violin (keman) grafiği. 
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4.4 Korunmuş ve Değişkenlik Gösteren Dizilerin Dağılımı 

hRSV proteomunda hemen hemen tüm nonamer dizi pozisyonları karışık değişkenleri 

içeren ve yüksek derecede korunmuşluğa sahip olarak sınıflandırılmıştır (Şekil 4.4.1). 

Protome düzeyinde inceleme yapıldığında karışık değişkenleri içeren nonamer dizileri 

yaklaşık %49 (2180 nonamer dizisi), yüksek derecede korunmuşluk içeren nonamer 

dizileri yaklaşık %47 (2092 nonamer dizisi), tamamen korunmuş nonamer dizileri ise 

yaklaşık %4 (177 nonamer dizisi) olarak bulunmuştur. Sadece L, N, M, M2-1 ve M2-

2 proteinleri tamamen korunmuş (index değeri %100’e eşit) olan nonamer dizilerini 

içermektedir. Çok yüksek derecede çeşitliliğe sahip (index değeri %10’dan küçük) ve 

yüksek derecede çeşitliliğe sahip (index değeri %20’den küçük, %10’dan büyük ve 

eşit) nonamer dizilerine ise hiçbir proteinde rastlanmamıştır. 

 

 

Şekil 4.4.1 : Protein ve proteom düzeyinde hRSV nonamerlerinin korunmuşluk 

derecelerini gösteren grafik. 
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4.5 Çok Yüksek Derecede Korunmuşluk İçeren ve Potansiyel Aşı Hedefi 

Olabilecek İmmünojenik Diziler  

Tamamen korunmuş ve çok yüksek derecede korunmuşluk içeren MHC-I ve MHC-

II’ye ait sırasıyla 997 ve 235 nonamer dizisi belirlenmiştir. MHC-I için belirlenen 

toplam 997 nonamer dizisinin 572’si L proteinine, 110’u F proteinine, 97’si N 

proteinine, 62’si M proteinine, 61’i P proteinine, 37’si M2-1 proteinine, 27’si NS2 

proteinine, 16’sı NS1 proteinine, dokuzu G proteinine, dördü SH proteinine ve ikisi 

M2-2 proteinine aittir. MHC-II için belirlenen toplam 235 nonamer dizisinin 86’sı L 

proteinine, 52’si M proteinine, 48’i M2-1 proteinine, 30’u NS2 proteinine, 13’ü NS1 

proteinine, dördü N proteinine ve ikisi G proteinine aittir. Belirlenen bu dizilerin 

hiçbiri daha önce deneysel olarak T hücrelerine bağlanma afinitesi göstermesi 

açısından ispatlanmamıştır. hRSV epitopları ile ilgili deneysel veriler çok kısıtlı olup 

IEDB veritabanına göre deneysel açıdan ispatlanmış sadece F proteinine ait üç epitop 

bulunmaktadır (Tablo 4.5.1). Ayrıca analizler sonucu elde edilen aday epitoplar ve 

onlara karşı gelen süpertip kısıtlamalı alellere ait örnek veriler Tablo 4.5.2 ve Tablo 

4.5.3’te incelenebilir.  

 

Tablo 4.5.1 : IEDB veritabanına göre deneysel olarak ispatlanmış hRSV epitopları. 

              Protein                                     Dizi                                     Epitop ID 

F 

F 

F 

ISNIETVIEFQQKN 

RLLEITREFSVNAGVTTP 

GKSTTNIMIT 

1087566 

153694 

96322 
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Tablo 4.5.2 : hRSV MHC-I epitopları ve onlara karşılık gelen süpertip kısıtlamalı alellere ait örnek tablo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Not. SK : Süpertip Kısıtlamalı 
 

Protein Peptit Pozisyon A1 A2 A3 A24 A26 B7 B8 B27 B39 B44 B58 B62 

F SSQNITEEF 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 - - - - - - 
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Tablo 4.5.3 : hRSV MHC-II epitopları ve onlara karşılık gelen süpertip kısıtlamalı 

alellere ait örnek tablo. 

Not. SK : Süpertip Kısıtlamalı 
 

 

 

4.6 Moleküler Docking Sonuçları 

Epitop olma olasılığı yüksek olan peptitler  ve bu olası epitopların bağlanması 

öngörülen MHC hedef proteinleri (EK B, EK C) arasında bağlanma etkileşimleri 

docking çalışmarı ile hesaplanmıştır. Yapılan analizler sonucu MHC-I sınıfı için teorik 

olarak bağlanma affinitesi gösteren 3 aday epitop seçilmiştir. Bunlardan ASISQVNEK 

ve VQIVRQQSY nonamerleri F proteinine ait olup sırasıyla HLA-A-11-01 ve HLA-

B-15-03 alelleri ile bağ yapmışlardır [Şekil 4.6.1, Şekil 4.6.2]. Diğer nonamer olan 

KLNEIHLMK ise L proteinine ait olup HLA-A-03-01 aleli ile bağ yapmıştır [Şekil 

4.6.3]. MHC-II sınıfına ait bağlanma affinitesi gösteren bir nonamer bulunamamıştır. 

 

 

 

Protein Peptit Pozisyon A1 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 - - 
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Şekil 4.6.1 : HLA-A-11-01 aleli  ile F-ASISQVNEK nonamerinin moleküler 

docking pozu. 

 

 

 

F-ASISQVNEK nonameri HLA-A-11-01 alelinin TYR7 ve TYR84 backbone 

kısımları ile pi-katyon bağı oluşturduğu, ASN66, TRP147 ve ASP77 amino asitlerinin 

backbone kısmı ile de hidrojen bağı oluşturduğu görülmektedir.  

 
Şekil 4.6.2 : HLA-B-15-03 aleli  ile F-VQIVRQQSY nonamerinin moleküler 

docking pozu. 
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F-VQIVRQQSY nonameri HLA-B-15-03 alelinin TYR7 backbone kısmı ile pi-katyon 

bağı oluşturduğu, GLU152 ve SER116 backbone kısımları ile de hidrojen bağı 

oluşturduğu görülmektedir. 

 

 

 

Şekil 4.6.3 : HLA-A-03-01 aleli  ile L-KLNEIHLMK nonamerinin moleküler 

docking pozu. 

 

 

L-KLNEIHLMK nonameri HLA-A-03-01 alelinin TYR171, GLU63, ASP116 ve 

TYR99 amino asitlerinin backbone kısımları ile hidrojen bağı oluşturdukları 

görülmektedir. 

 

4.7 Moleküler Dinamik Simülasyonlarının Sonuçları 

Moleküler  dinamik simülasyonlarının sonuçları F-ASISQVNEK nonamerinin F-

VQIVRQQSY ve L-KLNEIHLMK nonamerlerinden daha stabil şekilde ilgili 

proteinine bağlandığını göstermiştir. F-ASISQVNEK nonameri için RMSD değeri 250 

nanosaniye boyunca yaklaşık olarak 1 Å  ile 3.5 Å arasında değişim göstermiştir. F-

ASISQVNEK nonamerinin backbone ve yan zincirleri TYR84, TRP147, TYR9, 

GLN55, THR143 aminositleri ile simülasyonun başlangıç ve bitiş pozlarında 

bağlanma göstermiştir [Şekil 4.7.1]. 
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Şekil 4.7.1 : HLA-A-11-01 aleli  ile F-ASISQVNEK nonamerinin moleküler 

dinamik simülasyonu sonuçları. (A) Simülasyon başlangıç pozu, (B) simülasyon bitiş 

pozu, (C) ligand ve proteinin simülasyon boyunca sahip olduğu RMSD değerleri. 
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F-ASISQVNEK nonamerinin simülasyonun %97’si boyunca GLU63 ile N-terminal 

ucundan bağ yaptığı görülmektedir. Ayrıca TYR99 ve ASP77 amino asitleri, 

nonamerin bacbone kısmı ile sırasıyla simülasyonun %87’si ve %93’ü boyunca bağ 

yapmıştır [Şekil 4.7.2]. 

 

 
 

Şekil 4.7.2 : F-ASISQVNEK nonamerinin simülasyon boyunca bağ yaptığı amino 

asitler ve bağlandığı sürenin oranları. 

 

 

F-VQIVRQQSY nonamerinin simülasyon boyunca gösterdiği RMSD değeri yaklaşık 

olarak 1 Å ile 13.5 Å arasında değişim göstermektedir ve bundan dolayı stabilitesi F-

ASISQVNEK nonamerine göre daha düşüktür. F-VQIVRQQSY nonamerinin 

backbone ve yan zincirleri SER77, ASN80, TYR84, SER116, TRP147 aminositleri ile 

simülasyonun başlangıç ve bitiş pozlarında hidrojen bağı ile bağlanma göstermiştir 

[Şekil 4.7.3].  
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Şekil 4.7.3 : HLA-B-15-03 aleli  ile F-VQIVRQQSY nonamerinin moleküler 

dinamik simülasyonu sonuçları. (A) Simülasyon başlangıç pozu, (B) simülasyon bitiş 

pozu, (C) ligand ve proteinin simülasyon boyunca sahip olduğu RMSD değerleri. 
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F-VQIVRQQSY nonamerinin simülasyonun %99’u boyunca ASN80 ile yan 

zincirinden bağ yaptığı görülmektedir. Ayrıca SER77 ve GLU152 amino asitleri, 

nonamerin bacbone kısmı ile sırasıyla simülasyonun %98’i ve %79’u boyunca bağ 

yapmıştır [Şekil 4.7.4]. 

 

 
 

Şekil 4.7.4 : F-VQIVRQQSY nonamerinin simülasyon boyunca bağ yaptığı amino 

asitler ve bağlandığı sürenin oranları. 

 

 

 

L-KLNEIHLMK nonamerinin simülasyon boyunca gösterdiği RMSD değeri yaklaşık 

olarak 0.8 Å ile 5.3 Å arasında değişim göstermektedir ve bundan dolayı stabilitesi F-

ASISQVNEK nonamerine göre daha düşük, F-VQIVRQQSY nonamerine göre daha 

yüksektir. L-KLNEIHLMK nonamerinin backbone ve yan zincirleri TYR84, TYR159,  

TYR171 aminositleri ile simülasyonun başlangıç ve bitiş pozlarında hidrojen bağı ile 

bağlanma göstermiştir [Şekil 4.7.5]. 
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Şekil 4.7.5 : HLA-A-03-01 aleli  ile L-KLNEIHLMK nonamerinin moleküler 

dinamik simülasyonu sonuçları. (A) Simülasyon başlangıç pozu, (B) simülasyon bitiş 

pozu, (C) ligand ve proteinin simülasyon boyunca sahip olduğu RMSD değerleri. 
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L-KLNEIHLMK nonamerinin simülasyonun %99’u boyunca TRP147 ve %95’i 

boyunca ASP77 ile  bağ oluşturduğu  görülmektedir [Şekil 4.7.6]. 

 

 
 

Şekil 4.7.6 : L-KLNEIHLMK nonamerinin simülasyon boyunca bağ yaptığı amino 

asitler ve bağlandığı sürenin oranları. 
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5.  TARTIŞMA VE SONUÇ 

hRSV’nin RNA virüsü olması ve yüksek mutasyon hızına sahip olması virüse karşı aşı 

geliştirme çalışmaları için zorluk çıkarmaktadır. Bu çalışma sonucunda elde edilen 

tüm korunmuş nonamer dizileri viral popülasyonun dinamiklerini çeşitli şekillerde 

etkilemekte ve virüse karşı aşı geliştirme çalışmaları için çok geniş bir repertuar 

oluşturmaktadır. Literatürü destekler bir şekilde F, G, L, N, P ve M proteinlerinin 

ortalama entropileri 1’in altında olup aşı geliştirme ve aday aşı hedefleri belirleme 

açısından üstüne çalışılması gereken proteinlerdir.  

 

HIV clade B envelope proteinin literatürde bulunan  en yüksek entropi değerine 9.2 ile 

sahip olması ve hRSV’nin bu değere olan uzaklığının fazla olması virüse karşı aşı 

geliştirme çalışmalarında olumlu sonuç elde edilmesinin mümkün olduğunu 

göstermektedir. Yapılan çalışmada proteom düzeyindeki tüm nonamerler 

incelendiğinde tamamen korunmuş ve yüksek derecede korunmuşluk içeren dizilerin 

oranın yaklaşık olarak %51 olması da bu durumu destekler niteliktedir. Ayrıca elde 

edilen nonamerlerin potansiyel epitop olma durumları da MHC-I ve MHC-II’ye karşı 

affinitelerini ölçen ve skorlayan tahmin programları ile belirlenmiştir. Elde edilen 

potansiyel epitoplara ait deneysel bir araştırma yapılıp yapılmadığı IEDB veritabanı 

kullanılarak incelenmiştir. Sonuçların desteklenmesi açısından elde edilen tüm 

potansiyel epitoplar arasından en yüksek skora sahip ve her bir proteine ait olacak 

şekilde %1 oranında nonamer seçilmiş ve moleküler docking analizi yapılmıştır. F 

proteinine ait iki nonamer ve L proteinine ait bir nonamerin proteinlerine karşılık gelen 

MHC alelleri ile bağlanma gösterdiği tespit edilmiştir. Buna ek olarak 3 nonamer dizisi 

için moleküler dinamik simülasyonları 250 nanosaniyede yapılmış ve F proteinine ait 

ASISQVNEK nonamerinin simülasyon boyunca stabilite gösterdiği tespit edilmiştir. 

Moleküler docking ve moleküler dinamik simülasyonu analizleri yüksek hesaplama 

gücü ve fazla zaman gerektirdiğinden en yüksek skorlu nonamerler her bir protein için 

seçilerek analizler gerçekleştirilmiştir. Bu yüzden, sonuç olarak gösterilen F proteinine 

ait ASISQVNEK nonameri dışında incelenmeyi bekleyen toplamda 1231 potansiyel 

epitop bulunmaktadır. 
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Sonuç olarak bu tez çalışması F proteinine ait olan ASISQVNEK nonamerinin 

potansiyel aşı hedefi olduğunu göstermektedir (Şekil 5.1) ve deneysel olarak ispat 

edilmesi açısından ümit vadetmektedir. 

 

 
 

Şekil 5.1 : Potansiyel aşı hedefi olan F-ASISQVNEK nonameri. 
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EKLER 

EK A : hRSV index dizileri ve motiflerinin sayısal bilgileri 

 

EK B : MHC-I epitop tahmini sonuçları 

 

EK C : MHC-II epitope tahmini sonuçları 
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EK A : hRSV index dizileri ve motiflerinin sayısal bilgileri 

 

 

            hRSV proteinlerinin tamamı için index dizilerini, entropi değerlerini ve 

motiflerinin sayısal bilgilerine aşağıdaki linkten ulaşılabilir. 

 

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

/hrsvmotifsresults.csv 
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EK B : MHC-I epitop tahmini sonuçları 

 

 

            Bu çalışma kapsamında elde edilen MHC-I epitop tahmini sonuçlarının 

tamamına aşağıda verilen linkten ulaşılabilir. 

 

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

/mhc1_goodbinders.csv 
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EK C : MHC-II epitop tahmini sonuçları 

 

 

            Bu çalışma kapsamında elde edilen MHC-II epitop tahmini sonuçlarının 

tamamına aşağıda verilen linkten ulaşılabilir. 

 

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

/mhc2_goodbinders.csv 
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