T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii

KOYUNLARDA VIRAL HASTALIK
MAEDI-VISNA’YA KARSI
ASI GELISTIRILMESINDE ANTIJENIK
EPITOPLARIN KESFI

Ecem Su KOCKAYA

Biyoteknoloji Anabilim Dali

[zmir
2023






T.C.
EGE UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii

KOYUNLARDA VIRAL HASTALIK
MAEDI-VISNA’YA KARSI
ASI GELISTIRILMESINDE ANTIJENIK
EPITOPLARIN KESFI

Ecem Su KOCKAYA

Danisman: Prof. Dr. Cemal UN

Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Programi

[zmir
2023






Ecem Su KOCKAYA tarafindan yiiksek lisans tezi olarak sunulan “Koyunlarda
Viral Hastalik Maedi-Visna’ya Kars1 As1 Gelistirilmesinde Antijenik Epitoplarin
Kesfi” baslikli bu calisma EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile EU
Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Y®&nergesi’nin ilgili hiikiimleri
uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve
13/07/2023 tarihinde yapilan tez savunma simavinda aday oybirligi ile basarili

bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: imza
Jiiri Baskani F Ay 4 B .
Raportdr Uye S

Uye S






EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ETIK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y6netmeliginin ilgili hiikiimleri uyarinca
Yiiksek Lisans Tezi / Doktora Tezi olarak sundugum “Koyunlarda Viral Hastalik
Maedi-Visna’ya Karst Ast Gelistirilmesinde Antijenik Epitoplarin Kesfi” baslikli
bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgeleri bizzat ve bu tez galismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez calismasiyla
elde edilmeyen biitliin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi ve bunlar1 kaynaklar
listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez calismasi ve yazimi sirasinda
patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu tezin herhangi
bir boliimiinli bu iiniversite veya diger bir iiniversitede baska bir tez ¢alismasi
icinde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda
bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi

durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi beyan ederim.

13/ 07 /2023

Ecem Su KOCKAYA






vii
OZET

KOYUNLARDA ViRAL HASTALIK M.AEDi-.ViSNA’YA
KARSI ASI GELISTIRILMESINDE ANTIiJENIiK EPITOPLARIN
KESFI

KOCKAYA, Ecem Su
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Cemal UN
Temmuz 2023, 58sayfa

Maedi Visna (MVYV), retroviriisler familyasinin Lentivirus alt grubunda
yer alan, koyunlar1 enfekte eden viriistiir. Hastaligin Maedi formu ilerleyici bir
interstisyel pnomonidir, Visna ise bir meningoensefalittir. Hayvan saghigi ve
refah1 problemlerinin yaninda ciddi ekonomik kayiplara sebep olan bu viriise kars1
giinimiizde halen etkin bir tedavi yontemi ve korunmaya yonelik asi
bulunmamaktadir. Ote yandan biyoinformatik alanindaki gelismeler, as1
caligmalarinin ilk ve en Onemli adiminit olusturan antijenik proteinlerin ve
epitoplarin se¢imi i¢in biiylik olanaklar saglamaktadir. Buradan yola ¢ikilarak in
silico analizler sonrasinda sentezlenen epitoplarin immiinojenitesi in vitro
kosullarda MVV pozitif koyunlardan toplanan serum oOrneklerinin kullanimi ile
test edilmistir. Elde edilen sonuglara gére gag proteininin amino asit sekanslarinin
daha fazla korundugu ve daha yiiksek antijenite degerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, multi-epitop as1 konstrakti toplam 19 epitop ile
tasarlanmistir ve TLR-2/4 arasinda giiclii bir afinite gostermistir. Yapilan ELISA
testlerinden elde edilen absorbans degerlerine gore tiim peptitlerin immiinojenik
oldugu saptanmistir. Yapilan ROC analizi sonucunda, sentezlenen peptitlerden
gag proteini i¢in 3. peptit’ in (CKQGSKE), env proteini i¢in 5. peptit’ in
(CEHERRTSHRS) gosterdikleri yiiksek degerlerdeki sensitivite ve spesifite ile en
iyi peptitler oldugu sonucuna varilmigtir. Sonug olarak, MVV’ye kars1 peptit asisi
gelistirilmesi sirasinda kullanilabilecek immiinojenitesi hem in silico hem de in

vitro ¢alismalar ile gosterilmis ideal peptitler ilk kez saptanmustir.

Anahtar kelimer: Maedi-Visna, reverse vaccinology, immiinoinformatik

ve ELISA
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ABSTRACT

DISCOVERY OF ANTIGENIC EPITOPES IN VACCINE
DEVELOPMENT AGAINST VIRAL DISEASE MAEDI-VISNA IN
SHEEP

KOCKAYA, Ecem Su
MSc in Biotechnology.
Supervisor: Prof. Dr. Cemal UN
July 2023, 58 pages

Maedi Visna (MVV), is a retrovirus that member of the lentivirus
subfamily and it can infect the sheep. The Maedi form of the disease is a
progressive interstitial pneumonia, while Visna is a meningoencephalitis. While
virus cause serious economic losses as well as animal health and welfare
problems, there is no effective treatment and vaccine. For this reason, the need of
developing a vaccine against MVV is inevitable. On the other hand, developments
in bioinformatics provide great opportunities for the selection of antigenic
proteins and epitopes, which constitute the first and most important step of
vaccine studies. Moreover, the selected epitopes can be synthesized in a short
time, and their immunogenicity can be tested in vitro with the use of serum
samples collected from previously infected hosts. From that point, the
immunogenicity of the epitopes synthesized after in silico analysis was tested by
using serum samples collected from MVV positive sheep under in vitro
conditions. According to the obtained data, the amino acid sequence of gag
protein was found more conserved and antigenic. the multi-epitope vaccine
construct was designed with a total of 19 epitopes and showed strong affinity for
TLR-2/4. According to the absorbance values obtained from ELISA tests, it was
determined as all peptides were immunogenic. As a result of the ROC analysis, it
was concluded that the 3. peptide for the gag protein (CKQGSKE) and the 5.
peptide for the env protein (CEHERRTSHRS) were best peptides with their high
sensitivity and specificity. In conclusion, ideal peptides for the development of a
peptide vaccine against MVV have been identified for the first time that

demonstrated by both in silico and in vitro studies.

Keywords: Maedi-Visna, reverse vaccinology, immunoinformatics,

ELISA






X1

ONSOZ

Maedi Visna Virlisli, akciger ve merkezi sinir sistemini enfekte ederek
koyunlarda oOliimciill bir hastalifa sebep olmaktadir. Hastaligin inkiibasyon
stiresinin uzun olmasi nedeniyle enfekte koyun hicbir belirti géstermeden tiim
stirliye virlisii bulastirabilmektedir. Virlis her ne kadar ciddi sosyo-ekonomik
kayiplara yol acsa da hastaliga karsi gliniimiizde heniiz efektif bir tedavi yontemi
ya da as1 gelistirilememistir. Ote yandan biyoinformatik ve deneysel
immiinolojinin bir ara yiizli olarak ortaya ¢ikan immiinoinformatik alani, en iyi

antijen se¢iminde as1 teknolojisine biiyiik vaatler saglamaktadir.

Boylelikle, Maedi Visna Viriisiine kars1 as1 gelistirilmesindeki ¢abalarin
eksikligini gidermek i¢in bu calismada cesitli reverse vaccinology teknigi ve
immiinoinformatik programlarin igine girdigi in silico caligmalarin yaninda
ELISA analizlerinin i¢ine girdigi in vitro calismalarla, bir peptit asis1 i¢in en iyi
aday epitoplar secilmistir. Sonug¢ olarak, Maedi Visna viriisiine karst peptit asisi
gelistirilmesi sirasinda kullanilabilecek, immiinojenitesi hem in silico hem de in
vitro ¢aligmalar ile gosterilmis ideal peptitler Tiirkiye’de ve diinyada ilk kez
saptanmistir. Elde edilen sonuclarla beraber secilen epitoplarin kullanimi, pre-
klinik agsamadaki hayvan deneylerinde hiimoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerini

aktive edip giiclii bir immiin yanitin ortaya ¢ikacagi diisliniilmektedir.

Bu tez calismasi boyunca, bilim diinyasinda heniiz yeni bir alan olan
immiinoinformatige yonelik cesitli analizler 6grendim. Bununla beraber reverse
vaccinology tekniginin mantigini ve uygulamalarii 6grenerek genom sekanslama
teknolojisinin as1 gelistirme caligmalarina olan etkisini anlayarak bu teknikte
uzmanlastim. Ayrica asi c¢alismalarinin vazgecilmezi olan ELISA analizlerini
Ogrenerek ilerleyen asi caligmalarimda yoluma 1sik tutacagina inanmaktayim.
Yaptigim analizler siiresince Ogrendigim bilgiler ve tecriibelerin gelecekteki

caligmalarima yol gosterecegini diisiinmekteyim.
[ZMIR
13.07.2023
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1. GIRIS

Maedi-Visna (MVV) koyunlarda gozlenen kronik bir viral enfeksiyondur.
Hastaligin etkeni olan MVV, Retroviriisler familyasinin Lentiviriis alt grubunda
yer alan pozitif kutuplu, klinik ve patolojik bulgular1 yoniinden iki ayr1 formda
gbzlenen ve inkiibasyon siiresinin uzun olmasi nedeniyle yavas seyirli viriis
hastaliklar1 i¢inde listelenen bir viriistiir (Pepin et al., 1998). Enfeksiyona ilk kez
1939 yilinda izlanda’da, Almanya’dan ihrac edilen Karakul koyunlarinda tespit
edilmistir. 1952 yilinda literatiire kazandirilip, glinlimiizde Yeni Zelanda ve
Avustralya hari¢ pek c¢ok iilkede yiiksek prevalanslarda gozlenmektedir
(Sigurdsson, 1954; Blacklaws et al., 2004).

Enfeksiyon cesitli organda ilerleyici enflamatuvar lezyonlarla karakterize
olup insan (HIV) ve maymun (SIV) immiin yetmezlik viriislerinin de igine girdigi
Lentivirlis alt grubuna karakteristik enfeksiyon 6zelliklerine sahiptir ve konake1
spesifiktirler ~(Norouzi et al., 2015). Immiin sistem hiicrelerinden
monosit/makrofaj ve dentritik hiicrelerini enfekte eder ve konak hiicre genomuna
kendi genomunu entegre ederek yasam boyu devam eden 6liimciil bir enfeksiyona
sebep olurlar (Ryan et al., 2000). Hastaligin Visna formu merkezi sinir sistemi ile
ilgili bozukluklara sebep olur. Yiirliyiiste bozukluklarin gozlendigi ve ozellikle
arka bacaklarda zayifliklarin olustugu bu formda, enfekte hayvanlar siiriiniin
gerisinde kalir, zaman zaman diiserler. Bazi durumlarda bas bir yana biikiiliip,
dudak ve yanak kaslarinda kasilmalar olusabilir. Bacaklardaki zayiflik zamanla
ilerler ve fel¢ meydana gelir (Sigurdsson et al., 1957). Hastaligin Maedi formu ise,
dispnea, solunumda zorlanma ve hizinda artma, bazen kuru bir Oksiiriik ile
karakterize edilir. Enfekte koyunlardan dogan kuzular kiiciik ve zayiftirlar. Bunun
yaninda koyunlarin siit veriminde diisme ile diisitk dogumlar gozlenebilmektedir

(Sigurdsson et al., 1952).

Hastaliga kars1  glinlimiizde halen etkin bir tedavi yOntemi
bulunmadigindan ve korunmaya yonelik asilarin gelistirilmesindeki ¢abalar heniiz
tatmin edici sonuglar vermediginden dolay1 hayvancilik sektoriinde, hayvan

saglhig ve refah1 yaninda ciddi 6lg¢ekli biiyiik ekonomik kayiplar yasanmaktadir.



Bu sebeple devam edecek c¢alismalar icin yiliksek bagisiklik yaniti saglayan epitop
bolgelerinin se¢imi giiglii peptit as1 adaylarinin belirlenmesi i¢in ¢ok Snemlidir

(Kalogianni et al., 2020).

Asilar, viriis, bakteri veya parazit gibi patojen organizmalarin hastaliga
neden olan Ozelliklerini armmdirma giicli ile hiimoral ve hiicresel bagisiklik
sistemini uyararak giivenilir sekilde bagisiklik tepkisi baslatabilen biyolojik
iriinlerdir (Plotkin ve Plotkin, 2004). Hayvanlarin yasamlarmni kurtararak ve
saglikli yasamlarin1 koruyarak patojenlerle miicadelede en etkili stratejidir (Arora
ve Aryandra, 2020). Bu etkili strateji, 10-15 yil arasinda degisen gelistirilme
siirecine sahip, antijen kesfi ve hayvan denemeleri gibi pre-klinik asamalar iceren,
sonrasindaysa klinik asamalarin gergeklestirildigi uzun soluklu siireclerden
olugsmaktadir. Antijen kesfi ise bu uzun soluklu siireclerin ilk ve en Onemli

asamasini olusturmaktadir (Rappuoli, 2004; Lee et al., 2012).

Gelisen bilgisayar tabanli programlar ile in silico yontemler ve reverse
vaccinology teknigi, as1 calismalarinin ilk ve en Onemli adimini olusturan
antijenik proteinlerin ve epitop adi verilen 10-15 amino asit uzunlugundaki
peptitlerin se¢imi i¢in biiyiik olanaklar saglamaktadir (Rappuoli, 2004). Bu sayede
kisa bir zaman dilimi igerisinde biiylik harcamalara gerek kalmadan patojen
organizmalarin genomu analiz edilebilir ve bdylece as1 ¢alismalari i¢cin 6nemi olan
yapisal proteinler secilebilir. Dahasi, se¢imi yapilan peptitler/epitoplar glinlimiiz
teknolojisi kosullarinda kisa zamanda sentezlenerek, daha Onceden hastaligi
gecirmis konaklardan toplanan serum oOrneklerinin  kullanimi ile in vitro

kosullarda immiinojenitesi test edilebilir (Can et al., 2022).

Buradan yola ¢ikarak bu ¢alismada 9.2 kilo baz biiyiikliiglinde bir genoma
sahip Maedi-Visna viriisiiniin gag ve env adi verilen yapisal proteinleri,
antijenisite, B ve T hiicre epitop tahmini ve docking analizlerinin dahil oldugu ¢ok
sayida biyoinformatik analizi igeren bir yaklasim ile ilk kez calisilmistir.
Iclerinden as1 calismalarinda kullanilabilecek olan yiiksek antijenite degerine
sahip, alerjen ve toksik olmayan, suda ¢oziiniir, MHC-I ve MHCH-II ile yiiksek
baglanma afinitesine sahip en ideal B ve T hiicre epitoplar1 tespit edilerek,
belirlenen epitoplardan antijenik ve immiinojenik yonlerinden 6ne g¢ikanlar asi

aday1 olarak secilmistir. Secilen epitoplar uygun linker diziler ile birbirine



baglanarak multi-epitop peptit ast konstrakt1 tasarlanmig ve molekiiler docking ile
TLR2 ve TLR4 reseptorleri ile baglanma afinitesi test edilmistir. Biyoinformatik
analizler sonrasinda sentezlenen epitoplarin immiinojenitesi in vitro kosullarda
ELISA yontemi ile ¢ok i1yi kategorize edilmis “Bandirma Koyunculuk Arastirma
Enstitiisii” arsivinde tutulan Maedi-Visna pozitif ve negatif koyunlardan

toplanmis serum orneklerinin kullanimu ile test edilmistir.

Sonug olarak bu tezde, veteriner hekimlikte 6nemli bir viral hastalik olan
ve hayvancilik sektoriinde ciddi ekonomik kayiplara neden olan Maedi-Visna
virilisline kars1 peptit asis1 gelistirilmesi sirasinda kullanilabilecek olan antijenitesi
ve immiinojenitesi hem biyoinformatik hem de in vitro g¢aligmalar ile gosterilmis
ideal peptitler Tiirkiye’de ve diinyada ilk kez saptanmistir Ayrica, belirlenen
peptitler/epitoplar MVV’ye karsi peptit asis1 gelistirilme ¢alismalarinin pre-klinik

asamasinda kullanim i¢in hazir hale getirilmistir.



2. LITARATUR OZETi

2.1 Tarihce ve simiflandirma

MVYV, insan (HIV), maymun (SIV), kedi (FIV) ve sigir (BIV) immiin
yetmezlik virlisleri, caprine arthritis encephalitis viriisiinin (CAEV) ve at
enfeksiyoz anemi viriisliniin (EIAV) i¢inde yer aldigi, Retroviriisler familyasinin
Lentiviriis alt grubunda bulunan bir viriistiir (Caroline et al., 2010). Ayn1 zamanda
kiigiikbag hayvanlar1 enfekte ettigi igin MVV, Small Ruminant Lentivirus (SRLV)
grubuna da dahil edilmektedir. SRLV alt tiplerinde A, B, C, D ve E olmak iizere 5
sus tanimlanmistir (Gomez-Lucia et al., 2018). Giiniimiizde genomik sekansi
bilinen cesitli MVV izolat1 bulunmaktadir. Ornegin, K1514 (izlanda), KV1772
(izlanda), LV1-1 (izlanda), EV1 (Ingiltere), 697, (ispanya), 85/34 (ABD), ve
NMI1111 (Cin), bu sekanslanmis suslardan bir kacgidir (Sonigo et al., 1985;
Staskus et al., 1991, Sargan et al., 1991; Glaria et al., 2012; Karr et al., 1996).

2.2 Hastalik Epizootiyolojisi

[k kez Almanya’dan Izlanda’ya ihrac edilen Karakul 1rki koyunlarda 1939 yilinda
saptanan MV V’nin o zamanlar klinik belirtileri gozle goriiliir olsa da hayvanlarin
durumu hafife alinip yanlis teshis konulmustur (Thormar, 2013). Giinlimiizde ise
koyun yetistiriciligi yapilan birgok iilkede varligi bilinmektedir. Tiirkiye'de varlig
ilk kez 1975 yilinda patolojik verilere dayanilarak tanimlanmistir (Giirgay ve
Parmaksiz, 2013). Bununla birlikte tiim diinyada yiiksek prevalansa sahip olup
Avustralya ve Yeni Zelanda hari¢ olmak iizere diinyanin koyun yetistiriciligi
yapilan ¢cogu bolgesinde yaygin olarak saptanmistir (Lopez and Martinson, 2017).
Ornegin, seroprevelans arastirmalarinda, Italya’da %60-90 (Tolari, 2000),
Portekiz’de %82 (Fevereiro, 1995), Ispanya’da %52,8 (Pérez et al., 2010),
Isvigre'de %9 (Schaller et al., 2000), Yunanistan’da %33,5 (Minas, 1994),
Almanya’da %51,2 (Hiittner, 2010), Iran’da %2,2 (Sakhaee ve Khalili, 2010),
Irak’da %22,9 (Al-Baroodi et al., 2022) oranlarinda Maedi-Visna ile enfekte
hayvan saptanmistir. Bu ¢aligmalarin yaninda Tiirkiye’de erigkin 11 farkl: siirii ile
gergeklestirilen seroprevelans oranlarinin arastirilmasiyla beraber bu oranin %0
ila %83 arasinda degistigi saptanmustir. Ornegin Cine Capari ve Karakacan

koyunlar1 tamamen seronegatif testip edilmisken, Karacabey Merinos, Ramlig,



Hampshire melezi koyun irklarimin en az seropozitif oranina sahip (%2.8) ve
Bandirma, Sakiz, imroz ve Kivircik koyunlarinin ise en yiiksek seropozitif
oranina sahip (%23.3) koyun 1rklar1 oldugu tespit edilmistir (Yaman et al., 2019).
MVV'nin sosyo-ekonomik etkisinin farkina varan Diinya Hayvan Saglik Orgiitii
(World Organization for Animal Health), bu viriisii, bildirilmesi zorunlu karasal
ve sucul hayvan hastaliklar: listesine dahil etmistir (Tabet et al., 2017). Yapilan
arastirmalarla beraber hastalifin ciddiyetini anlayan birgok avrupa iilkesi
eradikasyon programlar1 uygulamistir. Hastaligin ¢iftlikler arasi bulasina ilisiklin
epizootiyolojik verilerin eksikligi, kanitlanabilir eradikasyon programlarinin ve bu
programlar1 takiben giivenilir bir hastalik kontroliiniin gelistirilmesi yolunda
onemli bir engel yaratmaktadir (Peterhans et al., 2004; Hiittner et al., 2010). Bu
durumun yaninda, yapilan arastirmalarda koyunlarda tiir farkliligina bagli olarak
hastaliga yatkinlik ve direncin bir dizi lokusa bagl olarak ortaya ¢ikabilecegi de
one siirtilmiistiir (Cutlip et al., 1986; Berriatua et al., 2003). Kuzey Amerika
koyunlarinda yapilan denemelerde esas olarak TMEM 154 (transmembran protein
154) geninin kiigiikbag lentiviriis enfeksiyonuna kars1 duyarlilikta iliskili oldugu
saptanmistir. 35. Amino asit pozisyonunda lizin (K35) bulunan iki TMEM154
haplotipine sahip koyunlarin, ayni pozisyonda glutamat (E35) bulunan koyunlara
gore enfekte olma olasiligr daha az oldugu bildirilmistir. Bu nedenle TMEM 154
haplotiplerine sahip damizlik siirii secimi Kuzey Amerika siirtilerinde eradikasyon
stratejisinin tamamlayic1 bir parcasit olarak ortaya cikmistir. Tirkiye de bu
haplotiple yapilan ¢aligmada, bilinen 12 missense mutasyonlarin 8’ininde (E31Q,
D33N, E35K, T44M, N701, E82Y) sekanslarda analiz edilebilecegi i¢in ekson 2
calistimistir. Ardindan TMEMI154 genotipleri, seropozitif koyunlarin (287)
%100'tinde ve seronegatif koyunlarin (772) %39'unda degerlendirilmistir.
Gergeklestirilen sekans analizlerinde TMEM 154 ekson 2'nin bilinen dort missense
mutasyonu (D33 N, E35 K, T44 M ve 170 N) ve daha 6nce bildirilmemis yeni bir
missense mutasyonu (G38R) ortaya ¢ikarilmistir. Bunun yaninda haplotip 2, 3 ve
9’ un E35 amino asiti tagidigi saptanarak MVV’ye kars1 yiiksek duyarlilik
gosterebilecegi tahmin edilmistir (Yaman et al., 2019). Ayrica koyun MHC-II
alleleli olan Ovar DRBI1 genini bagisiklik sistemindeki anahtar rolii ile koyunlar
ve diger memeli canlilarda cesitli hastaliklarla iliskilendirilmis ve enfeksiyona
kars1 direngli koyunlarin se¢iminde aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Tiirkiye

de gerceklestirilen caligmalarda bu genin yogun varyasyonlar igerdigi bilinen



ekson 2 bolgesinde irklar arasinda toplam 65 adet ekson 2 haplotip sayis1 tahmin
edilmistir. Bu haplotiplerin yan1 sira ekson 2 nin 11 bp yukarisinda bulunan intron
1 bolgesinde 2 bp delesyon mutasyonu da (CG niikleotidlerinde gergeklesen
mutasyon) tanimlanmistir. Bu delesyonun haplogrup 13 (13:01, 13:02 ve 13:03)
tizerindeki bir H/'Y61T mutasyonu ile baglantili oldugu ve MVV enfeksiyonuna
kars1 duyarliliga sebep olabilecegi diisiiniilmiistiir (Yaman et al., 2021). Boylelikle
MVV enfeksiyonuna yakalanma riskini azaltmada 2 bp del varyantinin ve
TMEMI154 genindeki mutasyonlarin g6z Oniinde bulundurulmasi gerektigi

sonucuna varilmistir (Yaman et al., 2019; Yaman et al., 2021)

2.3 Viral genomun organizasyonu ve morfolojisi

MVYV, pozitif kutuplu bir RNA dimerinden olusan, 9.2 kb biiyiikliiglinde
genoma sahip bir virlistiir. Genomunda {li¢ yapisal gen (gag, pol, env) ve ¢
aksesuar gen (tat, rev, vif) bulunur (Sekil 1.1) (Thormar, 2005). Yapisal genlerden
gag geni; kapsit (p25), niikleokapsit (p14) ve matris proteini (p17) olmak iizere {i¢
protein kodlar. Kapsit proteini virionun hidrofobik c¢ekirdegini olusturur ve
enfeksiyon sirasinda giiglii bir antikor tepkisi ortaya c¢ikmasina sebep olur,
niikleokapsit proteini viral RNA genomunu kaplar ve matris proteini, hiicre
plazma membrani ile birlesmeden sorumludur. Ote yandan env geni, glikoprotein
sentezinden sorumludur. Gpl60 isimli bir Onciiden, gpl35 isimli ylizey
glikoproteini ve gp46 isimli transmembran glikoproteini meydana gelir.
Lentiviriislerin env geninden sentezlenen glikoproteinlerin nétralize edici
antikorlarin indiiksiyonunu ve virlisiin konak hiicre reseptdriine baglanmasini
saglamasi gibi pek ¢cok onemli fonksiyonu bulunmaktadir. Son yapisal gen pol
geni ise; reverse transkriptaz, dUTPase, integraz ve proteaz gibi viriisiin konak
hiicre igerisine girip kendini DNA’ya entegre ederek cogalmasinda gorev alan
proteinlerin sentezinden sorumlu gendir (Pépin et al., 1998; Glaria et al., 2012).
Lentiviriisler, her ne kadar ortak bir genomik organizasyona sahip olsalar da
genetik olarak heterojendir. Bu ¢esitlilik, antijenik degiskenlige, viriilans etkisinde
ve in vivo biiyiimede farkliliklara sebep olur. Bu sebeple hastaligin teshisinde ve

tedavi yontemi gelistirme de problemler ortaya ¢ikmaktadir (Preziuso, 2003).

Genetik organizasyonunun yaninda, tipik bir retroviriis morfolojisine sahip

olan MVYV Kkiiresel ve li¢ katmanl bir yapidan olugmaktadir. Virionun boyutu



yaklagik 100 nm'dir ve konak hiicrenin plazma zarindan olusan ikozahedral
seklinde bir dig kapsiti bulunmaktadir. Merkezi kisminda ise genom-

niikleoprotein kompleksi bulunmaktadir (Sekil 1.2) (Preziuso et al., 2003).

rev.  gpl3s gp46
pro  RT  dUTPase IN I

MA CA NCLI I I I L_l env rev
L l I ] pol :m(

gag vif

Sekil 1. 1. Maedi-Visna viriisiiniin genomik organizasyonu. Virlisiin yapisal proteinlerini
saglayan gag geninin kodladig1 proteinlerden MA: matris, CA: kapsit, ve NC: niikleokapsit; pol
geninin kodladig1 proteinlerden pro: proteaz, RT: revers transkriptaz, dUTPase, IN: integraz; env
geninin kodladig1 proteinlerden gpl53: yiizey glikoproteini, gp46: transmembran proteini
gosterilmistir. Ayrica virlisiin aksesuar genlerinden vif, tat ve rev de gosterilmistir.

.~ Envelop

» Lipid bilayer

+ Kapsit

~ RNA

Sekil 1. 2. Maedi-Visna viriisiiniin morfolojik yapisi. Lipid bilayer ile ¢evrelenen yapi
icerisinde kapsit ve kapsitin de igerisinde vira RNA korunmaktadir. RNA’nin etrafinda viriisiin
konak hiicre DNA’sina entegrasyonunda kolaylik saglayan pol proteinleri bulunmaktadir.

2.4 Hastalik patogenezi ve klinik belirtiler

MVV’nin, baglica monosit/makrofaj ve dentritik hiicrelerini enfekte ettigi

bilinse de akciger, bagirsak ve meme bezi epitel hiicreleri gibi diger hiicre



tiplerinin de viral niikleik asidi barindirabilecegi ve viral proteini eksprese
edebilecegi gosterilmistir (Wu et al., 2008). Bunun yaninda uzun inkiibasyon
stiresiyle bilinen MVV enfeksiyonunda, semptomlarin gelismesi aylar, hatta yillar
stirebilir. Bir kere enfekte olan hayvan tiim yasami boyunca virilislin tasiyicisi
olarak kalir. Baz1 durumlarda koyunlar 6miir boyu asemptomatik tagiyici kalarak

klinik belirtiler gostermeyebilir (Oguma et al., 2014).

Hastaligin merkezi sinir sistemi bozukluklarina sebep olan Visna formu 2
yasin lzerindeki koyunlarda gozlenmeye baslar. Kilo kaybi, yiiriiyiiste
bozukluklarin gozlendigi ve ozellikle arka bacaklarda zayifliklarin olustugu bu
formda enfekte hayvanlar siiriiniin gerisinde kalir, zaman zaman diiserler.
Bacaklardaki zayiflik zamanla ilerleyerek felce doniisebilir (Sekil 1.3). Bazi
durumlarda bas bir yana biikiiliip, dudak ve yanak kaslarinda kasilmalar
gdzlenebilir (Pritchard, 2007; Straub, 2004). Ote yandan, Visna formundan daha
stk gozlenen Maedi formu ise 3 yasin lizerindeki koyunlarda gozlenmeye baslar.
Ilerleyici bir pndmoni olan hastaligin, erken donemlerinde viicut kondisyon kaybi
gozlenir. Ardindan dispnea, solunumda zorlanma ve hizinda artma seklinde klinik
belirtiler ortaya ¢ikar (Lujan et al., 1991; Pritchard, 2007). Hastaligin yan etkisi
olarak yiin kaybi, hamilelik sirasinda diisiikk yapma ve siit iiretiminde azalma
gozlenebilir. Kotli hava kosullari, asir1 hareket, gebelik gibi faktorler klinik
bulgular belirginlestirir (Christodoulopoulos, 2005).

Sekil 1. 3. Maedi-Visna viriisii ile enfekte olmus koyun. Enfeksiyona bagl olarak gelisen
bacaklardaki fel¢ koyunlarda 6liim ile sonuglanir (Crilly et al., 2015).



2.5 Tam Yontemleri

MVV’nin erken tanis1 hastalik kontrolii i¢in kritik Oneme sahiptir.
Enfeksiyonun tani yontemi esas olarak virlisiin proteinlerine karsi antikorlarin
tespit edilmesine dayanir (Kaba et al., 2013). MVV’nin tanmisinda kullanilan
mevcut testlerden ilki ve en yaygin kullanilani ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)’dir. ELISA, antiviral antikorlari, yiiksek duyarlilik ve
Ozgiilliikkle saptama yetenegine sahiptir (Peterhans et al., 2004). Bununla beraber
bir molekiiler tan1 yontemi olarak PZR (Polimeraz Zincir Reaksionu), hayvan
viicudundaki sivilarda ve dokularda bulunan viral DNA’y1 saptayabilir. Ayrica
antikor gereksinimi olmadigi i¢in PZR’m 6nemli avantajlarindan biri koyunun
serokonversiyon gecirmeden Once viriisii saptayabilme ozelligidir (Herrmann-
Hoesing, 2010). Bir diger tan1 testi AGID (Agar jeli immunodifiizyon testi) ise,
kullanim kolaylig1 yoniinden her ne kadar yaygin olsa da duyarliigi azdir
(Minguijon et al., 2015). RIPA (Ristosetin Agregasyon Testi) bir diger tani
yontemidir ancak yiiksek maaliyet ve uygulama zorluguna sahiptir. Son olarak
WB (Western Blot), viral proteinleri taniyarak serumda bulunan antikorlari
saptamada dogruluk pay1 yiiksek olan bir testtir (Herrmann-Hoesing, 2010). Ne
yazik ki mevcut tani yontemlerinin ¢ogu, viral antikorlarin saptanmasinda
serolojik testlere dayandigi icin, dolayli olarak seropozitif hayvan sec¢iminde
serokonversiyon i¢in uzun siire beklenmesi biiyiik bir dezavantaj yaratmaktadir

(Kalogianni et al., 2020).

2.6 Viriis Bulas Yollan

MVV  viriisiiniin ~ bulags  yollar1  gliniimiizde tamamen agikliga
kavusturulamamistir. Ancak yine de baslica bulag yollar1 olarak enfekte olan anne
koyundan, yavruya emzirme sirasinda kolostrum ve siit ile ve solunum salgilari
yollar1 ile gergeklestigi bilinmektedir (Blacklaws et al., 2004; Broughton-
Neiswanger et al., 2010). Solunum yolu ile bulasta akcigerler hedef organdir,
burada MVV monosit/ makrofajlar1 ve dentritik hiicreleri enfekte ederek solunum
yolu enfeksiyonlarinin ortaya ¢ikmasina yol agar (Preziuso et al., 2004). Ayrica
yapilan saha calismalarinda yetersiz havalandirma ve yiiksek sayida koyun

bulunan siiriiye sahip olma gibi etkenlerin viriisiin yayilmasinda 6nemli rol
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oynadigi gbézlenmistir. Kesin olan bulas yollarindan yola ¢ikilarak yeni dogmus
kuzularin ve heniiz enfekte olmamis koyunlarin saptanarak siiriiden ayrilmasi

hastalik kontroliinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Kalogianni et al., 2020).

2.7 Hastaliga karsi korunmada as1 teknikleri

Glinlimiizde henliz MVV’ye karst as1 veya tedavi yontemi
bulunmamaktadir. Gegmiste yapilan sinirli sayida as1 ¢alismasi bulunmaktadir,
ancak sonuclar umut vadedici olmamustir. Ilk as1 calismasi Cutlip et al. (1987)
tarafindan inaktive viriis kullanilarak ger¢eklestirilmis ancak koyunlarda deneysel
enfeksiyon sirasinda koruma sagladigi gozlenmemistir. Ardindan Petursson et al.
(2005) MVV'nin zayiflatilmis molekiiller klonunu kullanarak asilama
gerceklestirmis ne yazik ki deneysel enfeksiyon ¢alismalari sirasinda viriis ile
muamelede koyunlarin enfekte oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismayi takiben, viriise
kars1 DNA as1 calismalari gerceklesmis ancak onlardan da viriise karsi korunmaya
yonelik bir yanit alimmamstir. Ornegin Henriques et al. (2007) tarafindan gag
proteinini kodlayan bir DNA asis1 gelistirilmis, ancak as1 her ne kadar farelerde
gliclii bir hiimoral yanit yaratsa da koyunlarda deneysel enfeksiyona yonelik

caligmalar gerceklesmistir.

Viriise kars1 etkili bir asinin heniiz gelistirilememesinin 6nilinde duran
cesitli engeller vardir. Bunlardan ilki viral suglarin yogun genetik varyasyonlar
icermesidir. Ozellikle env gen bélgesinin sahip oldugu yiiksek mutasyon gegirme
yetenegi antigenic drift yaratmaktadir (Arnarson et al., 2017). Bu duruma ek,
viriise karst yiiksek antikor titrelerinin indiiklenmesi gerekliligi de bir diger
engeldir. Ast kullaniminin yani sira, notralize edici antikorlarin kullanimi her ne
kadar HIV ve SIV’ a kars1 korunmada 6nemli bir uygulama olsa da MVV’nin de
icine girdigi SRLV grubu viriisler iizerinde koruyucu bir etkisi oldugu

gozlenmemistir (Blacklaws, 2012; Reina et al., 2013).

2.8. Immiinoloji

Viicudun kendinden olmayan, yabanci bir madde ile karsilagmasinda
immiin sistemde rol alan hiicrelerin uyarilmasi ve etkilesim saglamalari ile olusan

savunma mekanizmasina immiin yanit denir (Moser ve Leo, 2010). Bu yanitin
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olugsmasina sebep olan etkenler immiinojen ve antijendir. Bir etkenin immiinojen
olmas1 immiin yanit1 olusturabilme kapasitesiyken antijenik olmast immiin yanitin
spesifik elemanlarini (B hiicreleri ve T hiicreleri) uyarabilme kapasitesidir. Biitiin
immiinojenler antijen olurken biitiin antijenler immiinojen olmayabilir. Ayrica
antijenik molekiiliin, kendine 6zgii immiin sistem elemanina yakalanabilmesinden
sorumlu kisimlara epitop denir (Levinson and Jawetz, 1996; Abbas and

Lichtman, 2007)

Immiin sistem elemanlar1 esas olarak dogustan gelen ve kazanilmis
bagisiklik sistemi olmak iizere iki ana baslik igerisinde ayrilir. Dogustan gelen
bagisiklik sistemi tiim canlilarda bulunan ve patojen organizmaya spesifik
olmayan bir sistemdir. Icine giren elemanlar monosit/makrofajlar, nétrofiller,
dentritik hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri, eozinofiller ve
bazofiller gibi hiicrelerdir (Akira et al., 2006). Diger yandan kazanilmis bagisiklik
sistemi sadece omurgali canlilarda bulunur ve patojen organizmaya karsi spesifik
yanitin ortaya ¢iktigi bir sistemdir. Kazanilmig bagisiklik sistemi B hiicrelerinin
sorumlu oldugu hiimoral yanittan ve T hiicrelerinin sorumlu oldugu hiicresel

yanittan olusmaktadir (Pancer ve Cooper, 2006).

B hiicrelerinin olusumu kemik iliginde baslar ve lenfoid progenitor
hiicreden koken alir. Olgun bir hiicreye doniismek i¢in kemik iliginde IgM kazanir
ve periferik kana gecis yaparak lenf bezi, dalak, MALT gibi dokulara yerlesirler.
Antijen sunucu hiicre gibi gorev de yapabilen B hiicrelerinin iki yaniti
bulunmaktadir. Bu yanitlardan ilki antijen ile karsilastiginda yiizeyinde bulunan Ig
reseptOriine gore antijene O0zgii tanima gergeklestirerek lenf bezinde bulunan
germinal merkezlerde baskalasim gecirmeleridir. Bagkalagim ile plazma hiicreleri
ve hafiza hiicreleri ortaya ¢ikar. Cogalma yetenegi olmayan ve kisa Omiirlii
plazma hiicrelerinin gdrevi antijene 0zgii antikor sentezlemektir. Hafiza hiicreleri
ise, ikincil hiimoral yanittan sorumludur. Antijen i¢in olusan bilgileri yillarca
saklayarak hafiza olusturur, ayni antijenle tekrar karsilastiginda ise hizli bir
sekilde farklilagir, cogalir ve antikor sentezi meydana gelir (Jr Janeway et al.,

2005; Abbas et al., 2000).

T hiicrelerinin olusumu ise, timositlerin kemik iliginden timusa gelerek

TCR (T cell receptor) kazanmasi ve boylece olgun T-hiicreleri olarak periferik
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dolasima gecis yapmalariyla baslar. B hiicrelerinin aksine T hiicreleri antijen
sunucu hiicre gibi gdrev yapamaz ve antijenleri kendi baslarina taniyamazlar. Iste
bu durum karsisinda TCR, T-hiicrelerinin, antijen sunan hiicreler (ASH)
tarafindan onlara sunulan spesifik antijenlere baglanmasinda rol oynayan
reseptordiir (Jr Janeway et al., 2005). T hiicreleri yiizeylerinde bulunan CD4+ (T-
helper) ve CD8+ (t-sitotoksik) reseptorlerine gore farklilasmaktadir. Bir T-
hiicresinin antijeni taniy1p yok etmesindeki siiregte meydana gelen 3 sinyal vardir.
Sinyallerden ilki antijen sunucu hiicre ylizeyindeki MHC reseptorii ile T-hiicre
yiizeyindeki TCR'm birbiriyle etkilesmesidir. MHC sinif I reseptorleri ile sunulan
antijenleri CD4+ T hiicreler tanirken MHC sinif I reseptorleri ile sunulan
antijenleri CD8+ T hiicreleri tanir. Ikinci sinyal ise T-hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan CD28 isimli reseptoriin ASH'nin ylizeyinde bulunan B7 reseptorleri ile
birlesmesidir. Boylelikle iki hiicre arasindaki baglanma gii¢lenir, T-hiicre aktive
olur ve immiin yanit gerceklesir. CD28 reseptdriiniin ligand1 olan B7 ile
baglanmasi1 ardindan T-hiicre aktivasyonu hizla artar ve bu artisa paralel T-
hiicrelerinde bulunan CTLA-4 ekspresyonu artarak immiin yanitta bir inhibitor
gorevi istlenir. Son sinyal olan {igiincli sinyalde ise T helper hiicrelerinin sitokin
sentezinin baglamasini saglamasi ve farkli sayida genlerin transkripsiyonunun
gerceklesmesini icerir (Sakaguchi et al., 2001). T helper hiicreleri, B hiicrelerinin
ve T-sitotoksik hiicrelerini aktive edip yangi yerine cagirabilir ve sitokinlerin
sentezlenmesini de saglayabilir. Ote yandan T-sitotoksik hiicreleri 6zellikle viriis
ile enfekte olan hiicreleri tanimadan sorumludur. Salgiladiklar1 IFNy sayesinde
aynt zamanda saglikli hiicrelerin viral enfeksiyona karsit direngli olmasini da
saglar (McNab et al., 2015). Ayrica timor hiicrelerini ve konake¢i ile uyumu
olmayan transplant hiicreleri yok etmekle de gorevlidir (Kappeler ve Miiller,
2000). MHC reseptorlerinin antijen baglanma bdlgelerindeki polimorfizimler
sayesinde farkli olan her patojene 6zgii tanima ger¢ceklesmektedir (Radwan et al.,

2020).
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2.9 Konvansiyonel asilardan biyoteknolojik asilara: Reverse
vaccinology teknigi

Asilar, hiimoral ve hiicresel immiin yanit1 uyararak giivenli bir bagisiklik
tepkisi olusturabilen, patojen organizmanin sebep olacagi enfeksiyona ve/veya
hastaliga kars1 koruma saglayan, biyolojik iirlinlerdir. Patojenler ve yol actiklar
hastaliklar ile miicadelede Onemi tartisilmaz olan asilarin gesitli teknikleri

bulunmaktadir (Plotkin ve Plotkin, 2004).

Bunlardan ilki, 1. nesil asilar olarak da bilinen konvensiyonel asilardir. Bu
asilar, preparasyonu sirasinda bir patojen organizmanin kendisini (6li ya da
zayiflamig) veya patojen organizmanin bir pargasini igeren asi tipidir. Canli/
atenlie, inaktive, toksoid, alt birim ve konjuge olmak {izere c¢esitli asi
uygulamalarini igerisinde bulundurmaktadir (Li et al., 2014). ilk konvensiyonel
asinin kesfi, Louis Pasteur'lin Pasteurella multocida ile yaptig1 deneyler sirasinda
olusan bir kazaya dayanmaktadir. Boylelikle Pasteur, kiiltiir edilen zayiflatilmis
bir patojenin konakgilarini enfekte etme yeteneklerini kaybederken, ayn1 zamanda
patojene karst bagisiklik gelistirebilecekleri sonucuna varmistir. Her ne kadar
cesitli calisma yontemleri icerse de konvensiyonel asi c¢alismalari, oldukca
maliyetli, zaman alan ve sadece kiiltiire edilebilen patojenlerle sinirli ¢aligmalardir

(Bouazzaoui et al., 2021).

Ardindan, rekombinant DNA teknolojisindeki gelismelerin gliciiyle,
giinlimiizde patojen organizmalara karsi daha etkili, ikinci nesil asilar olarak da
bilinen rekombinant as1 teknolojisi ortaya ¢ikmistir. Genom sekanslama, DNA
microarray ve ekspresyon teknolojisi dahil olmak iizere ileri teknolojiler, ast
gelistirme ¢alismalarini gozle goriliir sekilde gelistirmistir (Sette ve Rappuoli,
2010). DNA ve mRNA asilarinin da igerisine girdigi, rekombinant asi
teknolojisinin en giicli yani, konvansiyonel asilardan farkli olarak patojen
organizmanin sadece immiin sistem tarafindan uyarilan kisminin kullanilabilir
olmasidir. Boylelikle, tiim patojeni kullanmak yerine sadece belirli bir antijenik
protein bolgesinin segilerek kullanilmasi giivenlik profilini arttirmistir. Ayrica
yiiksek derecede saflagtirilmis antijenik komponentlerin elde edildigi, immiin
yanit1 hedef antijene 6zgii olan, kolay ve hizli asilarin gelistirilmesi saglanmistir

(Bonanni ve Santos, 2011).
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Biyoinformatik alanindaki gelismeler ve genom sekanslama teknolojisinin
gelismesiyle beraber genomik ve proteomik yaklasimlarinin agi gelistirme
teknolojilerinde kullanilmasi, as1 calismalariin Pasteur kurallarinin Gtesine
gecmesine imkan saglamistir (Seib et al., 2012). In silico as1 ¢alismalar1 ve
reverse vaccinology teknigi patojen organizmanin genomundan proteomuna
yanstyan bilgilere dayanarak antikor tepkisini tetikleyecek spesifik antijenlerin
secimine dayanan bir tekniktir. Bu teknik ayn1 zamanda kiiltiirde patojenik
organizmalarin ¢ogaltilma ihtiyacim1 ortadan kaldirarak biiylik bir avantaj
saglamaktadir (Palatnik-de-Sousa, 2018). Yapilan analizlerde as1 tasariminda
kullanilacak her bir antijen i¢in, en umut verici aday1 belirleme sirasinda bir
patojen organizmanin tiim protein repertuari kullanilir. Béylece bu yontem, daha
once gelistirilmesi zor veya imkansiz olan asilarin gelistirilmesine 151k tutar ve
mevcut asilarin gelistirebilmesini saglayacak yeni antijenlerin tanimlanmasini

saglar (Rappuoli, 2004).

As1 adayr olacak en iyi epitoplar1 secebilmek icin reverse vaccinology
teknigi bizlere gesitli yaklagimlar sunar. Ilk olarak genomik sekansi belirlenen
patojen organizmanin protein bilgisi elde edilebilir, tiim bu protein repertuariyla
patojen organizmanin suslar1 arasinda en 1yi korunmus epitop bolgeleri secilebilir.
Boylelikle patojen organizmanin tiim varyantlarin1 kapsayacak bir asi tasarimi
gerceklestirilebilir. Ikinci olarak patojenin yapisal proteinleri segildikten sonra B
ve T hiicre yanitim1 uyarabilen epitoplar segilebilir. ileri calismalardaysa B
hiicreleri i¢in linear ve non-linear epitoplardan ortiisenler secilebilir ve T hiicreleri
icinse epitoplarinin MHC reseptdrlerine baglanma afinitesi docking analizleri ile
test edilebilir. Elde edilen aday epitoplarin ¢esitli parametreler géz oniine alinarak
en iyi olam segilebilir. Ornegin, secilen epitoplarm antijenik olup olmadig1 veya
antijenikse degerinin ne kadar oldugu saptanabilir. Ardindan epitopun
giivenilirligini arttirmak i¢in, suda ¢ozilinebilirligi, alejenikligi ve toksikligi hizli
ve kolay sekilde tahmin edilebilir. Son kalan en iyi epitoplar adjuvan ve uygun
linker sekanslarla baglanarak bir asi1 konstrakti tasarlanabilir. Bu as1 konstraktinin
fizikokimyasal Ozellikleri saptanabilir, in silico klonlama gerceklestirilebilir ve

molekiiler dinamik simiilasyonu 6l¢iilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Varyasyon analizi

Viriisiin yapisal proteinlerinden gag ve env’nin hem gen hem protein
bazinda varyasyon analizi toplam 6 adet sus ile gerceklestirilmis. Referans izolat
olarak MVV Izlanda kv1514 izolati kullanilmistir. Analiz sirasinda kullanilan
diger izolatlarsa, KV1772 (Izlanda), EV1 (Ingiltere), 85/34 (ABD), 697(Ispanya),
NMI1111 (Cin) izolatlaridir. NCBI veri bankast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

hem DNA hem protein dizisini elde etmek icin kullanilmigtir. Referans izolatin
se¢ciminden sonra gag ve env sekanslarmin diger izolatlardaki verilerini elde
etmek i¢in BLAST veri tabani1 kullanilmistir. Gen secimi i¢in kullanilan BLAST
algoritmas1 megablast, protein se¢imi iginse blastp’dir (protein-protein BLAST).
Gag icin benzerlik orant %87,44’den yiikksek ve env igin benzerlik orani
%94,89°den yiiksek izolatlar se¢im kriteri olarak kullanilmistir. Daha sonra tiim
bu sekanslar, hem genlerdeki hem de proteinlerdeki varyasyonlar1 saptamak icin

MEGA 7.0 programinda hizalanmistir (Kumar et al., 2016).

3.2 Proteinlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri ve sekonder yapi tahmini

Gag, env proteinlerinin ve tasarlanan multi-epitop as1 konstraktinin
fizikokimyasal  ozelliklerini  tahmin etmek icin, Expasy ProtParam

(https://web.expasy.org/protparam/) kullanilmistir. (Gasteiger et al., 2005).

Proteinlerin  suda ¢Ozlniirliigiiniin  detayli analizi i¢in  SolPro
(//scratch.proteomics.ics.uci.edu/)” da kullanilmistir (Cheng et al., 2005).
Ardindan proteinlerin sekonder yap1 tahmini i¢in GOR IV (https:/npsa-
prabi.ibep.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=/NPSA/npsa gor4.html)

kullanilmistir (Garnier 1996). Multi-epitop ast konstraktinin sekonder yapilari
ayrica PSIPRED (//bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/&uuid=8ae9b1c2-892¢-11ec-bb36-
00163e100d53) ile bir grafik haline getirilerek de tahmin edilmistir (McGuffin et
al., 2000).

3.3 Antijenite tahmini
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Gag ve env proteinlerinin, analizi yapilan her bir epitopun ve multi-epitop
ast1 konstraktinin antijenite degeri, 0.4'liik bir esik degeri kullanilarak Vaxijen v2.0
(//www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) programi tarafindan

tahmin edilmistir (Doytchinova and Flower, 2007).

3.4 Subseliiler lokalizasyon, transmembran heliks sayis1 ve proteinlerin
membrandaki konumu

Virus-mPLoc (//www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/virus-multi/), enfekte
konakgei hiicrelerde gag, env proteinlerinin ve multi epitop as1 konstraktinin hiicre
alt1 lokalizasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Bu web sunucusu, ontoloji
bilgilerine ve pseudo amino asit bilesimi yaklasimina dayali olarak gelistirilmistir

(Shen, 2010).

Ardindan gizli Markov modeline dayanan TMHMM V. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMMY/) programi, transmembran

sarmallarinin sayisini tahmin etmek ic¢in kullanilmistir (Krogh, 2001).

PPM 2.0 veri tabani, proteinin zarda bulunan uzamsal konumunun tahmini

icin kullanilmistir. (Lomize, 2012).

3.5 Sinyal peptit tahmini

Sinyal peptitleri, bir proteinin hedef yolunu belirlemede rol oynayan amino
asit dizileridir. Signal-BLAST (//sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html),
gag ve env proteinlerindeki sinyal peptidinin yan1 sira multi epitop asi
konstraktin1 tahmin etmek i¢in kullanilmistir. BLASTP veritabaninda 2500'den
fazla sinyal peptiti tarayan bu sunucunun ortalama duyarliligt ve dogrulugu
sirastyla %98 ve %95'tir. Tahmin sirasinda organizma olarak viriis, tespit modu
olarak SP1 - Best Sensitivity ve sonug¢ formati olarak da detayli analiz se¢ilmistir

(Frank and Sippl, 2008).

3.6 Alerjenite tahmini

Gag ve env proteinlerinin yani sira test edilen tiim epitoplarin ve multi

epitop as1  konstraktinin  alerjenik  olup olmadigi, AllerTOP v. 2.0
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(https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/) programi tarafindan tahmin edilmistir.
Bu program, toplam 2210 alerjen ve 2210 alerjen olmayan veri setini kullanarak k

NN algoritmasi tarafindan ¢alismaktadir (Dimitrov et al., 2013).

3.7 BetaWrap motiflerinin tahmini

Gag, env proteinleri ve multi epitop as1 konstraktinin BetaWrap motiflerini

tahmin etmek icin, BetaWrap (http://cb.csail.mit.edu/cb/betawrap/betawrap.html)

programi kullanilmistir (Bradley et al., 2001).

3.8 Konak proteomu ile benzerlik

BlastP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins)
algoritmasi, gag ve env proteinlerinin konak proteomuna benzerligini tahmin
etmek i¢in kullanilmistir. Bu analiz sirasinda standart veri tabani kullanilmistir.

Ayrica organizma olarak Ovis aries (koyun) secilmistir.

3.9 B hiicre epitoplarinin tahmini

B hiicre epitop tahmininde kullanilan ilk veri tabani Bcepred, linear
epitoplarin tahminini saglamigtir. Bceepred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/bcepred/beepred _submission.html),  epitoplari

fiziko-kimyasal Ozelliklerine gbére tahmin eden bir platformdur. Bu platformun
veri setleri, Bcipep'ten deneysel olarak kanitlanmis 1029 linear epitoptan ve
SWISS-PROT veri tabanindan 1029 epitop-olmayan sekanslardan elde edilmistir.
Fiziko-kimyasal 6zelliklere dayali tahmin dogrulugu %52,92 ile %57,53 arasinda
degismektedir (Saha and Raghava, 2004).

Diger yandan IEDB platformu icerisinde bulunan Ellipro ile
(http://tools.iedb.org/ellipro/), hem non-linear hem de linear epitoplarin tahminini
saglanmistir. Ellipro bu tahmini gergeklestirirken 3 algoritma kullanir. Bunlar
sirasiyla, protein seklinin bir elipsoid olarak tahmini, arta kalan protein
kalintilarinin ¢ikinti indeksinin (PI) hesaplanmasi, ve PI degerlerine gore arta
kalan protein kalintilarinin kiimelenmesidir. PI, proteinlerde bulunan atomlarin,
her bir arta kalan protein kalintisinin ellipsoidin digina ilk hareket etmeye

basladig1 andaki degerdir. Arta kalan protein kalintilarinin kiimelenmesi sirasinda
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non-linear epitoplar, sahip olduklart ¢ikinti indeksi (S) ve mesafe (R) degerlerine
gore tanimlanir. Arta kalan protein kalintisinin PI degeri S’den biiyiik ise, bu

kalint1 non-linear epitop sinifina girer (Ponomarenko et al., 2008).

Calismanin dogruluk oranimi arttirmak i¢in ayni zamanda Discotope
(/tools.iedb.org/discotope/) veri tabani da kullanilarak non-linear epitoplarin
tahmini gerceklestirilmistir. Discotope, proteinin 3D goriintiisiine dayanan bir
metot kullanarak %95 6zgiilliik ile tahmin saglar. Boylelikle hem Bcepred hem
Ellipro'da tahmin edilen ve daha sonra Discotope'ta dogrulanan antijenik

epitoplar, B hiicresi epitopu olarak secilmistir (Haste Andersen et al., 2006).

3.10 MHC-I ve MHC-II epitoplarimin tahmini

Gag ve env proteinlerinin MHC-I ve MHC-II epitoplarinin tahmini i¢in
IEDB veritaban1 (IEDB; https://www.iedb.org) kullanilmistir (Vita et al., 2018).

MHC-I ve MHC-II epitoplarinin tahmini sirasinda kullanilan metodlar sirasiyla
NetMHCpan EL 4.1 ve IEDB recommended 2.22°dir. Ne yazik ki koyun MHC
allelleri epitop tahminini saglayan veri tabanlarinda heniiz bulunmadigi igin
koyunlar ile ortolog ve yiiksek homolojiye sahip insan MHC alleleri ¢alismamizda
kullanilmigtir. MHC-I alleleri i¢in, insan (HLA) A-01.01, A-02.01 ve B-27.05
alellerinin, koyun (Ovar) N-02.01, N-10.01 ve N-13.01 alelleri ile sirasiyla
%75,41, %72,19 ve %73,33 oranlarinda homoloji gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, MHC-II alellerinden HLA-DRB1.01.01, DRB1.15.01 ve DRB1.04.01
alellerinin Ovar-DRB1.07.01, DRB1.10.01 ve DRB1.02.01 alelleri ile sirasiyla
%80,83, %78,20 ve %81,58 oranlarinda homoloji gdsterdigi tespit edilmistir.

Buna gore, MHC-I epitoplarinin tahmini i¢in ii¢ farkli insan MHC-I aleli
(A-01.01, A02.01 ve B-27.05) secilerek ve percentile rank degeri 1.00'den kiigiik
epitoplar MHC-I epitoplar1 olarak kabul edilmistir. MHC-II epitoplarinin tahmini
icin, ti¢ farkli insan HLA MHC-II aleli (DRB1.01.01, DRB1.15.01, DRB1.04.01)
secgilerek percentile rank degeri 10.0'dan kiiclik epitoplar, MHC-II epitoplar1
olarak kabul edildi. Ayrica, insan alelleri i¢in tahmin edilen tim MHC-I/II
epitoplarinin, koyun MHC allelerine gergekten baglanip baglanamayacagi yapilan

docking analizleri ile dogrulanmustir.
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3.11 Molekiiler docking analizleri

Multi epitop as1 konstraktinin yapisini olusturmak ic¢in segilen son
epitoplar ve insan MHC alelleri ile olduk¢a benzerlik gosteren koyun MHC-I/II
alelleri arasinda docking analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica viriislere karsi
bagisiklik tepkisi olusturdugu iyi bilinen TLR2 ve TLR4 reseptorleri ile tasarlanan
multi-epitop as1 konstraktinin da docking analizleri gergeklestirilmistir. Docking

analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in ClusPro (https://cluspro.bu.edu/home.php)

programi kullanilmistir. Bu program genellikle protein-protein etkilesimlerinin

tahmini i¢in kullanilmaktadir (Kozakov et al., 2017).

Ayrica ¢aligmada kullanilan tiim proteinlerin 3 boyutlu yapisal modelleri I-
Tasser (https://zhanggroup.org/I-TASSER/) programi kullanilarak modellenmistir
(Yang et al.,, 2015). Elde edilen modeller PyMOL (https://www.pymol.org/)

tizerinden gorsellestirilmistir.

3.12 Epitoplarin toksisite, ¢oziiniirlik ve hemolitik ozelliklerinin
tahmini

Ilk olarak epitoplarin toksisitesinin tahmini i¢in ToxinPred programi
kullanilmistir. Bu programda ¢esitli veri tabanlarindan toplanan 1805 toksik peptit
ve SwissProt veri tabanindan 3893 toksik olmayan peptit ile tahminler

gergeklestirilir (Gupta et al., 2013).

Ardindan epitoplarin suda c¢oziintlirlikklerinin tahmini i¢in PepCalc

(https://pepcalc.com/) programi kullanilarak suda ¢6ziinebilirligi iyi olan epitoplar

secilmigtir (Lear et al., 2016).

Diger yandan epitoplarin hemolitik 6zelliklerinin tahmini i¢in HemoPI
(//webs.iiitd.edu.in/raghava/hemopi/index.php)  programi  kullanilmistir.  Bu
programa sunulan veriler, hemolitik veri tabanindan 552 hemolitik peptit ve
Swiss-Prot veri tabanindan 552 hemolitik olmayan peptit ile test edilmektedir.
Peptitlerin HemoPI degeri 1 ise hemolitik olarak, degeri 0 ise non-hemolitik

olarak degerlendirilir (Chaudhary et al., 2016).
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3.13 Epitoplarda solvent ekspoze pozisyonlarin tahmini

Gag ve env proteinleri ile varyantlar1 ilk olarak Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) kullanilarak hizalanmistir. Ardindan

hizalanan  diziler =~ ve  proteinlerin 3D  goriintiilleri  ESPript 3.0
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/) programina girilerek epitop bdlgelerinin
proteinin solvent ekspoze yiizeye denk gelip gelmedigi test edilmistir (Robert and
Gouet, 2014).

3.14 Multi-epitop as1 konstraktinin tasarimi

Multi-epitop as1 konstraktinin antijenik, alerjik olmayan, toksik olmayan,
hemolitik olmayan, suda ¢6ziiniir ve konak¢iya homolog olmayan MHC-I/II ve B
hiicre epitoplar1 secilerek uygun linkerlar ile birlestirilmistir. Multi-epitop asi
konstrakti, gag ve env proteinlerinden toplam 19 adet epitop kullanilarak
tasarlanmigtir. Konstraktin immiinojenikligini ve stabilitesini arttirmak i¢in ¢esitli
linker dizilerinin (AAY, GPGPG, KK) yaninda adjuvan da (50S ribozomal protein
L7/L12) kullanilmistr.

Ik olarak, 508 ribozomal protein L7/L12 (accesion numarasi: POWHE3)
olarak adlandirilan adjuvan, bir EAAAK linker dizisi kullanilarak dért tane MHC-
I epitopu igeren konstraktin amino (N) terminaline eklenmistir (Lee et al., 2014).
Her bir MHC-I epitopu, bir AAY linker dizisi kullanilarak birlestirilmistir. Daha
sonra, MHC-II epitoplari GPGPG linker dizisi ile birlestirilerek konstrakta
eklenmistir. Son olarak, bir KK linker sekansi ile birlestirilen yedi B hiicre
epitopu, multi epitop ast konstraktina eklenmistir. Ayrica, protein saflagtirmasini
kolaylastirmak i¢in C terminaline bir 6xHis etiketi yerlestirilmistir. Boylelikle
multi-epitop as1 konstraktinin toplam 432 amino asitten olustugu belirlenmistir

(Azim et al., 2019; Crowe et al., 1995).

3.15 Proteinlerin 3D yapisal modellemesi

Epitoplarin, MHC-I/II alellerinin ve TLR-2/TLR-4 reseptorlerinin 3
boyutlu yapisal modellemesi, I-Tasser (iterative Threading ASSEmbly
Refinement)  (https://zhanggroup.org/I-TASSER/)  programi  kullanilarak
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gerceklestirilmistir (Yang et al., 2015). Ayrica MHC-II alelleri beta ve alfa
zincirlerinden olusan bir heterodimer yap1 gosterdiginden dolayr, MHC-II
alellerinin 3 boyutlu yapisindaki zincirleri birlestirmek i¢in DEMO (Domain
Enhanced MOdeling, version 2) (https://zhanggroup.org/DEMO/) sunucusu

kullanilmistir ~ (Zhou et al.,, 2019). Diger bir platform RaptorX

(http://raptorx.uchicago.edu/) ise multi-epitop as1 konstraktinin tersiyer yapisinin

modellemesi i¢in kullanilmistir (Kéllberg et al., 2014; Wang et al., 2016). Elde

edilen tiim protein modelleri Pymol kullanilarak goérsellestirilmistir.

3.16 Multi-epitop as1 konstraktinin 3D goriintiisiiniin iyilestirilmesi ve
dogrulanmasi

Multi-epitop as1 konstraktinin 3D yapis1 RaptorX ile elde edildikten sonra,

GalaxyRefine (https://galaxy.seoklab.org/) programi kullanilarak yapinin olasi

iyilestirilmesi  gerceklestirilmistir (Heo et al., 2013). lyilestirilen yap
tahminlerinden, GDT-HA, RMSD, MolProbity, Clash score, Ramachandran
favored backbone gibi ¢esitli parametreler gz oniinde bulundurularak en iyisi

secilmistir.

Iyilestirilen =~ protein  yapisinin  olast  hatalar1  ise  ProSA

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) platformu kullanilarak test

edilmistir (Wiederstein ve Sippl, 2007). Aym zamanda multi-epitop as1
konstraktinin stereokimyasal kalitesi, PROCHECK sunucusu
(https://saves.mbi.ucla.edu/) altinda c¢alisan Ramachandran aracilifiyla elde

edilmistir (Hollingsworth ve Karplus, 2010).

3.17 Serum ornekleri

“Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii” arsivinde bulunan hastaligi
daha once gegirdigi tespit edilmis koyunlardan toplanmis serum 6rnekleri (n:24)
ve bu hastaligi gecirmemis koyunlardan toplanmis serum Ornekleri (n:23)
biyoinformatik olarak secilmis peptitlerin/epitoplarin in vitro immiinojenisitenin

belirlenmesi i¢in kullanilmistir
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3.18 B hiicre epitoplarimin indirekt elisa ile immiinojenite tayini

En iyi 6zelliklere sahip olan 7 adet B-hiicre epitopunun immiinojenitelerini

test etmek icin 47 tane serum 6rnegi kullanilmistir. Bunlarda 24 tanesi pozitif ve

23 tanesi negatif drnek olarak kullanilmistir. Ayrica her bir epitopu sentezlemeden

once baslarina bir sistein (C) amino asidi eklenmistir. Yapilan ELISA testleri

sirasinda kullanilan laboratuvar aletleri, soliisyon ve antikor asagida verilmistir.

3.18.1 Laboratuvar aletleri

Mikrosantrifiij (CAPP, Danimarka)

Inkiibator (Medcenter Einrichtungen GmbH, Almanya)

ELISA plak okuyucusu (BioTek Instruments, ABD)

ELISA plak yikayict (BioTek Instruments, ABD)

Sulandirma plagi, 96 well master block 2 ml (Greiner Bio-One,
Avusturya)

ELISA Mikroplaklar, 96 ¢ukurlu, taban1 diiz: (Corning, ABD)

3.18.2 Soliisyonlar

Tween 20 (Applichem, Almanya)

3,3’-,5,5’--Tetrametilbenzidin (TMB): 3,3’-,5,5’—Tetramethyl
benzidine

Sodyiim kloriir (NaCl), Potasyum kloriir (KCl), Disodyum hidrojen
fosfat (Na2HPO4), Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Hidrojen siilfiir (H2S)

3.18.3 Antikor

Peroksidaz (Horseradish Peroxidase; HRP) isaretli, konak hiicre

olarak esekte liretilmis, anti-sheep IgG (H+L)

Ilk olarak ELISA plaklarinin her bir kuyucuguna, 100 ul distile su

icerisinde hazirlanan, gag i¢in 3 ve env i¢in 4 adet olmak {izere toplam 7 adet

peptit (1pg/ml) plaklara eklenerek, plaklar gece boyu 37 °C de inkiibe edilmistir.
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Ertesi giin inkiibatdrden alinan plaklarin kuyucuklarina bloklama icin 1xPBS ve
%0,5 BSA c¢ozeltisi hazirlanarak her bir kuyucuga 100’er pl konulmustur. Oda
sicakliginda 1 saat beklemenin ardindan kuyucuklar PBS-T [9%0,1 Tween 20 (v/v)
iceren 1xPBS] ile 3 kere yikanmuistir.

Serum diliisyonu i¢in koyunlara ait serumlar %0,5 BSA (v/w) ve %0,1
Tween 20 (v/v) iceren 1xPBS'de 1/200'e seyreltilerek ve 1 saat oda sicaklifinda
inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklar PBS-T ile 3 kere yikanmistir.

Antikor diliisyonu i¢in Anti-sheep IgG antikoru (Invitrogen-Termo Fisher)
PBS-T icinde 1/20.000’e seyreltilerek ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan kuyucuklar PBS-T ile 3 kere yikanmistir. Son adim olarak,

kuyucuklara tetrametilbenzidin (TMB) substrati eklenerek reaksiyon gozlenmistir.

Reaksiyon, 75 ul 2 N siilfiirik asit eklenerek durdurulmustur. Absorbans
degerlerini gérmek i¢in sonuglar 450 nm’de bir mikro titre plaka okuyucusunda
(Bio-Tek ELx808™, ABD) degerlendirilmistir. ELISA sonuglari ile elde edilen
her bir serumun absorbanslarinin cut-off degeri ROC analizi kullanilarak analiz
edilmistir. Ote yandan testin istatistiksel olarak dogrulugunu kontrol etmek igin p-
degeri ise t testi kullanilarak hesaplanmis ve p<0,05 olarak tespit edilenler anlamli

olarak varsayilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Varyasyon analizi

Gag ve env genlerinin ve proteinlerindeki varyasyonlarin tespit edilmesi
sirasinda referans izolat olarak MVV Izlanda KV1514 kullanilmistir. Analizde
kullanillan ve NCBI’da bulunan diger izolatlar ise KV1772 (izlanda), EV1
(Ingiltere), 85/34 (ABD), 697 (ispanya), ve NM1111 (Cin)’dir. Yapilan analizlere
gore 1326 b¢ uzunlugundaki gag geninde 358 ve 2973 bg¢ uzunlugundaki env
geninde 1143 varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlardan 63 adetinin gag
proteininde amino asit degisikliklerine neden oldugu tespit edilirken, 453 adetinin

env proteininde amino asit degisikliklerine neden oldugu tespit edilmistir.

4.2 Proteinlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri ve sekonder yapi tahmini

Gag proteini i¢in yapilan analizde, amino asit sayist 442 amino asit
uzunlugunda bulunustur. Proteinin ~49 kDa'ya sahip oldugu saptanmistir. Teorik
PI degeri 9,26, yarilanma omrii 30 saat, instabilite indeksi sonucuna gore stabil,
alifatik indeks sonucuna gore 72,81’lik bir degerle termostabil, ve hidropatiklik

degeri negatif bulundugu i¢in suda ¢oziinebilir oldugu saptanmustir.

Env proteini i¢in yapilan analizde, amino asit sayis1 991 amino asit
uzunlugunda bulunmustur. Proteinin ~ 115 kDa'ya sahip oldugu bulunarak gag
proteininden daha biiyiik oldugu saptanmistir. Teorik PI degeri 8,85, yarilanma
omrii 30 saat, instabilite indeksi sonucuna gore kararsiz, alifatik indeks sonucuna
gore 73,56’lik bir degerle termostabil ve hidropatiklik degeri negatif bulundugu

icin suda ¢oziinebilir oldugu saptanmustir.

Multi-epitop as1 konstrakti i¢in yapilan analizde, amino asit sayis1 432
amino asit uzunlugunda bulunustur. Proteinin ~46 kDa'ya sahip oldugu
saptanmistir. Teorik PI degeri 9,14, yarilanma omrii 30 saat, Instabilite indeksi
sonucuna gore stabil, Alifatik indeks sonucuna gore 65,19’luk bir degerle
termostabil ve hidropatiklik degeri negatif bulundugu icin suda ¢6ziinebilir oldugu

saptanmistir (Tablo 4.1).
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Sekonder yapi tahminlerinde gag proteini i¢in alfa heliks oram1 %42,
ekstended strand orant %17, random coil orant %40 olarak saptanmistir. Env
proteini i¢in alfa heliks oran1 %25, ekstended strand orani1 %32, random coil orani
%41 olarak saptanmistir. Multi epitop as1 konstrakti iginse alfa heliks orani
%54.86, extended strand orami %9.03, random coil orant %36.11 olarak

saptanmistir (Tablo 4.2).

Tahmini | Instabil
Amino | Molekiil Alifati (Asp
Protein Teorik | yarilanm ite GRAV (Arg +
asit er k F
ismi pI aomrii | indeksi Y? Lys):
sayis1 agirhk indeks Glu):
(saat) In
Gag 49,914.6 30s in )
' 442 4 9.26 vitro 39.53 72.81 0.614 47 64
Protein
Env 115,002. 30s in
' 991 34 8.85 : 42.87 73.56 0.570 105 126
Protein vitro
Multi-
46,318.5 30s in
epitop as! 432 3 9.14 : 37.10 65.19 0.781 59 69
vitro
konstrakt1

Tablo 4. 1. ExPASy ProtParam tarafindan tahmin edilen fiziko-kimyasal parametrelerin
sonuglari.

4.3 Antijenite tahmini

Kullanilan Vaxijen programi ile gag ve env proteinlerinin sirasiyla 0,6282
ile 0,5530 arasinda degisen degerlerle antijenik oldugu saptanmistir. Boylelikle
gag proteininin, env proteininden daha yiiksek bir antijeniklige sahip oldugu tespit
edilmistir. Tahmini yapilan her bir B hiicre ve T hiicre epitoplarinin
(RPQGKAGHKG, GAYPDPELEY, PMLVKQKNTESYEDF) antijenite degerleri
analiz edilerek antijenik olanlar1 as1 konstraktin1 olusturmak i¢in diger analizlere
tabi tutulmak iizeri secilmistir. Olusturulan as1 konstraktinin da antijen oldugu

tespit edilmistir (Tablo 4.2 ve 4.3).
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4.4 Subseliiler lokalizasyon, transmembran heliks sayis1 ve proteinlerin
membrandaki konumu

Subseliiler lokalizasyon sonucuna goére gag proteini konakg1 hiicre zarinda
ve konakg¢1 ¢ekirdeginde; env proteini konakg1 ¢ekirdeginde ve multi epitop ast
konstraktr konakg1 sitoplazmasinda bulunmustur. Ozellikle olusturulan multi-
epitop as1 konstraktinin sitoplazmada bulunmasi, immiin sistem hiicreleri

tarafindan taninabilirligini arttiran pozitif bir sonugtur (Tablo 2).

Transmembran heliks analizleri sonucunda, env proteininde 3 adet
transmembran heliks saptanmigken gag proteininde ve multi epitop asi

konstraktinda hi¢ saptanmamuistir (Tablo 4.2).

Gag ve env proteinlerinin membrandaki uzamsal konumu PPM 2.0 serveri
ile tahmin edildiginde, gag ve env proteinlerinin AGtranst degerlerinin sirasiyla -
9,4 kcal/mol ve -7,4 kcal/mol oldugu ve dolayisiyla bu proteinlerin integral

oldugu saptanmustir (Sekil 4.1).

Protein Trans Alfa 151200 Rando | Tahmini BetaW . Antijeni . P
i membr . d . . rap Signal Alerje | Coziiniir
Ismi heliks m coil | lokalizas 5 q te 5 .

an o strand 5 motifle | peptide o nite liik
. (%) (%) (%) yon . Degeri
Konak
Gag hiicre Alerjen | Coziinir
Protein 0 4276 17.19 40.05 membran yok yok 0.6282 degil | 0.755657
1
106.
Env Konak Amino Coéziiniir

Protein 3 25.63 32.39 41.98 .hlzllcre yok asit 0.5530 A(ier}'e;n degil

niikleusu sonrast egil | 635780

sinyal

. peptid

lg;[)liltléll; Konak
hiicre Alerjen | Coziiniir
o 0 | 3486 1 903 | 3611 Gitazm | YK | yok | 04856 | degil | 0939518
ast
1

Tablo 4. 2. Her bir proteinin ve multi epitop asi konstraktinin g¢esitli analizlerinin
sonuclari. Sirasiyla TMHMM, GOR 1V, Virus-mPLoc, BetaWrap, Signal-BLAST, Vaxijen,
AllerTop ve SolPro tarafindan tahmin edilen transmembran heliks sayisi, sekonder yapilarinin
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orani, hiicre alti lokalizasyonu, BetaWrap motifleri, sinyal peptidi, antijenite, alerjenite,
¢Oziiniirliik tahminlerinin sonuglart.

Sekil 40.1. Gag ve env proteininin (yesil renkli) zardaki (mavi renkli) uzamsal konumu.

(A) gag proteini. (B) env proteini.

4.5 Sinyal peptit tahmini

Dort farkli parametreye dayanan sinyal peptit tahminine gore, sadece env
proteininin bir sinyal peptite sahip oldugu saptanirken, gag proteininin ve multi-
epitop ast konstraktinin bir sinyal peptitine sahip olmadig1 saptanmistir (Tablo

4.2).

4.6 Alerjenite tahmini

Patojen organizmanin proteinlerinin, epitoplarin ve tasarlanan multi-epitop
as1 konstraktinin konakgida alerjik bir etki yaratip yaratmayacagi AllerTOP ile
tahmin edilmistir. Gag ve env proteinlerinin alerjen olmadig1 tahmin edilmistir.
Ayrica alerjenite tahmini epitoplarada uygulanilmis olup alerjik olmayanlar
devam eden analizler icin secilmistir. Tiim analizler sonunda kalan en iyi
epitoplarla tasarlanan multi-epitop as1 konstraktinin da alerjik olmadig1 tahmin

edilmigtir (Tablo 4.2 ve 4.3).
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4.7 BetaWrap motiflerinin tahmini

Suda ¢oziinmeyi zorlagtiran BetaWrap motiflerine gag, env ve multi-

epitop as1 konstraktinda saptanmamustir (Tablo 4.2).

4.8 Konak proteomu ile benzerlik

Maedi-Visna gag proteininin E-degeri, le-10 ve 2e-07 arasinda
bulunmustur. Ayn1 zamanda benzerlik oranlart  %29,27-%29,52 arasinda
degismekteydi. Ote yandan, Maedi-Visna env proteininin koyunlarda énemli bir

benzerligi bulunamamustir.

4.9 B hiicre epitoplarinin tahmini

Linear epitop tahmininde Bcepred kullanilmistir. Gag proteini i¢in 12, env
proteini iginse 26 protein tahmin edilmistir. Bcepred’de linear epitoplarin
tahmininin ardindan Ellipro’da hem linear hem non-linear epitoplarin tahmini
yapilarak her iki programda hem linear hem non-linear grup igerisine giren
epitoplar secilmistir. Linear epitop tahmininin ardindan, gag proteini igin
Elliproda 10 linear epitop ve 7 non-linear epitop tahmin edilmistir. Boylelikle iki
programdan elde edilen verilerle totalde 22 adet gag epitopu tahmin edilmistir. Bu
epitoplardan 5 adedi iki uygulamada da saptanan ve hem linear hem non-linear
ozellik gosteren epitoplar olarak tespit edilmistir. Env proteini i¢in ise Ellipro da
26 linear ve 5 non-linear epitop tahmin edilmistir. Boylelikle iki programdan elde
edilen verilerle totalde 42 adet env epitopu tahmin edilmistir. Bu epitoplardan 10
adedi iki uygulamada da saptanan ve hem linear hem non-linear 6zellik gosteren
epitoplar olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak gag ve env proteinlerinde tahmin
edilen toplam 15 epitop, diger oOzellikler agisindan analiz edilmistir ve bu
epitoplardan antijenik, alerjik olmayan, toksik ve hemolitik 6zellik gostermeyen,
suda ¢Oziiniir olan toplam 7 adet epitop, B hiicre epitopu olarak seg¢ilmistir.
Secilen 7 epitop Discotop tarafindan da amino asit pozisyonlarina gore non-linear

olup olmadig1 da test edilmistir (Tablo 4.3).
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4.10 MHC-I ve MHC-II epitoplarimin tahmini

Ik olarak MHC-I epitoplarmin seciminde percentile rank degeri 1.00’den

diisiik olan 15 adet gag epitopu ve 39 adet env epitopu tahmin edilmistir.

Ardindan MHC-II epitoplarinin se¢iminde percentile rank degeri 10°dan diisiik

olan 94 adet gag epitopu ve 200 adet env epitopu tahmin edilmistir.

Sonug olarak gag ve env proteinlerinde tahmin edilen toplam 54 MHC-I

epitopu igerisinden antijenik, suda ¢o6ziiniir, alerjik toksik ve hemolitik olmayan 5

adet epitop docking analizlerinde test edilmek {izere secilmistir. Diger yandan gag

ve env proteinlerinde tahmin edilen toplam 294 MHC-II epitopu igerisinden

antijenik, suda ¢Oziiniir, alerjik toksik ve hemolitik olmayan 7 adet epitop docking

analizlerinde test edilmek tlizere secilmistir (Tablo 4.4 ve 4.5).

Epitopl **Solvent
: . Tahmini | Alerjeni L., | Propar | Troolven
. . *Discotop | Vaxijen e Toksisite mn ekspoze
Protein Epitop L. Coziiniirl te .. o .
degeri . . .| Tahmini | Hemoliti amino
ik Tahmini .. q
k Degeri asitler
RPQGKAG | RPQGKA Antijen Suda Non- Non- 0.49 RPQGKA
HKG GHKG 1.8129 Coziniir | Allergen | Toxin ’ GHKG
PGNRAQK Antijen Suda Non- Non PGNRAQ
E E(ENRAQ 0.8947 | Coziinir | 1M | Toxin 047 KE
Gag
Antijen Suda Non- Non-
K KE 0.4 K KE
QGS KQGSKE 0.4049 Coziiniir | Allergen Toxin ? QGS
VKRQQQ Non- VKRQQ
VKR! E
EEEgg(?L EEEEQQ Antijen Suda Allergen Non- 0.49 QEEEEQ
VSGKKKS GLVSGK 1.0214 Coziiniir Toxin ' QGLVSG
KKS KKKS
Non-
EHERRTS EHERRTS Antijcn Suda Allergen Non- 0.49 EHERRT
HRS HRS 0.4173 Coziiniir Toxin ' SHRS
Env
WEKEDEE Antijen Suda Non- Non WEKEDE
WEKEDE o Allergen . 0.49
SMK ESMK 0.5291 Coziiniir Toxin ESMK
Non-
Antijen Suda Non- KYSCES
KYSCESN | KYSCES All . 0.49
N 05876 | Cozimir | =" | Toxin N

Tablo 4.3. B hiicresine 6zgii epitoplar. Sirasiyla Vaxijen, PepCalc, AllerTop, Toxinpred,
HemoPI ve ESPript tarafindan tahmin edilen antijenite, ¢oziintirliik, alerjenite, toksisite, hemolitik
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oran ve solvent ekspoze amino asit 6zellikleri. * Discotope programi ile non-linear olarak saptanan
amino asitler kalin olarak belirtilmistir. ** Solvent ekspoze amino asitler kalin olarak
gosterilmistir

. . . Score/ Percentile | Vaxijen
Protein MHC Alleleri Epitop AT e rank o
HLA-A 0101 LVKQKNTESY 0.150298 0.68 Antijen
0.6293
Gag
HLA-A 0101 GAYPDPELEY 0.443681 0.23 Antijen
0.9076
Anti]
HLA-B 2705 GRKGSQRDSL 0.266927 0.72 rhyen
0.5609
Env
Anti]
HLA-A 0201 KMPLAAVQRV |  0.165977 0.95 O’; gzef
MHC-1
Antij
HLA-B 2705 QRDSLYIAGR 0.27021 0.71 o 8?;‘
ETSKREFASLQA Antijen
HLA-DRBI. 04.01 LA 0.01 0.01 bt
PMLVKQKNTES Antijen
HLA-DRBI. 04.01 . 5.80 5.80 0873
EGFKMQLLAQA Antijen
HLA-DRBI. 01.01 LRPO 1.60 1.60 04300
Gag
FKMQLLAQALR Antijen
HLA-DRBI. 01.01 4.70 4.70
PQGK ’ ! 0.6762
NPMLVKQKNTE Antijen
MHC-II HLA-DRBI. 04.01 SVED 5.80 5.80 07660
EGNLSLLLREAA Antijen
HLA-DRBI. 01.01 Lov 4.60 4.60 0.6305
Eny LGYNISSNPERGI Antijen
HLA-DRBI. 04.01 oD 8.60 8.60 o

Tablo 4.4. MHC-I ve MHC-II alellerine 6zgii epitoplar. Adjusted rank ile percentile rank
degerleri ve ayrica Vaxijen ile yapilan antijenite tahmini sonuglar1 da gosterilmistir.
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* -
: Tahmini . » Hemolitik | oovent-
Epitop e e e Alerjenite Toksisite .. ekspoze amino
¢oziiniirliik degeri .
asitler
LVKQKNTE | Good \fvgter Probable Non- Non-Toxin 0.49 LVKQKNTES
SY solubility Allergen Y
GAYPDPEL | Good water Probable Non- . GAYPDPELE
.. Non-Toxin 0.49
EY solubility Allergen Y
GRKGSQRD
SL Good W?tcr Probable Non- Non-Toxin 0.47 GRKGSQRDS
Solubility Allergen L
MHC-I | KMPLAAV | Good Water | Probable Non- . KMPLAAVQ
Non-T 0.49
QRV Solubility Allergen on-toxim RV
QRDSLYIA | Good Water | Probable Non- . QRDSLYIAG
GR Solubility Allergen Nop 049 R
ETSKREFA | Good Water | Probable Non- Non-Toxin 0.48 ETSKREFAS
SLQATLA Solubility Allergen ) LQATLA
0.48
Good water | Probable Non- Non-Toxin PMLVKQKN
PMLVKQK solubility Allergen TESYEDF
NTESYEDF
EGFKMQLL
EGFKMQLL | Good V.Vrclter Probable Non- Non-Toxin 0.50 AQALRPQ
AQALRPQ Solubility Allergen
FKMQLLA Good water | Probable Non- . FKMQLLAQ
” Non-Toxin 0.50
QALRPQGK solubility Allergen ALRPQGK
NPMLVKQ Good Water | Probable Non- Non-Toxin 0.49 NPMLVKQK
KNTESYED Solubility Allergen ’ NTESYED
MHC-II
EGNLSLLLR
EGNLSLLL | Good water | Probable Non- . EAALQV
Non-T .
REAALQV solubility Allergen on-toxim 049
LGYNISSNP | Good water Probable Non- Non-Toxin 0.47 LGYNISSNPE
ERGICD solubility Allergen ’ RGICD

Tablo 4.5. MHC-I ve MHC-II alellerine 6zgii epitoplarin 6zellikleri. Sirasiyla PepCalc,

AllerTop, Toxinpred, HemoPI ve ESPript tarafindan tahmin edilen ¢oziiniirliik, alerjenite,
toksisite, hemolitik ortalama ve solvent ekspoze amino asit dzellikleri gdsterilmistir. * Solvent
ekspoze amino asitler kalin olarak gdsterilmistir.
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4.11 Molekiiler docking analizleri

Daha ileri analizlere tabi tutulmak tizere segilen MHC-I (5 epitop) ve
MHC-II (7 epitop) epitoplarinin MHC alleleri ile etkilesimlerini dogrulamak ve
insanlarda saptanan allelerin gercekten koyun alleleri ile baglanabilecegini test
etmek i¢in docking analizleri gerceklestirilmistir. ClusPro programindan elde
edilen sonuglara gore, tiim epitoplarin Ovar MHC alleleri ile yiiksek enerjilerde

baglandig1 tespit edilmistir.

MHC-I spesifik epitoplar1 arasinda en yiiksek enerji (-937,6)
QRDSLYITAGR epitopu ile Ovar N-1301 alleleri arasinda gozlenirken, en diisiik
enerji (-517) GRKGSQRDSL ve Ovar N-1301 allelleri arasinda gdzlenmistir
(Sekil 4.2).

MHC-II spesifik epitoplar1 arasinda en yiiksek enerji  (-950,9)
ETSKREFASLQATLA ve Ovar DRBI1.02.01 arasinda gozlenirken, en diisiik
enerji. (-624,6) NPMLVKQKNTESYED ve Ovar DRBI1.02.01 arasinda
gozlenmistir (Sekil 4.3).

Bu caligmada viral enfeksiyonlar1 tanimada rolii oldugu bilinen TLR-2 ve
TLR-4 reseptorleri ile docking analizleri gerceklestirilmistir. Yapilan analiz
sonucunda multi-epitop as1 konstraktinin TLR-2 reseptorii ile dockingi sonucunda
-997.1 degerinde bir baglanma enerjisi ve TLR-4 reseptorii ile dockingi
sonucunda -1109.0 degerinde bir baglanma enerjisi ortaya ¢iktig1r gozlenmistir.
Boylece her iki reseptore de baglanabildigi ancak TLR-4 reseptorii ile daha giiclii
bir afinitede baglandig1 gézlenmistir (Sekil 4.4).
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Epitope: LVKQKNTESY Epitope: GAYPDPELEY Epitope: QRDSLYIAGR
Lowest Energy: -669.3 Lowest Energy: -662.1

Lowest Energy: -937.6

Epitope: KMPLAAVQRV Epitope: GRKGSQRDSL
Lowest Energy: -728.8

Lowest Energy: -517.6

&0 b A R ) e

' Peptide

Sekil 4.1. MHC-I alellerinin (mor renkli), tahmini epitoplari ile docking analizi sonuglari.
Cluspro kullanilarak gerceklestirilen analizler Pymol kullanilarak gorsellestirilmistir. Ayrica
kirmizi gergeve icine alinmis yap1 peptit/MHC-I kompleksinin bilinen bir yapisidir ve sonuglari
karsilagtirmak igin kullanilmistir (PDB erisim numarasi: 7CPO, MHC- 1 allelinin alindigi tiir:
Anolis carolinensis).

Epitope: EGFKMQLLAQALRPQ  Epitope: EGNLSLLLREAALQY Epitope:ETSKREFASLQATLA Epitope: PMLVKQKNTESYED
Lowest Energy: -809.2 Lowest Energy:-763.1 Lowest Energy: -950.9 Lowest Energy:-678.5

Epitope: NPMLVKOQENTESYED Epitope: LGYNISSNPERGICD Epitope: FKMQLLAQALRPOGK
Lowest Energy:-624.6 Lowest Energy:-950.6 Lowest Energy:-666.9

% '-. a domain

J‘ Y, /./‘y b domas

Sekil 4.2. MHC-II alellerinin, tahmini epitoplar1 ile docking analizi sonuglari. Cluspro
kullanilarak gerceklestirilen analizler Pymol kullanilarak gorsellestirilmistir. MHC allelerinden
yesil renkli olan domain o zincirini temsil ederken turuncu renkli olan B zincirini temsil
etmektedir. Ayrica kirmizi gerceve igine alinmis yapi peptit/MHC-I kompleksinin bilinen bir
yapisidir ve sonuglari karsilagtirmak i¢in kullanilmistir (PDB erisim numarasi: 7NZF, MHC- 1

allelinin alindig1 tiir: Homo sapiens).
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Sekil 4.3. Multi epitop as1 konstraktinin (sar1 renkli), TLR reseptorii ile docking analizi
sonucu. A) multi-epitop as1 konstrakti/ TLR2 kompleksi. B) multi-epitop as1 konstrakti/ TLR4
kompleksi.

4.12 Epitoplarda solvent ekspoze pozisyonlarin tahmini

Epitoplarin ¢oziicii ile dogrudan temas halinde olan amino asit bolgelerini
test etmek icin gergeklestirilen analizde, B hiicresi epitoplarinin MHC-I ve MHC-
IT epitoplarindan daha fazla solvent ekspoze alana sahip oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle B hiicresi epitoplarindan olan RPQGKAGHKG epitopunun glisin amino
asidi hari¢ tim amino asitleri solvent ekspoze alanda oldugu tespit edilmistir

(Tablo 4.2 ve 4.4).

4.13 Multi-epitop as1 konstraktinin tasarimi

Multi-epitop as1 konstrakt: sirastyla adjuvan, EAAAK linker1, AAY linkeri
ile baglanan MHC-I gag epitoplari ve MHC-I env epitoplari, GPGPG linker ile
baglanan MHC-II gag epitoplar1 ve MHC-II env epitoplari, KK linker: ile
baglanan B hiire gag epitoplar1 ve B-hiicre env epitoplari, son olarak da 6 tane
histidin ile birbirleriyle baglanarak 432 amino asitlik bir protein olarak

tasarlanmigtir (Sekil 4.5).

Tasarlanan multi-epitop ast konstrakti, as1 ¢alismalari i¢in dnem tasiyan
birgok 6zellik acisindan test edilmistir. Ornegin fiziko-kimyasal ozellikleri test
edildiginde, elde edilen sonuglarla suda ¢oziiniir ve stabil bir yapisinin oldugu

tespit edilmistir. Sekonder yap1 tahminleri PSIBRED programi ile
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grafiklestirilmistir ve alfa heliks ve random coil sayisinin fazla oldugu (%54.86,
%36,11) saptanmistir (Sekil 4.6). Multi-epitop as1 konstraktinin Vaxijen ile
antijenitesi test edildiginde 0.4856’lilkk bir degerle antijen oldugu tahmin
edilmigtir. Transmembran heliks sayilarinin 0 oldugu tespit edilmistir. Boylelikle
pre-klinik caligmalarda protein sentezinde saflastirma zorluklar1 yasanmayacagi
on gorilmektedir. Hiicre alti lokalizasyonuna bakildiginda  konake1
sitoplazmasinda bulunabilecegi tahmin edilmistir. Bu durumda immiin sistem
hiicreleri tarafindan kolaylikla taninabilecek bir bolgededir. BetaWrap motifleri ve
sinyal peptit, multi-epitop asi konstraktinda gozlenmemistir (Tablo 4.2). Ayrica
multi-epitop as1 konstraktinin, suda ¢oziiniir, toksik ve alerjen olmadigi tahmin
edilmigtir. Son olarak multi-epitop as1 konstraktini olusturan epitoplar arasinda, B
hiicre epitoplarinin amino asitlerinin daha solvent ekspoze bir alanda ve daha

erisilebilir oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).

[EAAAK ImL:er] [ AAY linker ] GPGPG linker KK linker HHHHHH I

T
SRTREE Y T R
JUd 1 o }

-

MHC-I epitopes MHC-II epitopes B-cell epitopes

Sekil 4.1. Multi epitop as1 konstraktinin sematik olarak gorsellestirilmesi. Multi epitop ast
konstrakti, 5 adet MHC-I epitopu, 7 adet MHC-II epitopu, 7 adet B hiicre epitopu olmak iizere
toplam 19 adet epitop ile tasarlanmistir. Adjuvan, N-terminade bir EAAAK linker dizisi ile MHC-
I epitopuna baglanmistir. MHC-I epitoplart AAY linkeri ile birbirine baglanirken, MHC-II
epitoplart GPGPG ile ve B hiicre epitoplart KK linkeri ile birbirine baglanmistir. Ast konstraktinin

C-terminaline 6xHis eklenmistir. Multi epitop as1 konstrakti 432 amino asitten olusmaktadir.
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Sekil 4.02. Sekonder yap1 6zelliklerine iligkin grafik. Alfa sarmal yapilar1 pembe renkle,

beta strand yapilar1 sar1 renkle ve coil yapilar1 gri renkle gdsterilmistir.

Legend for solvent accessibility (hovering over a residue will display the predicted distribution for that residue)

B Bury [ Medium [l Exposed

Sekil 4.3. Multi epitop as1 konstraktinin her bir amino asidinin solvent ekspoze alan
grafigi. En iyi solvent ekspoze alanlar kirmizi ile orta derecede ekspoze alanlar sari ile ekspoze

olmayan alanlar ise mavi ile gosterilmistir.
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4.14 Multi-epitop as1 konstraktinin 3D goriintiisiiniin iyilestirilmesi ve
dogrulanmasi.

Multi-epitop as1 konstraktinin 3D tersiyer yapt modeli RaptorX programi
ile ¢izildikten sonra (Sekil 4.8), GalaxyRefine programi ile yapinin iyilestirilmesi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonucun GDT-HA skoru 0.9485 olarak
saptanmistir. Bu deger ne kadar 1’e yakinsa yapinin dogrulugunun o kadar iyi

oldugu bilinmektedir (Sekil 4.9).

GalaxyRefine ile iyilestirilmesi yapilan modelin dogrulanmasi i¢in iki
farkli program kullanilmistir. ProSA programi ile yapilan analizde yapinin
deforme olabilirligi hesaplanmistir. Elde edilen Z-skoru -6.64 degerinde
bulunmustur. Bu saymin negatif degerlerde olmasi yapinin o kadar zor deforme
olacagini temsil eder. Ayrica proteinin lokal model kalite grafigi, elde edilen
yapinin dogru tahmin edilen amino asit bolgelerinin gosteririr. Grafikte pik
degerlenin ¢izginin altinda kalmasi amino asit bolgelerinin ¢ogunun dogru tahmin
edildigi anlamina gelmektedir (Sekil 4.10). Diger yandan, iyilestirilmis 3D
yapisinin stereokimyasal kalitesi Ramachandran Plot programu ile test edilmistir.
Yapilan analizde protein kalintilarinin, %84,9'u most favored bdlgede, %13,2'si
additional allowed bdlgede, %]1,1'1 generously allowed bolgede ve %0,9'u
disallowed bolgede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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B
MAKLSTDELLDAFKEMTLLELSDFVKKFEETFEVTAAAPVAVAAAGAAPAGAAVEAAEEQS
EFDVILEAAGDKKIGVIKVVREIVSGLGLKEAKDLVDGAPKPLLEKVAKEAADEAKAKLEAA
GATVTVKEAAAKL VKQKNTESYAAYGAYPDPELEY GR}{GSQRE)S[. E{.\I'?E.AA\‘QI{
N Q_RDSLYIAGR \ PMLVKQKNTESYED El
LSLLLREAALQV LGYNISSNPERGICDY RPQGI\AGI-H\G}\}\PG\'RAQ}\EI\}\I\QG
SKEKKV I\RQQQI:F EEQQGLVSGKKKSKKEHERRTSHRSKKWEKEDEESMKKKK YSCESN

Sekil 4.1. Multi-epitop as1 konstraktinin 3 boyutlu yap1 tahmini ve amino asit sekanst. (A)
Multi-epitop as1 konstraktinin RaptorX programu ile 3 boyutlu yap1 tahmini. (B) Multi-epitop as1
konstraktinin amino asit sekansi. N terminaldeki adjuvan siyah renk ile, EAAAK linkeri lacivert
ile, MHC-I gag epitoplar1 pembe ile, AAY linkeri gri ile, MHC-I env epitoplar1 kahverengi ile,
MHC-II gag proteini turuncu ile, MHC-II env epitoplar yesil ile, B hiicre gag epitoplar siyah ile,

B hiicre env epitoplari kirmizi ile ve son olarak 6 adet histidin mavi ile gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Multi-epitop as1 konstraktinin iyilestirilmis yapilari. (A) Multi-epitop asi

konstraktinin  GalaxyRefine.programi ile iyilestirilmis goriintiisii. (B) As1 konstraktinin
iyilestirilmis (sar1) yapist ile RaptorX tarafindan elde edilen 3 boyutlu yapir tahmininin

farkliliklarinm1 saptamak i¢in Pymol kullilarak yapilarin iist iiste getirilmis hali. (C) GalaxyRefine

sonuglari.
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Sekil 4.3. Multi-epitop as1 konstraktinin validasyonu. (A) ProSA-web kullanilarak
iyilestirilmis 3D tersiyer yapinm validasyonu. lyilestirilmis modelin Z-skoru -6.64 olarak
saptanmustir. (B) lyilestirilmis modelde dogru tahmin edilen amino asit bolgelerinin gosterildigi
ProSA-web grafigi (C) Ramachandran plot ile gosterilen multi- epitop asi konstraktinin

iyilestirilmis modelinin stereokimyalsal 6zelligi.

4.15 B hiicre epitoplarimin peptit ELISA ile immiinojenite tayini

B hiicre analizleri sonucunda elde edilen toplam 7 adet peptidin her birinin

immiinojenite tayini i¢in ELISA testi uygulanmigtir. Kullanilan serum
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orneklerinden MV'V ile enfekte oldugu tespit edilen 24 pozitif ve MVV ile enfekte
olmadig tespit edilen 23 negatif 6rnek kullamilmustir. Ilk olarak her bir peptitin
immiinojenikligi test edildikten sonra gag peptitleri ve env peptitleri ayr1 birer
miks olusturularak test edilmistir. ELISA sonucunda elde edilen degerler ROC

analizi ile test edilip sensitivite, spesifite ve cut-off degerleri saptanmustir.

Elde edilen sonuglara gore, gag proteini ic¢in en iyi peptit adayr olarak
CKQGSKE amino asit dizisine sahip peptit secilmistir. Bu peptitin pozitif
ornekler icerisinde en yiiksek absorbans degeri 0,520 ve en diisiik absorbans
degeri 0,153 olarak saptanmistir (Sekil 16). Serum Orneklerinden elde edilen
absorbans degerinin, pozitif degerlerin ortalamasi 0,364 ve negatif degerlerin
ortalamas1 0,219 oranlarinda hesaplanmistir (Sekil 25). ROC analizi sonucunda
sensitivite degeri %91,7, spesifite degeri ise %90,9 oraninda saptanmistir. Ayrica
peptidin cut-off degeri 0,2855 olarak bulunmus ve absorbans degeri grafiklerinde
her bir serum f{izerinde gosterilmistir. ROC analizi ile elde edilen ROC curve
grafiginde AUC degeri 0,942 olarak saptanmistir. Ayrica t-testi ile yapilan
analizde testin p-degeri 0,035 olarak saptanmistir. Bu deger 0.05’ten kiigiik

oldugu i¢in testin anlamli oldugu sonucuna varilmastir.

Ote yandan env proteini icin en iyi peptit aday1 olarak CEHERRTSHRS
amino asit dizisine sahip peptit se¢ilmistir. Bu peptidin pozitif 6rnekler i¢erisinde
en yiiksek absorbans degeri 1,730 ve en diisiik absorbans degeri 0,233 olarak
saptanmistir (Sekil.18). Serum Orneklerinden elde edilen absorbans degerinin,
pozitif degerlerin ortalamas1 0,781 ve negatif degerlerin ortalamas1 0,372
oranlarinda hesaplanmistir (Sekil 27). ROC analizi sonucunda 5. peptitin
sensitivite degeri %87.5, spesifite degeri ise % 87 oraninda saptanmistir. Ayrica
peptidin cut-off degeri 0,4535 olarak bulunmus ve absorbans degeri grafiklerinde
her bir serum f{izerinde gosterilmistir. ROC analizi ile elde edilen ROC curve
grafiginde 5. peptit i¢in AUC degeri 0,942 olarak saptanmistir. Ayrica t-testi ile
yapilan analizde testin p-degeri 0,003 olarak saptanmistir. Bu deger 0,05’den
kiiciik oldugu icin testin anlamli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, tiim
peptitlerin sensitivite, spesifite, cut-off, AUC ve p-degeri bilgileri tablo 6’da

verilmigtir.
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Protein Peptit ismi Sensitivite (%) Spesifite (%) Cut-off degeri AUC p-degeri
CRPQGKAGHKG 83,3 81,8 0,2235 0,902 0,026
Gag CPGNRAQKE 79,2 81,8 0,1985 0,874 0,008
CKQGSKE 91,7 90,9 0,2855 0,942 0,035
CVKRQQQEEEEQ 83,0 82,0 0,389 0.937 0,000
QGLVSGKKKS
CEHERRTSHRS 87,5 87 0,4535 0,942 0,035
Env CWEKEDEESMK 70,8 77,3 0,2305 0,838 0,874
CKYSCESN 58,3 59,1 0,2305 0,683 0,007

05

0,45

o4

Tablo 4.6. Her bir peptidin ROC analizi ve t-testi ile elde edilen sonuglart.

Pozitif serum Brnekleri

I

1.peptit

Negatif serum drnekleri

!

T 2 3 4 5 & 7 8 9 W0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 0

|

n 2 A M8 B0

Seril w Serid

3B ¥ %2

Cut off: 0,2235

3OS ¥ M 35 3 37 M M 40 41 41 43 a9 a5 46

Sekil 4. 1. 1. peptit’ in (CRPQGKAGHKG) pozitif ve negatif serum Ornekleri ile
absorbans degerlerinin grafiklestirilmesi.
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2. peptit
i Pozitif serum drnekleri Negatif serum drnekleri
L 1

U (i 1

23

05

Cut off: 0,1985

n'2- = o - DR S PR =3 - 2 o - — - - - B e e e e E X S

o5

a1

o
1 3 3% a4 5 & 7 B 8 10 11 12 1% 14 15 16 1F 18 19 30 2 2 23 M N M ¥ M ¥ 30 3 32 X 3 35 3 37 M M &0 41 42 43 M 45 46

o Seril W Seri2

Sekil 4.2. 2. peptit’ in (CPGNRAQKE) pozitif ve negatif serum 6rnekleri ile absorbans
degerlerinin grafiklestirilmesi.

3. peptit
ne Pozitif serum Grnekleri Negatif serum érnekleri
) A
[ 1 |
o5
a4
. Cut off: 0,2855

02
1]
33 3 35 36 I7 38 39 A0 41 @ 43 44 5 46

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M 5 6% 7 B ¥ 0 31 1

1 Seril ®Seri2

Sekil 4.3. 3. peptit’ in (CKQGSKE) pozitif ve negatif serum ornekleri ile absorbans
degerlerinin grafiklestirilmesi.
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4. peptit
Pozitif serum 6rnekleri Negatif serum drnekleri

| A
o | \[ |

LB

14
Cut off: 0,389

H MH Il

1 2 3 4 % 6 7 8§ 5 10 11 12 13 1415 16 17 15 19 20 21 32 M M % 26 7 I 39 0 ¥ N M M 35 35 47 M 3 S0 41 47 43 4 45 &6 &7

“ Seril ®Serid

Sekil 4.4. 4. peptit’ in (CVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS) pozitif ve negatif serum
ornekleri ile absorbans degerlerinin grafiklestirilmesi.

5. peptit

Pozitif serum drnekleri Negatif serum érnekleri

A A
i I ]

18
L4
12

1

It

1 ¥} 3 4 5 & 7 8 9% 101 12 13K IS KT IEENHDBMNMSEETN n

Sekil 4.5. 5. peptit” in (CEHERRTSHRS) pozitif ve negatif serum drnekleri ile absorbans
degerlerinin grafiklestirilmesi.
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6. peptit
Pozitif serum drnekleri Negatif serum &rnekleri

A A
[ \ |
0,350

0,150
0,100
0050
Cizim Alam
o [ |
a5

1 2 3 4 S & 7 8 95 1011 12 013 34 15 16 17 18 19 20 M 2 33 M 35 ¥ 27 2B ¥ 30 3 L 33 M 3B M ¥ B 3 40 4 2 48 4

0450

0,400

= Seril ®Serid

Sekil 4.6. 6. peptit’ in (CWEKEDEESMK) pozitif ve negatif serum ornekleri ile
absorbans degerlerinin grafiklestirilmesi.

7. peptit
Pozitif serum &rnekleri MNegatif serum drnekleri

A A

03 Cut off: 0,2305

025
G (ETER 5 RS I PR N SRR -F 1ttt v el e - -

o2

015
a1
0,05
o

1 2 3 4 5 & 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 3 M 15 X X7 28 2930 31 32 33 M 35 36 I 3@ 3 40 41 4 43 &4 45 &

Seril ™ Seri2

Sekil 4.07. 7. peptit’ in (CKYSCESN) pozitif ve negatif serum 6rnekleri ile absorbans
degerlerinin grafiklestirilmesi.
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Gag peptitlerinin karigimi

Negatif serum &rnekleri

A

||

o5

04

a3

o1

Pozitif serum &rnekleri

Cut off: 0,345

2 3 B g 10 1 12 13 14 15 16

1 4 5 & 7 17

Seril mSeri2

Sekil 4.8. Gag peptitlerinin karigiminin (CRPQGKAGHKG, CPGNRAQKE, CKQGSKE)
pozitif ve negatif serum drnekleri ile absorbans degerlerinin grafiklestirilmesi.

Env peptitlerinin karisimi

as
Pozitif serum &rnekleri

Negatif serum érnekleri

as

a4

a3

o1

Sekil 4.9. Env peptitlerinin  karisiminin

(CVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS,

CEHERRTSHRS, CWEKEDEESMK, CKYSCESN) pozitif ve negatif serum o&rnekleri ile

absorbans degerlerinin grafiklestirilmesi.
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1. peptit
P-value: 0,026

0,350

0,300
0,250
——————————————————————————————————————————————————— Cut-off: 0,2235

0,200

0,150

0,050

000
o pozitif serumilanin ortalamasi negatif serumlarin ortalamas

W Seril 0,269 0,186

Sekil 4.10. 1. peptit’ in (CRPQGKAGHKG) pozitif ve negatif serum oOrnekleri ile
absorbans degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.

2. peptit
0,350
P-value: 0,006

A
300
=T \
0,250
lErreme ey 0 e e e e e cut-off: 0,1985
0,150

0,100

0,050

000 -
o pozitif serumlarin ortalamasi negatif serumlanin ortalamasi

W Seril 0,238 0,180

Sekil 4.11. 2. peptit’ in (CPGNRAQKE) pozitif ve negatif serum 6rnekleri ile absorbans
degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.
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3. peptit

0,500
P-value: 0,035

A

0450 | \

0,400

0,350

------------------------------------------------------ cut-off: 0,2855

0,200

0,150

0,100

0,050

000
4w pozitif serumlarin ortalamas: negatif serumlarin ortalamasi

™ Seril 0,364 0,219

Sekil 4.12. 3.peptit’ in (CKQGSKE) pozitif ve negatif serum ornekleri ile absorbans
degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.

4. peptit
1,200
P-value: 0,000
A

1,000

0,800

0,600

........................................................... cut-off: 0,389

0,200

0,000
pozitif serumlarin ortalamas: negat# serumlarin ortalamas:

mSeril 0,670 0,289

Sekil 4.13. 4. peptit’ in (CVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS) pozitif ve negatif serum
ornekleri ile absorbans degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.
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5. peptit
P-value: 0,003
\

1,200

1,000

0,800

0,600

coen B .......oooeennsinnse e e feneeanesameanmeameenmr CUL-OfE: 0,4535

0,400
0,200

0,000 -
poeitif serumlann ortalamas negati serumilanin ortalamas:

Seril 0,781 0,372

Sekil 4.14. 5.peptit’ in (CEHERRTSHRS) pozitif ve negatif serum 6rnekleri ile absorbans

degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.

6. peptit

P-value: 0,874
1

0,350

0,300

0,250

""""""""""""""""""""""""""""" cut-off: 0,2305

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000 .
pozitif serumlann ortalamast negatif serumlarin ortalamas:

m Seril 0,268 0,211

Sekil 4.15. 6. peptit’ in (CWEKEDEESMK) pozitif ve negatif serum ornekleri ile

absorbans degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.
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7. peptit

P-value: 0,007
0,350 )

0,250

0,200

0,100

0,050

a0 poziif serumlarin ortalamas: negatif serumlarin ortalamas:

m Seril 0,264 0,223

Sekil 4.16. 7. peptit’ in (CKYSCESN) pozitif ve negatif serum drnekleri ile absorbans
degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.

Gag peptitleri karisim

0,500 P-value: 0,472
A

0,450
0,400

0,350

cut-off: 0,345

0,100

0,050

000
o pazitif serumiarin ortalamas: negatf serumiann ortalamas:

" Seril 0,400 0,286

Sekil 4.17. Gag peptitlerinin  karisimmin (CRPQGKAGHKG, CPGNRAQKE,
CKQGSKE) pozitif ve negatif serum oOrnekleri ile absorbans degeri ortalamalarinin
grafiklestirilmesi.
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Env peptitleri karisim

P-value: 0,510
1

0,400

......................................................... cut-off: 0,294

Sekil 4.18. Env peptitlerinin karisiminin  (CVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS,
CEHERRTSHRS, CWEKEDEESMK, CKYSCESN) pozitif ve negatif serum ornekleri ile
absorbans degeri ortalamalarinin grafiklestirilmesi.
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5. TARTISMA

MVV, koyunlarda biiyiilk ekonomik kayiplara sebep olan koyunculuk
sektoriinde 6nemli bir viral hastaliktir. Viral hastalikla miicadelede agilama iyi bir
secenek olsa da ne yazik ki glinlimiizde halen MV V’ye karsi umut vadeden bir as1
gelistirilememistir. Bugiine kadar, MVV'ye karsi sinirli sayida as1 caligsmasi
yapilmistir ve bu caligmalarda farkli asi gelistirme yontemleri test edilmistir
(Cutlip et al., 1987; Pétursson et al., 2005; Henriques et al., 2007; Torsteinsdottir
et al., 2007). 11k as1 calismasi Cutlip et al. (1987) tarafindan adjuvanli/ adjuvansiz
inaktive virlis kullanilarak gerceklestirilmistir. Ancak koyunlarda antikor tespit
edilse de canli MVV uygulandiginda inaktif asinin koyunlar1 korumadigi
bildirilmistir (Cutlip et al., 1987). Ardindan Petursson et al. (2005) MV V'nin
attentie molekiiler klonunu kullanarak asilama gerceklestirmistir. 10 ay sonra
deneysel enfeksiyon sirasinda patojenik klon ile koyunlar muamele edildiginde
koyunlarin enfekte oldugu gozlenmistir (Pétursson et al., 2005). Bu caligmayi
takiben, viriise kars1t DNA as1 ¢alismalar gerceklesmis ancak onlardan da viriise
kars1 korunmaya yénelik bir yanit alinamamistir. Ornegin Henriques et al. (2007)
tarafindan, gag poliproteini ile gag proteini pl16 ve p25'i kodlayan ii¢ farkli DNA
as1 modeli olusturulmustur. Koyun hiicrelerinin transfeksiyonundan sonra, gag
proteini p16’nin giiglii bir protein ekspresyonu oldugu saptanmistir. Boylelikle
koyunlar pl6'yi kodlayan DNA asis1 ve ardindan protein takviyesi olarak
saflagtirilmis MVYV ile asilanmistir. Elde edilen sonuglara gore, gelistirilen DNA
asis1 farelerde giiclii bir hiimoral yanit olustursa da bir deneysel enfeksiyon
modeli olarak koyunlarda test edilmemismistir (Henriques et al., 2007). Ayn yil
gerceklestirilen bir bagka calismada, gag proteini kodlayan gen iki farkli memeli
ekspresyon sistemine yerlestirildikten sonra koyunlara bu DNA as1 yapilar ve
ardindan ikinci doz olarak rekombinant gag proteini asilanmistir. Elde edilen
sonuglara gore, asilanan koyunlara intratrakeal olarak MVV ile muamele
edildiginde immiin yanit olusmasina ragmen gecen siire ile paralel aginin, agilanan
koyunlar1 korumadigi bildirilmistir. Virlis izolasyonu ve lezyon sorunlari
nedeniyle deneyler daha fazla devam ettirilmemistir. (Torsteinsdéttir et al., 2007).
Bu basarisiz as1 deneylerinin yaninda efektif bir asinin ihtiyacinin bir 6nemi daha
bulunmaktadir o da viriisiin HIV ile ortak olan pek ¢ok 6zellige sahip olmasidir.

Ayni ailede bulunan bu iki virlis neredeyse ayni genomik yapiya sahip, genetik
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yapisinda yiiksek mutasyon biriktiren, immiin sistem hiicrelerini enfekte eden,
erken donemde akciger inflamasyonlari yaratan viriislerdir. Bu 6zelliklerin yani
sira HIV’in evrimsel tarihine bakildiginda maymunlardaki SIV’den evrimleserek
insanlara bulastig1 bilinmektedir. Boylelikle insanlarla i¢ ice bir yasam gosteren
koyunlarin, enfekte oldugu MVV’nin gecirdigi mutasyonlar ve sonucunda ki
evrimle “ MVV insanlara bulasabilir mi?” sorusunu dogurmaktadir. Bu sonuglar
ve teorilerle beraber, MVV ile miicadele i¢in yeni as1 tasarimlarina ihtiyag

kagilmazdir.

Yenilik¢i bir in silico yaklasim olan reverse vaccinology, esas olarak
proteinlere ¢evrilebilen genom analizine dayanir ve dogru bir analiz akisiyla
uygulandiginda as1 adayi antijenik proteinleri ve epitoplari tahmin etmemizi
saglar (Hasan et al., 2019; Basak et al., 2021). Bu yaklasimla klinik deneylere
ulasan bir¢ok peptit bazli as1 calismasi1 da gergeklestirilmistir (Akil et al., 2022).
Reverse vaccinology uygulamalarinin ilk basarili 6rnegi Neisseria meningitidis
(MenB) serogrup B'ye karsi gelistirilmistir. 350 adet rekombinant protein, E.
coli'de basarili bir sekilde ifade edilmis ve fareleri asilamak icin kullanilmistir.
Sonug olarak, dort bilesenli bir MenB (4CMenB) asis1 formiile edilmistir. NHBA-
GNA1030, GNA2091-fHbp fiizyon proteinlerinden, NadA olarak adlandirilan {i¢
rekombinant protein antijeninden ve Yeni Zelanda OMYV asisi i¢in kullanilan susa

ait bir dis zar vezikiiliinden olusturulmustur (PorA 1.4 igerir) (Seib et al., 2012).

Bu bilgilerin 1s18inda, ilk kez bu g¢alismada MVV'ye karsit bir asi
gelistirmek i¢in in silico yaklagimlar uygulanmistir. MV V'nin iki yapisal proteini
(gag ve env proteinleri), bir multi-epitop as1 adayr olusturmak ic¢in analiz
edilmistir. Bu iki protein arasinda gag proteininin env'ye gore daha korunmus ve
daha antijenik oldugu tespit edilmistir. Bu iki bulgu, as1 ¢alismalar1 i¢in dnemli
olan hangisinin daha korunmus ve daha antijenik oldugu sorularina cevap vermesi
acisindan onemli goriilmiistiir. Ayrica, sekonder yap1 tahminlerinde tespit edilen
alfa heliks sayisinin gag proteininde daha fazla olmasi, protein yapisinin
korundugunu ve gag proteini ile antikorlar arasindaki iliskinin daha giicli
olacagin1 gosteren bir diger onemli bulgu olarak goriilmiistiir (Di Natale et al.,
2020). Ayrica transmembran heliksler env proteininde saptanmasina ragmen gag
proteininde saptanmamistir. Bu durum, gag proteinini env'den daha uygun bir

antijen adayr yapmaktadir ¢iinkii ikiden az transmembran heliks sayisina sahip
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olma durumu klonlama, ekspresyon ve saflastirma asamalarinda kolaylik
sagladig1 bilinmektedir (Shaddel et al., 2018). Proteinlerin fizikokimyasal
ozelliklerine bakildiginda ise env proteininin instabilite indeksinin 40’1n iizerinde
bulunup stabil olmadig1 ve suda ¢oziiniir 6zellik géstermedigi saptanmistir (Tablo
1 ve 2). Bu sonuglara gore gag'in as1 ¢aligmalar icin daha uygun bir antijen
oldugu tespit edilmistir. Aslinda bu in silico bulgular, onceki rekombinant asi
caligmalarinda env proteini yerine gag proteininin yaygin olarak kullanilmasi
tarafindan da desteklenmistir (Henriques et al., 2007; Torsteinsdottir et al., 2007;
Pérez 2010).

Bu ¢aligmada B hiicresi ve MHC-I/II epitop tahmini i¢in iki yapisal protein
gag ve env analiz edilmistir. iki proteinden pek cok epitop elde edilse de kapsamli
analiz sonucundan toplam 19 adet epitop secilmistir. Bu epitoplardan 7°si B hiicre
ve 12°si MHC-I/II epitoplar1 olarak saptanmistir. Secgilen epitoplarin hepsi
antijenik, suda ¢oziiniir, alerjenik olmayan, toksik olmayan ve hemolitik olmayan
ozellikler gostermistir. Ozellikle B hiicre epitoplarindan RPQGKAGHKG ve
VKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS diger epitoplara gore daha yiiksek antijenite
degerine sahip olarak saptanmistir (Tablo 4.3). Ayrica yiiksek antijenite degerine
sahip bu iki B hiicre epitopunun hemen hemen tiim amino asitleri, solvent ekspoze

alan igerisinde gozlenmistir (Tablo 4.3).

B hiicre epitoplarinin goreceli olarak daha iyi Ozellik gosterdigi bu
caligmanin yani sira yapilan baska calismalarda da B hiicre epitoplarinin as1 ve
serolojik  calismalarda kullanilabilecek immiinojenik antijenler oldugu
bildirilmistir. Ornegin Fantin ve ark. (2021), bir apicomplexan paraziti olan
Plasmodium vivax'ta Apikal membran antijeninde ii¢ farklt B hiicre epitopunu
biyoinformatik yontemler kullanarak tahmin etmis ve ardindan bu epitoplarin
immiinojenitesi, Plasmodium vivax ile enfekte olanlarin serumlariyla test etmistir.
Elde edilen sonuglara gore bu epitoplar serum ornekleri ile %32.2 ile %48.7
arasinda degisen oranlarda reaksiyona girmistir (Fantin ve ark, 2021). Diger bir
calismada, baska bir apikompleksan parazit Toxoplasma gondii'deki GRA7
proteinleri, biyoinformatik yontemlerle tahmin edilmis ve bu B hiicre
epitoplarindan bircogu, 7. gondii ile enfekte olmus kedilerden toplanan serum

ornekleri ile reaksiyona girmistir (Can et al., 2022).



55

Ote yandan, antijenite degeri yiiksek ii¢ farklh MHC-IVII epitopu
(GAYPDPELEY, QRDSLYIAGR ve PMLVKQKNTESYEDF) tespit edilmistir.
Docking analizleri ayrica bu epitoplar ile Ovine MHC-I/II alelleri arasindaki
baglanma afinitesi dogrulamistir (Sekil 4.2 ve 4.3). Boylelikle epitoplarin, antijen
sunan hiicrelerde bulunan MHC-I veya MHC-II molekiilleri tarafindan sunularak,
CD4+ ve CD8+ T hiicreleri tarafindan tanmabildigi de dolayli olarak

gosterilmistir.

Viral enfeksiyonda, CD4+ T hiicreleri genellikle, Thl hiicrelerine
farklilagir. Farklilagmayla birlikte Thl hiicreleri, virlis bulasmis hiicrelerin
temizlenmesi i¢in CD8+ T hiicre yanitlarina yardimci olur veya B hiicre
farklilagsmasina ve antikor yanitina aracilik etmek i¢in T folikiiler yardime1
hiicrelerine (Tth) doniisiir (Snell et al., 2016). B hiicresi ve MHC-I/II epitoplarinin
potansiyel etkilerine bagli olarak, bu epitoplarin MV V'ye karsi peptit asisinin

gelistirilmesinde de kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu calismada antijenik, alerjenik olmayan, toksik olmayan, suda ¢oziiniir,
stabil, alifatik indeks degeri iyi, yeterli molekiiler agirliga (>5 kDa) sahip, alfa
heliks ile random coil iceren ve ayrica GRAVY degeri negatif olan bir multi-
epitop as1 konstrakti tasarlanmistir. Negatif GRAVY degeri, multi-epitop as1
konstraktinin ¢evredeki su molekiilleri ile daha iyi etkilesime sahip olabilecegini
gdstermistir. yi bir alifatik indeks degeri, multi-epitop as1 konstraktinin genis bir
sicaklik spektrumunda stabil olabilecegini gostermistir. Proteinin i¢ kisminda
bulunan alfa sarmali, proteinin yapisinin korunur ve antijen ile antikor arasinda
giiclii bir iligskinin indiiklenebilir oldugunu gdstermistir. Ayrica yiiksek oranda
random coil igeren multi-epitop as1 konstraktinin antikor tarafindan taninabilirligi

artacagl sonucuna varilmistir.

Tasarlanan ve ii¢ boyutlu yapisi elde edilen multi-epitop as1 konstraktinin,
cogunlukla dogustan gelen bagisiklik sisteminin iiyeleri makrofaj ve dentritik
hiicrelerde eksprese edilen, TLR-2 ve TLR-4 reseptorlerine yiiksek bir afinite ile
baglandig1 docking analizleri ile tespit edilmistir (Sekil 7). Boylelikle multi-epitop
ast konstraktinin, TLR-2 ve 4 aktivasyonlar1 ile olasi bir inflamatuar yaniti
indiikleyebilecegi sonucuna varilan énemli bir bulguya ulasilmistir. Bu sonugla

uyumlu olarak, akut viral enfeksiyon sirasinda, respiratuar sinsityal virlis, dang
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viriisii ve vezikiiler stomatit virlisii gibi bircok viriisiin, TLR'ler tarafindan
inflamatuar yanit1 indiikledigi bildirilmistir (Boehme and Compton 2004; Olejnik
etal., 2018).

In silico analizler ile en iyi epitop adaylar1 secildikten sonra B hiicre
epitoplarinin immiinojenitelerini test etmek i¢in peptit-ELISA yontemi ile in vitro
analizler gergeklestirilmistir. ELISA, antijen-antikor reaksiyonlarmmin renk
degisimine bagli olarak gozlenmesi ve elde edilen absorbans degerleri ile
kantitatif olarak Ol¢iilmesine dayanan, yaygin olarak kullanilan bir analizdir. Bu
analizin ¢alisma prensibi enzim isaretli antikorun/antijenin, serbest antijen/antikor
ile reaksiyona girmesiyle olusan kompleksin aktivitesinin, substrat varliginda
tespit edilmesine dayanmaktadir (Boonham et al., 2014). Bu analiz 1518inda gag
proteininden elde edilen 3 adet epitop ve env proteininden elde edilen 4 adet
epitop baslarina bir sistein amino asidi eklenerek sentezlenmistir. Sentezlenen
toplam 7 adet peptidin, peptit-ELISA ile immiinojenite tayini gerceklestirilmistir.
Analiz sonunda elde edilen absorbans degerleri incelendiginde pozitif serum
degerlerinin negatif serum degerlerinden gozle goriiliir farklarla yiiksek oldugu
peptitler gag proteini i¢in 3. peptit (CKQGSKE) ve env proteini igin 5. peptit
(CEHERRTSHRS) olarak gozlenmistir. Ayrica absorbans degerleri ile korale
olarak pozitif serum Orneklerinin ortalamasi ve negatif serum Orneklerinin
ortalamasi arasindaki fark yine bu iki peptitde fazla olarak saptanmistir (Sekil

4.22 ve 4.24).

Istatistiksel analizlerden ROC curve analizinin 1518inda testin pozitifleri
negatiflerden ayirma yetenegi, cut-off degeri, sensitivite ve spesifite degerleri gibi
pek cok bulgu da analiz edilmistir. Ik olarak, cut-off degeri test sonucuna gore
pozitif grup ve negatif grup degiskenlerinin birbirinden ayrildigi 6l¢tim noktasidir.
ROC analizi ile elde edilen cut-off degerleri sonucunda gag proteini i¢in en diisiik
deger 0,1985 olarak 2. peptitde ve en yiiksek deger 0,2855 olarak 3. peptitde
bulunmustur. Env proteininde ise en diisiik deger 0,2305 olarak 6. ve 7. peptitde
ve en yiiksek deger 0,4535 olarak 5. peptitde bulunmustur. Ardindan, sensitivite
degeri gag proteini i¢in en yiiksek olan peptit %91,7 oranmiyla 3. peptit olarak
gbzlenmistir. Env proteini i¢inse en yiiksek olan peptit %87,5 oraniyla 5. peptit
olarak gozlenmistir. Ote yandan spesifite degeri gag proteini icin en yiiksek olan

peptit %90,9 oraniyla 3. peptit olarak gozlenmistir. Env proteini i¢inse en yiiksek
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olan peptit %87 oraniyla 5. peptit olarak gozlenmistir. AUC degeri en yiiksek olan
peptit gag proteini i¢in 0,942 oraniyla 3. peptit ve env proteini i¢in 0,942 oraniyla
5. peptittir. Elde edilen verilerin 15181inda gag proteini i¢in en iyi Ozelliklere sahip
immiinjenik peptitin 3. peptit ve env proteini i¢in en iyi &zelliklere sahip
immiinjenik peptidin 5. peptit oldugu tespit edilmistir. Istatistiksel analizlerin
1s181nda 6. peptidin, gag peptitlerinin karisiminin ve env peptitlerinin karsiminin p
degerleri 0,05 den biiyiik oldugu icin bu peptitlerle yapilan deneylerde testin

anlamsiz oldugu sonucuna varilmistir
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6. SONUC

Sonug¢ olarak, gilinlimiizde tedavisi olmayan, as1 gelistirilmesindeki
caligmalarin ¢ok smirli olmasi sebebiyle tatmin edici sonuglarin alinamadig ve
ciddi sosyo-ekonomik kayiplara sebep olan Maedi-Visna viriilansinin gag ve env
proteinleri hem in silico hem in vitro analizlerle B hiicre ve MHC-I/11 epitoplarini
saptamak ve multi-epitop as1 adayr gelistirmek ic¢in ilk kez analiz edilmistir.
Varyasyon analizi sirasinda gag proteininin, env proteinine kiyasla MVV suglari
arasinda daha fazla korundugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, gag ve env
proteinlerinden birgok epitopun, reverse vaccinology tekniginin 1s18inda
tahminleri ger¢eklesmistir. Bu epitoplardan bazilarinin  (RPQGKAGHKG,
VKRQQQEEEEQQGLVSGKKKS, GAYPDPELEY, QRDSLYIAGR ve
PMLVKQKNTESYEDF) daha antijenik oldugu tespit edilmistir. En iyi
ozelliklere sahip epitoplar secildikten sonra, antijenik, alerjik ve toksik olmayan,
suda ¢ozilinlir ve TLR-2/4 reseptorleriyle afiniteye sahip olan, multi epitop as1
konstrakti tasarlanarak 3 boyutlu yapisi elde edilmistir. Ayrica epitoplarin
immiinojenik dogalar1, peptit-ELISA ile test edilmistir. Yapilan analizlerin
1s181nda peptitlerin immiinojenik oldugu ve bunlardan iki peptidin (3. ve 5. peptit)
en iyi Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Bdylelikle analiz edilen
epitoplarin/peptitlerin MVV’ ye kars1 gelistirilecek bir peptit tabanhi as1

uygulamasinda deneysel enfeksiyon modeli ile test edilmesi onerilmektedir.
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TESEKKUR

Yillar boyunca sevgi ve emek vererek okudugum bu alanda 6z veriyle
hazirladigim yiiksek lisans tezimi tamamlamanin heyecanin1i ve gururunu
yastyorum. Bu boliimii bana yardimlarini esirgememis ve tesvik etmis insanlara

tesekkiir etmek i¢in firsat olarak kullanacagim.

Calismam siiresince TGA-2022-23604 kodlu proje ile maddi destek

saglayan Ege Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ne tesekkiir ederim.

Oncelikle, lisans ve yiiksek lisans egitimim siirecinde, akademik hayatimin
basamaklarin1 ¢ikarken beni smirlamayip 6zgiirce bilim yapmami saglayan hem
bilimsel hem felsefi konular basta olmak {izere hayata dair her tiir konuda bana
yol gdsteren ve yardimer olan degerli danismanim Prof. Dr. Cemal Un hocama
tesekkiir ederim. Ayrica, yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam boyunca gerek
laboratuvar gerek biyoinformatik basta olmak tlizere pek ¢ok alanda beni egiten,
destegini esirgemeyen ve yol gdsteren Dog¢. Dr. Hiiseyin Can hocama tesekkiir
ederim. Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitlisiin ’den koyun serumlarini
temin ederek tezimi gergeklestirilebilir kilan Dog¢. Dr. Yal¢in Yaman hocama
tesekkiir ederim. Bir ekip olmanin gilizel duygusunu yasatan, destek ve
yardimlarini esirgemeyen ekip arkadaslarim Sedef Erkunt Alak, Ecem Siirge¢ ve

Mervenur Giivendi’ye tesekkiir ederim.

Hayalim olan mesle8i yapmam i¢in beni kii¢iikliiglimden beri destekleyen
ve bu giinlere gelmemi saglayan, varliklarindan gii¢ aldigim annem Kibar
Kogkaya ve babam Metin Kogkaya’ya tesekkiir ederim. Bir abla olmanin yaninda
en 1yi arkadasim olan, hayatimin her aninda bana destek oldugu gibi tez ¢alismam
boyunca yanimda olup bana her zaman huzur ve giiven veren ablam Ozlem
Kocgkaya’ya tesekkiir ederim. Bugiin ki ben olmamda pay1 olan, bana sevginin ve
iyiligin dilini Ogreten anneannem Bessey Kogkaya’ya tesekkiir ederim.
Cocukluktan beri her diistiigiimde elimden tutan mutlulugumdaysa yanimda olan

sevgili arkadagim Sedef Yorgun’a tesekkiir ederim.





