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Oz

Hiicre ylizey glikoproteinleri olan Temel Doku Uygunluk Kompleks (MHC) molekiilleri yabanci antijenlere baglanir ve onlart uygun im-
miin taninma igin antijen sunucu hiicrelerin yiizeyindeki T lenfosit hiicrelerine sunar. Ilk olarak insanlarda 16kosit hiicrelerinde tanimlanmis
olduklart i¢in, ayn1 zamanda insan Lokosit Antijenleri (HLA) olarak da isimlendirilirler. Son zamanlarda peptit bazl asilarin tasarlanmast
tizerine odaklanan galigmalar, peptitin sitotoksik T hiicre aracili immiin cevabi uyarma yetenegi olarak tanimlanan peptit immunojenite
mekanizmasinin anlagilmasina olanak saglamaktadir. Peptit immiinojenisitesinin, peptit-HLA kompleksinin stabilitesi ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Bu caligmada, AIFQSSMTK and QVPLRPMTYK peptitlerini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin stabi-
litesinin temel molekiiler mekanizmalarini ortaya ¢ikarmak i¢in molekiiler dinamik simiilasyonlart ger¢eklestirilmistir ve ENCOM sunu-
cusu kullanilarak peptit rezidiileri tizerinde gergeklestirilen tek nokta mutasyonlarinin protein termostabilitesine olan tahmini etkisi aras-
tirtlmastir.
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Abstract

Major Histocompatibility Complex (MHC) genes encode for the MHC molecule which is a cell surface glycoprotein that binds to for-
eign antigens and presents them to T lymphocyte cells on the surface of Antigen Presenting Cells (APCs) for appropriate immune rec-
ognition. Initially they have been identified in human leukocyte cells; hence they are also referred to as Humans Leukocyte Antigens
(HLAs) in humans. Recently, studies focusing on designing peptide-based vaccines have allowed a better understanding of the mech-
anism of peptide immunogenicity, which is defined as the ability of a peptide to stimulate CTL mediated immune response. Peptide
immunogenicity is also known to be related to the stability of peptide-HLA complex. Although there are several experimental meth-
ods in literature, molecular dynamics (MD) simulation methods have been widely used to understand structural, kinetic and thermody-
namics properties of peptide-MHC complexes at the atomic level. In this study, the molecular mechanisms underlying the stability of
HLA-A*03:01 and HLA-A*11:01 alleles bound to AIFQSSMTK and QVPLRPMTYK peptides was investigated by performing 50 ns
long MD simulations of these peptide-HLA complexes using NAMD 2.9 software with CHARMM?22 force field at 310 K. Root mean
square deviation (RMSD), root mean square fluctuation (RMSF) and principal component (PCA) analysis were performed on the equil-
ibrated MD simulation trajectories. According to RMSD analysis, in the presence of AIFQSSMTK peptide, HLA-A*03:01 allele is
found to be more stable than HLA-A*11:01, while HLA-A*11:01 allele is found to be more stable than HLA-A*03:01 in the presence
of QVPLRPMTYK peptide. Furthermore, according to PCA analysis, the differences between AIFQSSMTK peptide-HLA-A*03:01
and AIFQSSMTK peptide-HLA-A*11:01 complexes are observed in regions containing polymorphic residues (T9P, D90A, A152E,
Q156L, E161D, P105S and R163T), while the differences between QVPLRPMTYK peptide-HLA-A*03:01 and QVPLRPMTYK
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peptide-HLA-A*11:01 complexes are detected in regions con-
taining polymorphic residues (D90A, A152E, Q156L, E161D
ve R163T). Additionally, estimated effects of single point mu-
tations on the protein thermostability were investigated via EN-
COM server, which uses Modeller to create mutant models. Our
computational mutagenesis studies reveal that for HLA-A*03:01
and HLA-A*11:01 alleles bound to AIFQSSMTK peptide; P2, P3
and P9 are the three strongest stabilizing residues whereas res-
idue P10 is the most stabilizing residue for HLA-A*03:01 and
HLA-A*11:01 alleles bound to QVPLRPMTYK peptide. More-
over, for AIFQSSMTK peptide, the importance of the second-
ary anchor residue, P6, on stable binding is recognized while for
QVPLRPMTYK peptide, the importance of P7 on stable bind-
ing is observed. As a result, it can be concluded that the compu-
tational approaches used in this study provides detailed informa-
tion for the stability of HLA-A*03:01 and HLA-A*11:01 alleles
bound to AIFQSSMTK and QVPLRPMTYK peptides and our
methodology can be used to guide future experiments in this field.

Keywords: MHC Molecules, Stability, Molecular Dynamics
Simulations, Mutation, ENCOM

I. GIRiS

Omurgalilarda bulunan MHC (Major Histocompatibility
Complex, Bilyiik Doku Uygunluk Kompleksi) sistemi in-
sanlarda ilk kez 16kosit hiicrelerinde gézlemlenmis olmala-
rindan dolay1 Insan Lokosit Antijenleri-Human Leukocyte
Antigen (HLA) olarak adlandirilmistir ve bu adlandirma, in-
san MHC molekiilleri i¢in hali hazirda yayginlikla kullanil-
maktadir. HLA antijenleri, 6. kromozomun kisa kolu {ize-
rinde yerlesen MHC lokusu tarafindan kodlanmaktadir.
HLA tarafindan kodlanan proteinler kigiye 6zeldir ve bagi-
siklik sistemi tarafindan kendinden olani ve olmayani ayir-
makta kullanilir. Bu sayede hastalik tetikleyici yabanci pro-
teinlere karsi savunma mekanizmast olusturur. Hiicrelere
yapisan yabanci proteinleri tanir, savunma hiicreleri de on-
lara saldirir. Fizyolojik islevleri, protein antijenlerinden kay-
naklanan peptitleri antijene 6zgiil T lenfositlerine sunmak-
tir. Organ nakillerinde HLA antijenlerinin uyumu son derece
onemlidir, aksi takdirde bagisiklik sistemi tarafindan diger
insanlarin doku antijenleri yabanci bir doku olarak algilanir
ve reddetme tepkilerine yol agabilir. MHC lokusu bilinen en
polimorfik gen bolgelerinden biridir ve T hiicrelerine peptit
sunan sinif [ ve Il MHC antijenlerini kodlar [1].

Her bir sinif I molekiilii bir a zinciri ve ona kovalent
bagli olmayan baglarla baglanan, Pf2-mikroglobiilin ola-
rak adlandirilan ve MHC diginda kodlanan bir proteinden
olusur. Sinif I molekiiliiniin amino ucunun ol ve o2 bik-
liimleri 8-11 aminoasit uzunlugunda peptitlerin yerlesebile-
cegi biiyiikliikte bir peptit baglama olugu olusturur. Peptit
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baglama olugunun tabani T lenfositlerine gosterilecek pep-
titlerin baglandigi kisim, olugun yanlar1 ve st kismi ise T
hiicre reseptorii ile temas halinde bulunan kisimdir. Sinif
I molekiillerinin polimorfik rezidiileri, yani farkli bireyle-
rin MHC molekiilleri arasinda farklilik gésteren aminoasit-
leri, a zincirinin al ve o2 alt birimlerinde yer alir. Zincirin
a3 birimi degisken degildir ve T hiicre es-reseptorii CD8’in
baglanma noktasini igerir. Her sinif II MHC molekiilii bir
o ve bir B zincirinden olusur. Her iki zincirin amino ucu,
al ve BI alt birimleri, polimorfik rezidiileri igerir ve 10-30
aminoasit uzunlugunda peptitlerin yerlesebilecegi biiyiik-
liikte bir peptit baglama olugu olusturur. Degisken olmayan
B2 alt birimi T hiicre es-reseptorii CD4’iin baglanma nok-
tasmi igerir [1, 2].

HLA kompleksleri iizerinde dnceden yapilmis hesapla-
mali ¢aligmalarda gruplar igerisinde benzer etkilesme me-
kanizmalari belirlenmis, 6zellikle ligand baglanma bolgele-
rinde alellelere 6zgii peptit tanima ve baglanma ozellikleri
goriilmiistiir [3 — 5]. Yapilan HLA-peptit baglanma calisma-
larinda dizi bazli ¢aligmalardan dizi motifleri [6, 7], matris
bazli metotlar [8], yapay 6grenme (‘machine learning’) [9 —
11] ve destek vektér makineleri (‘support vector machine’,
SVM) [10] gibi bir¢cok hesapsal yontem kullanilmistir. Yap1
bazli metotlar ise yiiksek ¢oziiniirliiklii Ti¢ boyutlu yapilar
kullanarak homoloji modelleme [12, 13], molekiiler ya-
nasma (‘docking’) [14, 15] ve tarama (‘threading’) [16] me-
totlarini tek basina ya da bir arada kullanarak protein-peptit
baglanma tahmini yapmaktadir.

Bunlarin yani sira, bu zamana kadar, peptit-HLA etkile-
simlerinin mekanizmasini anlamak i¢in peptit baglanma afi-
nitesini ve HLA-peptit kompleksinin stabilitesini dl¢en az
sayida ¢aligma yapilmistir [17 — 20]. Bu ¢alismalara ek ola-
rak, deneysel ¢alismalara yon gdstermek ve sayisini azalt-
mak i¢in peptit dizisine dayali peptit baglanma afinitesini
ve HLA-peptit kompleksinin stabilitesini tahmin eden ¢esitli
hesaplamali metotlar gelistirilmistir [11, 21, 22, 23]. Fakat
dizi temelli tahminler peptit baglanma afinitesi ve HLA-pep-
tit kompleksinin stabilitesinin dogru bir sekilde tahmin edi-
lebilmesi i¢in yeterli degildir. Bu sebeple, son yillarda ii¢
boyutlu yapiya dayali tahminler gittikge 6nemli hale gelmis-
tir ve peptit bazli asilarin tasarlanmasi ile ilgili ¢alismalarin
artmasiyla, peptitin sitotoksik T hiicre aracili immiin cevabi
uyarma yetenegi olarak tanimlanan peptit immunojenisite
mekanizmasinin anlasilmasi konusu olduk¢a énem kazan-
mistir [19, 22, 23, 24].

Literatiirde gesitli deneysel ve hesaplamali metotlar ol-
masina ragmen, peptit-HLA komplekslerinin yapisal [25
— 29] kinetik [30] ve termodinamik [30, 31] dzelliklerinin
atomik diizeyde aydinlatilabilmesi i¢in molekiiler dinamik
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simiilasyon metotlari oldukg¢a yaygin olarak kullanilmakta-
dir. Clinkli molekiiler dinamik simiilasyonlari, protein sta-
bilitesi i¢in 6nemli olan molekiil i¢i ve molekiil dis1 gligler
hakkinda da en ayrintili bilgiyi vermektedir [31, 32]. Mole-
kiiler dinamik simiilasyonlar1 bu alanda daha sonra yapila-
cak olan deneysel calismalar i¢in dnfikir vermektedir.

Proteinde yer alan bazi rezidiilerin mutasyonu pro-
tein yapisint ve termostabilitesini anlamli bir sekilde etki-
leyebilmektedir [33]. Tek nokta mutasyonlar1 ya da ¢oklu
mutasyonlar denatiirasyonun serbest enerjisini (AG) de-
gistirebilmekte ve AG’deki degisim (AAG) de protein ter-
mostabilitesindeki degisiklikleri gostermektedir [34]. Mu-
tasyonlarin termodinamik etkilerinin tahmini, hastaliklara
neden olan mutasyonlari anlamak i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Bu calisma kapsaminda diger ¢iktilar1 da desteklemek ve ta-
mamlamak amaciyla Elastik Ag Baglantt Modeli (ENCOM)
sunucusu kullanilmistir. ENCOM proteinde var olan amino-
asitlerin tiiriinii ve etkilesen amino — asitlere 6zgii yan zincir
etkilesimlerini hesap eden ilk normal mod analiz metodudur.
ENCOM dinamikteki lokal farkliliklart tahmin edebilmekte
ve termostabiliteyi titresim entropisini temel alarak hesapla-
maktadir [35].

(A3 siipertip ailesine ait olan HLA-A*0301 ve
HLA-A*1101 alelleri bu ailenin en sik goriilen allelleri-
dir [36]. Yiiksek derecede homolog olup benzer peptitleri
capraz olarak sunmaktadirlar [37]. Lichterfeld ve arkadas-
lar1 [38] insan bagisiklik yetmezlik viriisii (HIV) epitop-
lar1 olan AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerinin
HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerine baglandigini ve
capraz olarak T hiicrelerine sunuldugunu ortaya ¢ikarmis-
tir. Son c¢aligmalarda [39], peptit bazli HIV agilarinin ge-
listirilmesi i¢cin HLA-A*0301 ve HLA-A*1101 alellerinin
AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerini ¢apraz ola-
rak nasil sundugunun mekanizmasi aydimnlatilmaya calisil-
mistir.)

Bu calismada ise, insan bagisiklik yetmezlik viriisii
(HIV) epitoplar1 olan AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK
peptitlerini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alel-
lerinin gercek hareketleri molekiiler dinamik simiilasyon
yontemleri uygulanarak, olasi hareketleri ise normal mod
analizi uygulanarak incelenmistir. Normal mod analizi i¢in
ENCOM sunucusu kullanilarak peptit rezidiileri iizerinde
tek nokta mutasyonlari gergeklestirilmis ve bu mutasyonlar-
dan kaynaklanan tahmini protein termostabilite degisiklik-
leri AAG (Akcal/mol) degerleri olarak elde edilmistir. Ca-
lismadan elde edilen sonuglarin sonraki deneysel ¢alismalar
icin yol gosterici olmasi beklenmektedir.
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II. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Bu calisma kapsaminda, Protein Veri Bankasinda (PDB)
[40] ¢ boyutlu yapilart yaymlanmis olan AIFQSSMTK
peptitini baglayan HLA-A*03:01 (PDB Kodu: 3RL1 [39])
ve HLA-A*11:01 alelleri (PDB Kodu: 1Q94 [41]); QVP-
LRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01 (PDB Kodu:
3RL2 [39]) ve HLA-A*11:01 alelleri (PDB Kodu: 1QVO
[41]) klasik molekiiler dinamik simiilasyonlar1 ve normal
mod analizi i¢in kullanilmgtr.

A3 siipertip ailesinin iiyeleri olan A0303, A1101, A3101,
A3301 ve Aw6801 alelleri benzer peptit baglanma tercihleri
gosteren sinif | HLA molekiilleridir. HLA-A3 alelleri, pep-
titlerinin 2. rezidi pozisyonunda genelde alanin (A), 16sin
(L), izoldsin (1), valin (V), metiyonin (M), serin (S) ya da
treonin (T) aminoasitlerini bulundururken karboksi ucunda
ise pozitif yiiklii aminoasitler olan arjinin (R) ve lizin (K)
aminoasitlerini bulundurmayi tercih ederler [39].

HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri birbirlerinden
peptit baglanmasina ve T hiicre reseptorii taninmasina etki
eden al ve a2 kisimlarinda konumlanan 7 aminoasit saye-
sinde farklilagsmaktadir. Sekil 1°de polimorfik olan rezidii-
ler proteinin {i¢ boyutlu yapisi iizerinde gosterilmistir. Bu 7
polimorfik rezidiiniin 2 tanesi a1l kisminda yer alan T9F ve
D90A aminoasitleri iken, diger 5 rezidii a2 kisminda bulu-
nan P105S, A152E, Q156L, E161D ve R163T aminoasitleri-
dir. 152, 161 ve 163. pozisyonlarindaki polimorfik rezidiiler
TCR baglanma bolgesinde bulundugu i¢in HLA-A*03:01
ve HLA-A*11:01 alellerine baglanan ayni1 peptitleri tantyan
farkli T hiicre repertuarlarini anlayabilmek agisindan 6nem
arz etmektedir [39].

Bu ¢aligmada kullanilan AIFQSSMTK peptiti ters-trans-
kriptaz enziminden elde edilen 9 aminoasitlik, QVPLRP-
MTYK peptiti ise Nef proteininden elde edilen 10 amino-
asitlik insan bagisiklik yetmezlik virtisii (HIV) epitoplaridir
[41]. Peptitlerin farkli alellere baglanma durumlart Sekil
2’de detayli olarak gosterilmistir.
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Sekil 1. AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 (PDB
ID : 3RL1 [39]) ve HLA-A*11:01(PDB ID : 1Q94 [41] ) alelleri
arasinda sekans diziliminin gosterimi, poli morfik rezidiiler mavi
(HLA-A*03:01) ve kirmiz1 (HLA-A*11:01) renkle isaretlenmis,

peptit turuncu renkle, molekiil gri renkle gosterilmistir.

Sekil 2. (A) AIFQSSMTK peptitinin iki aleldeki

konformasyonlarin st tiste konulmus sekilde gosterimi,

HLA-A*03:01 mavi, HLA-A*11:01 kirmiz1 renk ile gosterilmistir.

(B) QVPLRPMTYK peptitinin iki aleldeki konformasyonlarin
ust tiste konulmus sekilde gosterimi, HLA-A*03:01 mavi,
HLA-A*11:01 kirmiz1 renk ile gosterilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Molekiiler Dinamik Simiilasyonlar1

Biyolojik molekiillerdeki teorik ¢alismalarda en temel arag-
lardan biri olan molekiiler dinamik (MD) simiilasyon me-
todu klasik Newton Mekanigi araciligi ile sistemi model-
lerken molekiiler sistemlerin zamana gore hareketlerini
hesaplamakta etkin olarak kullanilmaktadir. Sistemin iyi
temsil edilmesi, simiilasyon sonuglarint deney sonuglari ile
uyumlu hale getirir.

Bu calisma kapsaminda, AIFQSSMTK ve QVP-
LRPMTYK peptitlerini baglayan HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alelleri molekiiler dinamik simiilasyonlar1
metodu uygulanmak iizere se¢ilmis ve her iki molekiil i¢in
50 nanosaniye uzunlugunda ikiser adet MD simiilasyonu yii-
rlitiilmiistlir. Simiilasyon detaylar1 Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerini baglayan
HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri {izerinde yiiriitiilen
molekiiler dinamik simiilasyon detaylar:

= @R H— 7 1
2 3 e |EZ|EEEES
= < ; R | R |RB A @
2. = aslAslAas =
& = SEEEIEIERES
HLA-A*03:01 |3RL1 |50ns |2 10 ns
AIF MTK
Qss HLA-A*11:01 [1Q94 |50ns |2 10 ns
HLA-A*03:01 |3RL2 [50ns |2 10 ns
VPLRPMTYK
Q HLA-A*11:01 [1QVO |50ns |2 10 ns

MD simiilasyonlar1 su kutusunun boyutu 10 A3 olarak
ve sicaklik 310 K’de NPT kosullarinda, NAMD 2.9 Mole-
kiiler Dinamik [42] programi ve CHARMM?22 [43] potan-
siyel fonksiyonu kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edi-
len konformasyonlarin analizi i¢in ortalama kare kok sapma
(RMSD), atomik koordinatlarin mobilite analizi igin ortalama
karekok dalgalanma (RMSF) ve aminoasit hareketlerindeki
ortalama sapma degerlerinin iizerinde temel bilesenler analizi
(Principal Component Analysis, PCA) hesaplar1 yapilmistir.
Bunlara ek olarak peptit RMSF analizleri de yapilarak peptit
degismezligi ve baglanma stabilitesi kontrol edilmistir.

Simiilasyonlarin tamamlanmasinin ardindan, simiilas-
yon gidisizinden belirlenecek denge kriteri olarak ortalama
kare kok sapma (RMSD) sadece alfa karbonlarin koordinat-
lar1 g6z oniinde bulundurularak hesaplanmistir. Ortaya ¢i-
kan grafiklere bakilarak tahmini dengeye ulagma zamanlari
belirlenmis ve takip eden analizlerde gidisizinin sadece bu
zamandan sonraki konformasyonlarini igeren denge kismi
g6z 6niinde bulundurulmustur. Denge zamanimnin belirlen-
mesinden sonra, simiilasyon gidisizlerinden su atomlar1
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silinmig ve her bir simiilasyon i¢in sadece baglanma bol-
gesinin (HLA zincirinin ilk 180 aminoasitini olusturan a-1
ve a-2 bolgelerinin) polipeptit zincirinin omurgasini olus-
turan atomlar (alfa karbon, amino grubu azot atomu ve kar-
boksil grubu karbon atomu) temel alinarak konformasyonlar
iist tiste bindirilmistir. Bu islem i¢in referans olarak tist iiste
bindirilecek tiim konformasyonlari temsil eden ortalama bir
konformasyon hesaplanmistir. Daha sonra, her bir peptit
aminoasidi i¢in ortalama karekok dalgalanma (RMSF) de-
gerleri hesaplanmistir. Bu deger, her bir peptit pozisyonun-
daki aminoasidin baglanma bolgesine gore olan ortalama
mobilitesinin bir gostergesidir. Boylelikle, HLA molekiilii-
niin bagladig1 peptitin proteinin dinamik karakterine nasil
etki gosterdigi goriilebilir.

RMSF degeri, sadece peptit aminoasitlerinin degil, pro-
tein yapisindaki diger aminoasitlerin de mobilitesinin bir
gostergesi olarak kullanilabilir. Bu amagla, yukaridaki pro-
sediire benzer sekilde, tiim aminoasitlerin alfa-karbonlari te-
mel alinarak konformasyonlar iist tiste bindirilmis ve protein
yapisindaki her bir aminoasit i¢in RMSF degerleri hesap-
lanmustir.

Protein tizerindeki dinamik iletisim agmi belirlemek
tizere simiilasyon dengeye ulastiktan sonra, temel bilesen-
ler analizi (Principal Component Analysis, PCA) yapilarak
aminoasitlerin alfa karbon pozisyonlarinin ortalamadan gos-
terdikleri sapmalar arasindaki ¢apraz korelasyon hesaplan-
mustir. Bu ¢aligmada, toplam hareketin en yiiksek 6zdeger-
den baslayarak en az %80’ini ifade eden bilesenlerden elde
edilen alfa karbon ¢apraz korelasyon grafikleri elde edilmis-
tir. Aleller aras1 farklara bakildig: gibi ayni alelin farkli pep-
titlere baglanma durumundaki farklara da bakilmistir.

2.2.2 Peptit rezidiileri iizerinde uygulanan mutasyon
analizi: ENCOM

Mutasyonlarin termostabilite tizerindeki etkisini gorebilmek
icin PDB yapilari, mutasyona ugratilacak rezidiilerin pozis-
yon araliklari, pozisyonlarin bulundugu zincir ve gercekles-
tirilmek istenen mutasyonlar girdi olarak kullanilara, tah-
mini AAG degerleri elde edilmistir. Bu analiz kapsaminda
her mutant yapinin konformasyonu Modeller [44] programi
kullanilarak olusturulmakta ve normal mod olarak olustu-
rulan konformasyonlar ana model olarak kullanilmaktadir.
Protein yapisini ciddi bir sekilde bozan mutasyonlar igin
model olusturulmamakta ve AAG sonuglari elde edileme-
mektedir [45].

En dogru tahminlerin ENCOM ve FOLDX metotlarinin
lineer birlesmesiyle oldugunu ortaya koyan ¢aligmalar sonu-

cunda; ENCOM sunucusu kullanicilarina titresimsel entropi
temelli ENCOM ve entalpi temelli FOLDX metotlarryla

elde edilen tahmini AAG degerlerine ek olarak birlestirilmis
AAG degerleri de sunmaktadir [45].

Bu ¢alismada QVPLRPMTYK ve AIFQSSMTK peptit-
lerinin her bir rezidiisti kendisi disindaki diger 19 rezidiiye
doniistiirilmiis ve AAG degerleri buna gore hesaplanmis-
tir. Peptit rezidiileri lizerinde gergeklestirilen tek nokta mu-
tasyonlarmin termostabiliteye olan etkisi birlestirilmis AAG
degerleri dikkate alinarak incelenmistir.

III. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Peptit ve HLA molekiiliiniin konformasyonel
kararhhgi

RMSD degerleri konformasyonel kararliligin bir goster-
gesi olabilirler. HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerine
mensup protein yapilarina uygulanan 50ns’lik simiilasyon
sonucu elde edilen RMSD-Zaman grafigi Sekil 3’de veril-
mistir. Tiim simiilasyonlarm 10. ns ‘de dengeye geldigi goz-
lenmis olup bundan sonra yapilmasi planlanan diger ana-
lizler simiilasyonun denge zamanindan itibaren baglanarak
uygulanmistir.

Sekil 3’de ki RMSD-Zaman grafigine gore, AIFQSS-
MTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 aleli en kiigiik
RMSD degerlerini alirken, QVPLRPMTYK peptitini
baglayan HLA-A*03:01 aleli en yiiksek RMSD deger-
lerini almistir. Ayrica bu grafikten, AIFQSSMTK pepti-
tini baglayan HLA-A*03:01 alelinin ayn1 peptidi baglayan
HLA-A*11:01 aleleine gore daha kararli oldugu ve
QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*11:01 alelinin
ise ayni peptiti baglayan HLA-A*03:01 aleline gore daha
kararl1 oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

4.0 AIFQSSMTK-HLA-A'03.01
—— AFQSSMTK-HLA-A'11.01

—— QVPLRPMTYK-HLA-A"03:01
35 —— QVPLRPMTYK-HLA-A*11:01

RMSD (A)

0 10 20 30 40 50

Simiilasyon Siiresi (ns)

Sekil 3. AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerine baglanan
HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD

simiilasyonlarindan elde edilen RMSD-Zaman grafigi
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Sekil 4. (A) AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerine baglanan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD
simiilasyonlarindan elde edilen RMSD dagilim grafikleri (B) AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerine baglanan HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alellerinin peptit baglanma oluklarinin 50ns’lik MD simiilasyonlarindan elde edilen RMSD dagilim grafikleri

RMSD-Zaman grafiklerine ek olarak, konformasyonel
kararlilig1 6lgmek i¢in RMSD dagilim grafikleri de olusturu-
labilir. RMSD dagiliminin belirli bir deger etrafinda kiime-
lenmesi, proteinin konformasyonel agidan daha kararli old-
ugunu, dagilimm yayilmas: ile konformasyonel agidan
protein kararliliginin korundugunu ifade eder.

Tim protein ve baglanma olugu icin RMSD dagilim
degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmis ve Sekil 4’te gosterilmistir.

Tim protein i¢in elde edilen bulgulara gore, RMSD
degerlerinde en yaygin dagilimin QVPLRPMTYK pep-
titini baglayan HLA-A*11:01 alelinde, en dar dagilimin
ise AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ale-
linde elde edildigi gézlemlenmistir. Peptit baglanma oluk-
lar igin elde edilen bulgulara gore ise, RMSD degerlerinde
en yaygin dagilimm QVPLRPMTYK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 alelinde, en dar dagilimin AIFQSSMTK
peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinde elde edildigi
gozlemlenmistir. Bu sonuglara gore, en kararli sistemin
AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 aleli odugu
gozlemlenmektedir. Dagilim grafiklerinden elde edilen
bu sonuglar ile RMSD-Zaman grafiginden elde edilen
sonuglarin ayni dogrultuda oldugu gozlenmektedir.

Sistemdeki konformasyonlar arasindaki farkliliklarin bir
gostergesi olan RMSD degerine ek olarak, protein polime-
rinin olusturan yapi taslari olan aminoasitler seviyesinde de
bilgi edinebilmek amaciyla her bir aminoasit igin RMSF de-
gerleri de hesaplanmistir. Belirlenen denge kismi icin he-
saplanan RMSF grafikleri, iki alel arasindaki farklilig1 olus-
turan peptit baglanma olugunda konumlanan 7 polimorfik
rezidiiniin (T9F, D90A, P105S, A152E, Q156L, E161D ve
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R163T) genel protein dinamigine etkisinin olmasindan kay-
naklanabilir ve beklenen bir sonugtur. Belirli noktalarda go-
rlilen pikler hangi rezidiilerin simiilasyon siiresince hareketli
oldugu bilgisini vermektedir (Sekil 5 ve Sekil 6).

RMSF (A)

50

100 150 200 250 300 350

Rezidii Pozisyonu

Sekil 5. AIFQSSMTK peptitine baglanan HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD simiilasyonlarindan elde
edilen RMSF grafikleri

Genellikle tiim molekdiller i¢in ayni rezidilerde (17, 40,
56, 84, 88, 89, 105, 181, 194, 220, 225, 251, 264, 275, 290,
359, 372) hareketlilik goriilmektedir. Bu rezidiilerin yapi lize-
rindeki konumlart incelendiginde ilmek (loop) kisimlarini
olusturduklar1 gdzlemlenmistir. Bu kisimlar zaten hareket et-
meye en miisait konumlar olduklarindan bu noktalarda yiik-

sek RMSF degerleri gdzlemlenmesi beklenen bir sonugtur.
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Sekil 6. QVPLRPMTYK peptitine baglanan HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD simiilasyonlarindan elde
edilen RMSF grafikleri

Sadece peptit kistmlarinin RMSF degerlerine bakilarak
peptit stabilitesini anlamak miimkiindiir. 50 ns’lik simiilas-
yonlar siiresince peptit baglanma olugunda stabil konumda-
dir ve olugun disina ¢ikmadig: goriilmektedir. Sonuglar Se-
kil 7°de verilmistir.

RMSF grafiklerinin genel profilleri, proteinin kararli-
liginin aminoasit seviyesinde nasil etkilendiginin de (6rn.
proteindeki hangi bdlgelerin mobilitesinde artis oldugunu)
bir gostergesi olabilir. RMSF analizlerinden elde edilen so-
nuglar ile AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerine
baglanan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin pep-
tit baglanma oluklarinin 50ns’lik MD simiilasyonlarindan

A)

2.0 AFQSSMTK-HLA-4*03 011
AFQSSMTK-HLA-ADI DL 3

— AIFQSSMTK-HLA-A'1101 1

= = AFQSSMTK-HLA-A1101 2

Peptit RMSF (A)

0.0
1 2 3 4 5 6 7 8

elde edilen RMSD dagilim grafiklerinin Ortiistigi goril-
mektedir. Bu sonuglardan, AIFQSSMTK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 alelinin ayn1 peptiti baglayan HLA-A*11:01
aleline gore daha stabil oldugu, QVPLRPMTYK peptitini
baglayan HLA-A*11:01 alelinin ise HLA-A*03:01 aleline
gore daha stabil oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek RMSF
degerleri, beklenilebilecegi iizere, peptit ile baglant1 kuran
baglanma olugu aminoasitlerinin hemen hemen tamaminda,
a3 ve P2-mikroglobiilin’de ise sadece ilmek kisimlarinda
gbzlemlenmistir.

Baglanma olugu RMSD degerleri incelendiginde,
AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*11:01 alelleri-
nin ve QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01
alellerinin yaygin dagilim gosterdikleri goriilmektedir.
Peptit RMSF degerleri de incelediginde, HLA-A*11:01
aleline bagli olan AIFQSSMTK peptitinin HLA-A*03:01
aleline baglanan ayni peptite gére daha az stabil durumda
oldugu, HLA-A*03:01 aleline bagli olan QVPLRPMTYK
peptitin ise HLA-A*11:01 aleline baglh olan ayni peptite
gore da az stabil durumda oldugu goriilmektedir ve bu
sonuglar baglanma olugu RMSD degerleri ile ortiigmek-
tedir.

RMSF analizlerinden elde edilen sonuglara gore,
AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alellerinin mobilitelerinin D90A’ nin konum-
landig1 bolgede belirgin bir sekilde farklilik gosterdigi go-
rilmektedir. 90. rezidiinlin polimorfik rezidii olmas1 ve bu
polimorfizmden kaynaklanan farkliliklar AIFQSSMTK
peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinin HLA-A*11:01
aleline gore daha stabil olmasina sebep olabilir.

B)

9 I 2 3 4 5 6 T 8 9 10

Rezidii Pozisyonu

Sekil 7. (A) AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD simiilasyonlarindan elde
edilen peptit RMSF grafikleri (B) QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alellerinin 50ns’lik MD
simiilasyonlarindan elde edilen peptit RMSF grafikleri
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Grafiklere bakildiginda, AIFQSSMTK peptitini bagla-
yan HLA-A*11:01 alellerinin mobilitelerinin 275. rezidii-
niin bulundugu kisimlarda HLA-A*03:01 alellerine gore
daha fazla oldugu, QVPLRPMTYK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 alellerinin mobilitelerinin ise ayn1 rezidiiniin
bulundugu kisimlarda HLA-A*03:01 alellerine gore daha
fazla oldugu gozlemlenmistir. Bu kisim hareket etmeye en
miisait konum olan ilmek boélgesinde oldugundan bu nok-
tada yiikksek RMSF degerleri gézlemlenmesi beklenebilir.

HLA-A*03:01 alelinde AIFQSSMTK peptiti bagliyken
polimorfik rezidii olan E152 peptit baglanma olugunun igine
dogru yoneldigi igin peptitin baglanma alani sinirlanmastir,
buna karsin HLA-A*03:01 aleli QVPLRPMTYK peptitine
bagliyken baglanma olugundan disartya yonelerek pepti-
tin alele baglanmasi i¢in daha genis bir alan olusturmakta-
dir [39]. Bu sebeple, RMSF analizlerinde QVPLRPMTYK
peptitine bagli olan HLA-A*03:01 alelinin, AIFQSSMTK
peptitine bagli olan HLA-A*03:01 aleline kiyasla daha ha-
reketli oldugu goriilmektedir ve bu sonuglar literatiirde bu-
lunmus olan veriler ile drtiigmektedir [39].

HLA-A*11:01 alelinde AIFQSSMTK peptiti bagliyken
polimorfik rezidii olan A152 alanin aminoasitinin kiigtikligii
nedeniyle peptitin 6. rezidiisiiniin yan zincirleri peptit bag-
lanma oluguna rahatga yerlesmektedir, fakat HLA-A*03:01
alelinde E152 genis glutamin aminoasiti oldugu i¢in pep-
titin 6. rezidiisii yan zincirlerini peptit baglanma oluguna
yerlestirirken sinirlanmaktadir [39]. 152. rezidiide goriilen
bu farklilik sonucunda, RMSF analizlerinde AIFQSSMTK
peptitine bagli olan HLA-A*03:01 alelinin, AIFQSSMTK
peptitine bagli olan HLA-A*11:01 aleline kiyasla daha az
hareketli oldugu goriilmektedir ve bu beklenen bir sonugtur.

HLA-A*03:01 alelinde QVPLRPMTYK peptiti bag-
liyken polimorfik rezidii olan E152 ile peptitin 5. rezidi-
siiniin tuz kopriisii olusturmakta, buna karst HLA-A*11:01
alelinde A152 rezidiisii boyle bir bag yapmamaktadir. Ay-
rica, HLA-A*11:01 alelinde peptitin 5. pozisyondaki arjinin
aminoasitinin yan zincirleri peptite dogru yonelerek pepti-
tin hareketliligine sinirlayici etkide bulunmaktadir [39]. Bu
sebeple, RMSF analizlerinde QVPLRPMTYK peptitine
bagl olan HLA-A*03:01 alelinin, QVPLRPMTYK pepti-
tine bagl olan HLA-A*11:01 aleline kiyasla daha hareketli
oldugu goriilmektedir ve bu sonuglarin literatiirde bulunmus
olan veriler ile uyumlu oldugu anlasilmaktadir [39].

Temel Bilesen Analizi’'nden elde edilen sonuglar para-
lel simiilasyonlar igin olduk¢a benzer ¢ikmaktadir. Bu se-
beple her paralel simiilasyonu temsilen sadece bir grafik ko-
nulmustur (Sekil 8). Temel Bilesen Analizi’nden elde edilen
sonuglara bakildiginda ayni peptite baglanan farkli alelle-
rin durumu karsilastirilmigtir. Bu farkliliklar siyah noktali
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daireler i¢ine almarak vurgulanmistir. AIFQSSMTK pepti-
tini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri ara-
sinda tespit edilen farkliliklarin peptit baglanma olugunda
konumlanan T9P, D90A, A152E, Q156L, E161D, P105S ve
R163T polimorfik rezidiilerinin oldugu bélgelerde yogun-
lastig1 goriilmektedir. QVPLRPMTYK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri arasinda tespit edi-
len farkliliklarin ise peptit baglanma olugunda konumlanan
D90A, A152E, Q156L, E161D ve R163T polimorfik rezidii-
lerinin oldugu bolgelerde yogunlastigi goriilmektedir.

AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinin
T73 rezidisii peptitin 6. rezidisi ile hidrojen bagi olustur-
makta, buna karsin HLA-A*11:01 alelinde R114 rezidiisii
peptitin 6. rezidiisii ile hidrojen bagi olusturmaktadir [39].
Dolayisiyla, AIFQSSMTK peptitini baglayan aleller arasi
tespit edilen farkliligin 73. rezidiiniin konumlandig1 bolgeye
de yansidig1 gézlemlenmektedir. Bu sonuca gore, 73. rezi-
diiniin AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ale-
linin stabilitesini artirdig1 soylenebilir. HLA-A*11:01 aleli-
nin baglanma oldugu RMSF degerlerine bakildiginda, 73.
rezidiiniin bulundugu bdlgenin mobilite degerlerinde artis,
bu bulguyu desteklemektedir (Sekil 5).

Ayrica, AIFQSSMTK peptitini baglayan aleller arasi tes-
pit edilen farkliligin D90A polimorfik rezidiisliniin konum-
landig1 bolgeye de yansidigr gozlemlenmektedir. RMSF
analizleri de, 90. rezidiiniin bulundugu bdlgenin mobilite
degerlerinin HLA-A*11:01 alelinde artis gosterdigini ortaya
¢ikardigi i¢in polimorfik rezidii D90A’ nin AIFQSSMTK
peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinin stabilitesini artir-
mada 6nemli rol oynadig1 sdylenebilir (Sekil 5).

HLA-A*03:01 alelinde QVPLRPMTYK peptiti bag-
liyken polimorfik rezidii olan E152, peptitin 5. rezidiisii ile
tuz kopriisii olusturmakta, fakat HLA-A*11:01 alelinde ise
A152 rezidiisti peptit ile bag kurmamaktadir [39]. Bu se-
beple, QVPLRPMTYK peptitini baglayan aleller arasi tes-
pit edilen farkliligin 152. rezidiiniin konumlandig1 bolgeye
yansidig1 gézlemlenmektedir. Bu sonuca gore, 152. rezidii-
niin degismesinin QVPLRPMTYK peptitini baglayan alel-
ler arasindaki stabilite farkina etkisinin oldugu sdylenebilir.

HLA-A*03:01 alelinde AIFQSSMTK peptiti bagliy-
ken polimorfik rezidii olan E152” nin peptit baglanma olu-
gunun i¢ine dogru yonelmesi, buna karsin HLA-A*03:01
aleli QVPLRPMTYK peptitine bagliyken baglanma olu-
gundan disariya yonelmesi HLA-A*03:01 alelleri arasi tes-
pit edilen farkliligin 152. rezidiiniin konumlandig1 bolgeye
yansimasina neden olabilmektedir. Polimorfik olan 152. re-
zidii, AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 aleli-
nin QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ale-
line gore daha stabil yapida olmasina sebep olabilir.
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Sekil 8. MD simiilasyonlarinin denge kisminda alfa karbon-
larin ortalamadan gosterdikleri sapmaya uygulanan PCA anali-
zinden elde edilen temel bilesenlerin toplam varyansin en az
%380’ini ifade edenlerinden elde edilen ¢apraz korelasyon gra-
fikleri. (A1) AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01
aleli (A2) AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*11:01
aleli (B1) QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01
aleli (B2) QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*11:01
aleli. Proteinin HLA zinciri (1-274. (HLA-A*03:01) ve 1-275.
(HLA-A*11:01) rezidiiler arasi), P2-mikroglobulin zinciri
(275-374. (HLA-A*03:01) ve 276-375. (HLA-A*11:01) re-
zidiiler arasi) ve peptit zinciri (375-383. (HLA-A*03:01/
AIFQSSMTK) 375-384. (HLA-A*03:01/ QVPLRP-
MTYK) ve 376-384. (HLA-A*11:01/AIFQSSMTK)-377-385.
(HLA-A*11:01/ QVPLRPMTYK) rezidiiler arast)

ENCOM sunucusu kullanilarak peptit rezidiileri i¢in bir
rezidiiniin kendisi digindaki diger 19 rezidiiye dontistiiriil-
mesi sonucu elde edilen tek nokta mutasyonlarinin termos-
tabiliteye olan etkisi birlestirilmis AAG degerleri dikkate
almarak incelenmistir (Sekil 9). 4 farkli kompleksin pep-
titleri igin hangi peptit rezidiilerinin protein termostabili-
tesinde onemli rol oynadigi tespit edilmistir. Mutasyonla-
rin tahmin edilen AAG degerlerini gosteren 1s1 haritalarinin
renk gradyani; protein termostabilitesini artiran mutasyon-
lar i¢in mavi renkle, protein termostabilitesini azaltan mu-
tasyonlar i¢in ise kirmizi renkle orantili olarak ayarlanmis-
tir. Buna gore bir mutasyonun tahmin edilen AAG degerinin
mavi renkte olmasi, bu mutasyonun protein yapisinin stabi-
litesini artirdig1 igin tercih edilebilir oldugu; kirmizi renkte
olmas1 ise mutasyonun yapinin stabilitesini azalttig1 i¢in ter-
cih edilmedigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, pro-
tein yapisini ciddi bir sekilde bozan mutasyonlar i¢in model
olusturulmamakta ve AAG sonuglari elde edilememektedir
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[34]. Bu nedenle 1s1 haritalarinda modellenemeyen ve AAG
degeri Ol¢iilemeyen yapilar beyaz renkte gosterilmektedir.

AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 (3RL1)
ve HLA-A*11:01 (1Q94) yapilari i¢in peptitin 2., 3. ve 9. re-
zidiileri tizerinde gerceklestirilen tek nokta mutasyonlarimin;
QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*03:01 (3RL2)
ve HLA-A*11:01 (1QVO) yapilart igin ise peptitin 10. rezi-
diisii tizerinde gerceklestirilen tek nokta mutasyonlarimim pro-
tein termostabilitesini 6nemli dlgiide azalttigr gdzlemlenmek-
tedir. Normal mod analizinden elde edilen veriler, HLA-A3
alellerinin peptitlerinin 2. rezidii pozisyonunda genelde ala-
nin (A), 16sin (L), izol6sin (I), valin (V), metiyonin (M), se-
rin (S) ya da treonin (T) aminoasitlerini, karboksi ucunda ise
pozitif ylikli aminoasitler olan arjinin (R) ve lizin (K) amino-
asitlerini bulundurmay1 tercih ettigini ortaya koyan deneysel
veriler [39] ile 6rtiismektedir.
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Peptit Rezidii Pozisyonu

Sekil 9. AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK sekanslarina sahip
peptitler tizerinde gerceklestirilen tek nokta mutasyonlarinin
protein termostabilitesine olan etkileri

Bunlara ek olarak, AIFQSSMTK peptitinin ikincil dere-
cede 6nemli olan 6. rezidiisiiniin ve QVPLRPMTYK pep-
titinin ikincil derecede 6nemli olan 7. rezidiisliniin protein
termostabilitesindeki 6nemi 1s1 haritalarinda da gézlemlen-
mektedir [41]. Ote yandan, her iki peptit iizerinde gercek-
lestirilen mutasyonlarin her peptit pozisyonunda ayni sevi-
yede etkiye sahip olmadig1 da gézlemlenmektedir. Ozellikle
2. ve 3. rezidiilerde AIFQSSMTK peptitinde yapilan mutas-
yonlarin, QVPLRPMTYK peptitinin ayn1 pozisyonlarinda
yapilan mutasyonlara gére protein termostabilitesine daha
negatif bir etkisinin oldugu sdylenebilir. Buna ek olarak,
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QVPLRPMTYK peptiti i¢in peptit baglanmasinda biricil
derecede 6nemli olan 2. pozisyonda ki rezidiiniin ve kar-
boksi ucunda bulunan rezidiiniin protein termostabilitesine
esit derecede etkisinin olmadig1 sonucu da ¢ikarilabilir.

IV. SONUC

Bu calismada, insan bagisiklik yetmezlik virtisii (HIV)
epitoplari olan AIFQSSMTK ve QVPLRPMTYK peptitlerine
baglanan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri arasindaki
farklilig1 olusturan peptit baglanma olugunda konumlanan 7
polimorfik rezidiiniin (T9F, D90A, P105S, A152E, Q156L,
E161D ve R163T) 4 farkh peptit-HLA kompleksinin peptit
baglanma mekanizmalarini nasil farklilagtirdigi incelenmis-
tir. AIFQSSMTK peptiti 2. rezidii pozisyonunda izolosin (I)
aminoasitini 9. rezidii pozisyonunda ise lizin (K) aminoasi-
tini bulundurdugu i¢in, QVPLRPMTYK peptiti de 2. rezidii
pozisyonunda valin (V) aminoasitini 9. rezidl pozisyonunda
ise lizin (K) aminoasitini bulundurdugu i¢in HLA-A*03:01
ve HLA-A*11:01 alellerine baglanarak stabil yapilar olustur-
maktadir [39]. Fakat, HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alel-
leri arasindaki farkliligi olusturan peptit baglanma olugunda
konumlanan 7 polimorfik rezidii (T9F, D90A, P105S, A152E,
Q156L, E161D ve R163T) peptit-HLA komplekslerinin pep-
tit baglanma mekanizmalarini farklilastirdigi [39] i¢in protein
stabilitelerinin farklilagmasina sebep olmaktadir. Bu caligma
kapsaminda gergeklestirilen molekiiler dinamik simiilasyon-
lart AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinin
ayni peptiti baglayan HLA-A*11:01 aleline gore daha stabil
oldugunu, QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*11:01
alelinin ise ayni peptiti baglayan HLA-A*03:01 aleline gore
daha stabil oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4 ve Sekil 5).
Temel bilesen analizlerinden elde edilen sonuglar, AIFQSS-
MTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01
alelleri arasinda tespit edilen farkliliklarin peptit baglanma
olugunda konumlanan T9P, D90A, A152E, Q156L, E161D,
P105S ve R163T polimorfik rezidiilerinin oldugu bolge-
lerde yogunlastigini, QVPLRPMTYK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri arasinda tespit edi-
len farkliliklarin ise peptit baglanma olugunda konumla-
nan D90A, A152E, Q156L, E161D ve R163T polimorfik
rezidiilerinin oldugu bolgelerde yogunlastigint gostermek-
tedir (Sekil 8). Literatiirdeki caligmalar, HLA-A*03:01 ve
HLA-A*11:01 alelleri arasindaki farklilig1 olusturan polimor-
fik rezidii A152E nin peptit konformasyonu {izerinde énemli
etkisinin oldugu gostermistir [39]. Bu ¢alisma kapsaminda
yapilan temel bilesen analizleri, 152. rezidiiniin AIFQSS-
MTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 alelinin ayn1 peptiti
baglayan HLA-A*11:01 aleline gdre daha stabil olmasinda
biiyiik etkisinin oldugunu gostermektedir. Buna karsin, 152.
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rezidiiniin QVPLRPMTYK peptitini baglayan HLA-A*11:01
alelinin HLA-A*03:01 aleline gore daha stabil olmasinda
6nemli rol oynadig1 goriilmektedir (Sekil 8). Calisma kap-
saminda elde edilen sonuglar, protein stabilitesinin 152. rezi-
diiniin peptit konformasyonununu etkilemesi sonucu her iki
peptitin de HLA-A*03:01 ve HLA-A*11:01 alelleri ile olus-
turduklar1 kompleks i¢in farklilastigini gostermektedir. Bu so-
nuclara ek olarak, RMSF ve temel bilesen analizleri polimor-
fik rezidii olan D90A nin AIFQSSMTK peptitini baglayan
HLA-A*03:01 alelinin stabilitesini artirmada olduk¢a 6nemli
rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Sekil 5 ve Sekil 8).
Dahasi, AIFQSSMTK peptitini baglayan HLA-A*03:01 ale-
linin T73 rezidiisti peptitin 6. rezidiisii ile hidrojen bag: olus-
turmasi [39] RMSF ve temel bilesenler analizleri de birlikte
incelendiginde, 73. rezidiiniin AIFQSSMTK peptitini bagla-
yan HLA-A*03:01 alelinin stabilitesini artirmasina sebep ola-
bilmektedir (Sekil 5 ve Sekil 8).

Molekiiler dinamik simiilasyonundan elde edilen ve-
rilere ek olarak, ENCOM sunucusundan elde edilen HLA
baglanma motiflerinin dogrulugunun, deneysel verilerden
elde edilen HLA baglanma motifleriyle desteklendigi goz-
lemlenmistir (Sekil 9). Bu bulgu, baglanma tercih motifleri
ile protein termostabilitesi arasinda belirgin bir korelasyo-
nun varligina isaret etmektedir. ENCOM sunucusu kulla-
nilarak yapilan normal mod analizleri, her iki peptitin de
karboksi ucunda yapilan mutasyonlarin birincil derecede
protein termostabilitesine negatif etki ettigini ortaya ¢ikar-
mustir. Fakat, QVPLRPMTYK peptidinin karboksi ucunda
yapilan mutasyonlarin, AIFQSSMTK peptidinin ayni pozis-
yonunda yapilan mutasyonlara gore protein termostabilite-
sine daha negatif bir etkisinin oldugu goézlemlenmistir. Ay-
rica, AIFQSSMTK peptidinin 2. ve 3. rezidiilerinde yapilan
mutasyonlarin, QVPLRPMTYK peptidinin ayni pozisyon-
larinda yapilan mutasyonlara gore protein termostabilitesini
daha negatif yonde etkiledigi goézlemlenmistir. Bu sonug-
lara gore, QVPLRPMTYK peptiti i¢in peptit baglanmasinda
biricil derecede dnemli olan 2. pozisyondaki rezidiiniin ve
karboksi ucunda bulunan rezidiinlin protein termostabili-
tesine esit derecede etkisinin olmadigi séylenebilir. Bu ¢a-
lisma ayrica, AIFQSSMTK peptidinin baglanmasinda ikin-
cil derecede 6nemli olan 6. rezidiistiniin ve QVPLRPMTYK
peptitinin baglanmasinda ikincil derecede 6nemli olan 7. re-
zidiisiiniin [41] protein termostabilitesi i¢in 6nemini agikc¢a
ortaya cikarmistir. Calisma kapsaminda insan bagisik-
lik yetmezlik virtisii (HIV) epitoplar1 olan AIFQSSMTK
ve QVPLRPMTYK peptitlerini baglayan HLA-A*03:01
ve HLA-A*11:01 alel komplekslerinin stabilitesi detayli
bir sekilde arastirildigi icin, calisma kapsaminda elde edi-
len veriler sadece hesaplamali yontemlerle ¢alisan arastir-
macilara degil, ayn1 zamanda deneysel ¢aligmalar yapan
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aragtirmacilara da peptit immiinojnite mekanizmasinin anla-
silabilmesi ve peptit bazli agilarin gelistirilebilmesi i¢in 6n-
fikir verebilecektir. Ayrica, hesaplamali yontemlerin yaygin

sekilde kullanilmasiyla, bu alanlarda yapilan deneysel aras-

tirmalarin sayisi, maliyeti ve siiresi azaltilabilecektir.

TESEKKUR

Bu caligma TUBITAK 113M293 no’lu projenin sagladig
destek ile tamamlanmis olup, TUBITAK a desteginden do-
lay1 tesekkdir ederiz.
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