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Insan imminyetmezlik Virts (HIV) kona@in immiin sistem hiicrelerine genetik
materyalini aktaran ve kontrol altina alinamadiginda Kazanilmig immiinyetmezlik
Sendromu (AIDS) isimli klinik duruma yol agan o6nemli bir virGstar. HIV
enfeksiyonunun kontrol altina alinabilmesi ve bulastiricihdinin  ortadan
kaldiriimasi ic¢in antiretroviral tedavi (ART) ajanlar kullaniimaktadir. Bu ajanlar,
HIV genomunu ve proteinlerin sentezini inhibe etmektedir. Etravirin (ETR)
nikleozit olmayan ters transkriptaz (RT) enzim inhibitérlerinden birisidir. DUsuk
dizey viremi (LLV); ART kullanimi strduartlen HIV pozitif bireylerde, viral yakin
devamlihdinin olmasi durumudur. Viral yakin devamhhgr HIV pozitif bireylerin
bulastiriciliginin devam ettigi ve ilerleyen suregte AIDS ile sonuglanabilecek
onemli problemlerden biridir. LLV durumunun, virolojik basarisizlik, ilag emilim

problemleri ve mutasyon sebepli ila¢ direnci durumu oldugu dusunulmektedir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, LLV gdsteren HIV pozitif bireylerin ters transkriptaz
enzim geninde tespit edilmis olan Lys104GIn, Lys102GIn, Lys101Arg-Lys104Arg,
Serl91Phe, lle94Leu-Lys104Arg, Lys104Glu-His235Leu, Ala98Ser ve Vall79lle
mutasyonlarinin ETR direncine neden olup olmadidi in-vitro yontemler ve
homoloji modelleme, molekuler yerlestirme ve protein-ligand etkilesim analizi

yontemleri kullanilarak arastiriimistir.



Calisma sonucunda elde edilen veriler de@erlendirildiginde Ala98Ser ve
Val179lle mutasyonlarinin  RT enziminin ETR baglanma bdlgesinde
konformasyonel degisiklik olusturarak, dusik dizeyde ETR direncine yol

acgabilecegi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Protein Yapisi, Biyoinformatik, Tibbi Genetik, Molekuler

Biyoloji, Mikrobiyoloji, ilag Direnci



ABSTRACT

RESEARCHING OF RESISTANCE TO ETRAVIRINE IN SOME HIV-1 LOW-
LEVEL VIREMIA STRAINS BY IN-SILICO AND IN-VITRO METHODS
Ofcan OFLAZ

Doctor of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Hatice MERGEN
2023, 87 pages

Human Immunodeficiency Virus (HIV) is a significant virus that, when left
uncontrolled, leads to Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS), a clinical
condition characterized by the transmission of its genetic material to host immune
system cells. To manage HIV infection and eliminate its transmissibility,
antiretroviral therapy (ART) agents are employed. These agents function by
inhibiting HIV proteins. Etravirine (ETR) is one of the non-nucleoside reverse
transcriptase enzyme inhibitors. Low-Level Viremia (LLV) refers to the
persistence of viral load in HIV-positive individuals who are under ongoing ART.
The sustained viral load is a significant concern, as it indicates the continued
transmissibility of HIV in infected individuals and may ultimately progress to AIDS.
LLV is believed to result from virological failure, drug absorption issues, and

mutation-induced drug resistance.

In our study, we investigated Etravirine (ETR) resistance using in-silico methods,
specifically focusing on the following mutations: Lys104GIn, Lys102GlIn,
Lys101Arg-Lys104Arg, Serl91Phe, lle94Leu-Lys104Arg, Lys104Glu-
His235Leu, Ala98Ser, and Vall79lle. These mutations were analyzed in the
reverse transcriptase (RT) enzyme obtained from strains of HIV-positive
individuals with Low-Level Viremia (LLV). These mutations are located in the

vicinity of the ETR inhibition site.



The ETR resistance conferred by the Lys104GIn, Lys102GIn, Lys101Arg-
Lys104Arg, Serl91Phe, lle94Leu-Lys104Arg, Lys104Glu-His235Leu, Ala98Ser,
and Vall79lle mutations was investigated using homology modeling, molecular
docking, and protein-ligand interaction analysis methods.

Our study suggests that Ala98Ser and Val179lle mutations, which have not been
previously analyzed through in-silico methods, induce conformational changes in
the binding region of the reverse transcriptase (RT) enzyme. These changes are

believed to lead to a low level of resistance to Etravirine (ETR).

Keywords: Protein Structure, Bioinformatics, Medical Genetic, Molecular
Biology, Microbiology, Drug Resistance
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1. GIRIS

Insan immin yetmezlik viris (HIV) konagin immin sistem hiicrelerine genetik
materyalini aktaran ve kontrol altina alinamadiginda edinsel immin yetmezlik
sendromu (AIDS) isimli klinik duruma yol acan 6énemli bir virGstar. HIV
enfeksiyonunun kontrol altina alinabilmesi ve bulastiricihiginin  ortadan
kaldirimasi igin antiretroviral tedavi (ART) ajanlar kullaniimaktadir. Bu ajanlar
HIV genomunun ve proteinlerinin sentezini inhibe etmektedir. Etravirin (ETR),
nikleozit olmayan ters transkriptaz enzim inhibitorlerinden birisidir. DugUk dizey
viremi (LLV); ART’si devam eden HIV pozitif bireylerde, viral yikin devamlhiliginin
olmasi durumudur. Viral yikun devamlihgi, HIV pozitif bireylerin bulastiricihdinin
devam ettigi ve ilerleyen surecte AIDS ile sonuglanabilecek 6nemli problemlerden
biridir. LLV durumunun nedeninin, virolojik basarisizlik, ilag emilim problemleri ve

mutasyon sebepli ila¢ direnci durumu oldugu dusunulmektedir.

Calismamiz kapsaminda ETR direncinin daha &nce in-silico ydntemlerle
arastinimamis Lys104GIn, Lys102GIn, Lys101Arg-Lys104Arg, Serl91Phe,
lle94Leu-Lys104Arg, Lys1l04Glu-His235Leu, Ala98Ser ve Vall79lle
mutasyonlart kullanilmigtir. Bu mutasyonlar, LLV durumundaki HIV pozitif
bireylerden elde edilen suglardan analiz edilmis ve RT enziminde ETR inhibisyon

bolgesi ve ¢evresinde yer alan mutasyonlardir.

Lys104GIn, Lys102GIn, Lys101Arg-Lys104Arg, Serl91Phe, Ile94Leu-
Lys104Arg, Lys104Glu-His235Leu, Ala98Ser ve Val179lle mutasyonlarinin ETR
direnci; homoloji modelleme, molekuler yerlestirme ve protein-ligand etkilesim

analizi yontemleriyle arastiriimigtir.

Calismamiz sonucunda daha 6nce in-silico yontemlerle analiz edilmemis olan;
Ala98Ser ve Val179lle mutasyonlarinin ters transkriptaz enziminin ETR
baglanma bdlgesinde konformasyonel degisiklik olusturarak, disik dizeyde

ETR direncine yol agabilecegi dusunulmektedir.



2. INSAN iIMMUN YETMEZLIK VIRUSU-1 (HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS-1, HIV-1)

2.1. Epidemiyoloji

Cagimizin en buylk saglik problemlerinden biri, enfeksiyon hastaliklarinin
tedavisidir. Ozellikle viral enfeksiyonlarda artan antiviral direng, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisine ©onemli 6lciide zarar vermektedir. insan immin
yetmezlik virGst (Human Immunodeficiency Virus-1, HIV-1) salgini son 40 yilin

en 6nemli viral pandemilerinin basinda gelmektedir.

AIDS, HIV enfeksiyonu sebebiyle ortaya ¢ikan en ciddi klinik durumdur. Etkili ART
ve firsatgl enfeksiyonlari dnleme, tespit ve tedavi etme aracglarina ragmen,
2021'de AIDS'e bagh 650.000 6limle her dakika bir can almistir. Ayrica, HIV
enfeksiyonuna karsi kuresel basaridaki ilerleme hizlanmak yerine
yavaglamaktadir: UNAIDS Kuresel AIDS Gelismeler Raporu’nun 2021 verilerine
gore, 2020 yilinda kuresel olarak yeni HIV pozitif vaka sayilari dismus, buna
ragmen, bu dususin 2020'yve kiyasla 2021 yilinda yalnizca %3,6 oldugu
bildirilmistir. Bu durum, 2016 yilindan bu yana en az yillik dusustir. Birgok bolge,
ulke ve topluluk, COVID-19 salgini gibi devam eden diger krizlerin yani sira, artan
HIV enfeksiyonlarini ele almak zorunda kalmistir (UNAIDS Kiresel AIDS
Gelismeler Raporu, 2021).

2021 Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri (Centers for Disease Control and
Prevention-ABD, CDC) Ulusal HIV Mdufredati raporuna gore; 2020 yilinda, 35,9
milyon yetigkin ve 15 yasindan kuguk 1,7 milyon ¢ocuk dahil olmak tzere, dinya
genelinde HIV ile yasayan tahmini 37,6 milyon insanin bulundugu, 25 milyondan
fazlasinin (toplamin yaklasik %67'si) Sahra Alti Afrika bdlgesinde, 4,7 milyonu
Bati ve Orta Afrika'da oldugu raporlanmistir. Dogu Avrupa ve Orta Asya'da, HIV
pozitif bireylerin sayisi 2010'dan 2019'a (970.000 — 1,7 milyon araliginda) keskin
bir sekilde artmigtir. Bu durumun, damar i¢i uyusturucu kullanimi ile iligkili oldugu
disunulmektedir. 2020'de ise bunun 960.000'de sabitlendigi bildirilmistir. COVID-



19 pandemisi sebebiyle HIV taramalarinin azalmasi bu istatistigin guvenilirligini

zedeledigi dusunulmektedir.

Yeni vaka sayisi, COVID-19 salgini sirasinda kuresel olarak azalmaya devam
etse de, 2021'deki yeni pozitifliklerdeki azalma, 2017'den bu yana en kiguk yilhk
dusus olmustur. Mevcut yeni pozitif HIV vaka grafigine gore, 2025 yilinda yillik

1.2 milyon yeni vakanin olacagi dusunulmektedir (Sekil. 2.1.)
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— YENi POZITiF VAKA SAYISI © 2025 HEDEFi

Sekil 2.1. 1990 yilindan itibaren kiresel dlgekli yeni pozitif vaka sayisi (UNAIDS,
2021)

2021'de 650.000 (tahmini vaka 510.000-860.000) insanin AIDS ile ilgili
nedenlerden 6ldigu kaydedilmistir. Cocuklarda (0 ila 14 yas arasi) AIDS'e bagh
olumler orantisiz bir sekilde devam etmektedir: 2021'de ¢ocuklar, HIV pozitif
bireylerin %4'Unu olustursa da AIDS'e bagli dlumlerin %15'ini olusturmaktadir.
Mevcut egilimler devam ederse, 2025'te 460.000 kisinin AIDS'e bagh
nedenlerden dOlecegdi tahmin edilmektedir. Uluslararasi toplum 2025 hedefine
erisebilmesi igin HIV testi ve tedavisinin hizi artirlmali ve bireylerin bu testlere
kolay bir sekilde ulagimi saglanmalidir. 1990-2021 yillari arasindaki kuresel
Olcekte AIDS'e bagh dlumlerin sayisi Sekil. 2.2.‘de verilmistir.
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— AIDS iLigKiLi OLUM SAYISI @ 2025 HEDEFi

Sekil 2.2. Kiuresel oOlgcekte 1990-2021 yillan arasi AIDS iligkili 6lum grafigi
(UNAIDS, 2021)

UNAIDS’in 2022 raporuna gore; her gun 4.000 yeni vaka kaydedilmektedir. Her
hafta 15 ila 24 yas arasi 7800 gen¢ enfekte olmaktadir. Kiresel olarak yillik yeni
vaka sayisi 2010'dan bu yana %32 oraninda dusmustir. Bu, 370.000 yeni
enfeksiyon olan 2025 hedefine ulasmak ig¢in gereken dususun ¢ok altindadir.
2025 yili hedefinde %83 dlisus beklenmektedir.

Ulkemizde ilk vaka bildirimi 1985 yilinda yapilmistir. Bu bildirimden itibaren
surveyans calismasi surdurtlmektedir. T.C. Saglik Bakanhgi, Halk Saglhigi Genel
MuaduarlGgu Bulasici Hastaliklar ve Erken Uyari Dairesi Baskanhi@i tarafindan 15
Kasim 2022 tarihinde yayinlanan rapora gore, Ulkemizde 2.177 AIDS ve 34.453
HIV pozitif vaka sayisi oldugu, 2022 yilinda yeni vaka sayisinin 2.901 oldugu
bildirilmistir. Cizelge 2.1.’de Ulkemizdeki son 5 yilin guncel HIV/AIDS istatistikleri
verilmistir (T.C. Saglhk Bakanligi, Halk Saghgr Genel MudarlGgu Bulasici
Hastaliklar ve Erken Uyari Dairesi Bagkanligi, HIV-AIDS istatistik Raporu, 2022).



Cizelge 2.1. 5 yilhk HIV pozitif /AIDS vaka ve 6lum sayisi

Yillar HIV Pozitif AIDS oLUm
2018 3848 131 31
2019 4063 134 40
2020 3025 97 a7
2021 3974 100 49
2022 2901 70 30

2.2. HIV-1 Virolojisi ve Temel Himoral Bagisikhik

HIV-1 ile enfekte hastalarin AIDS Klinik durumuna ilerlemesinin ana nedeni, HIV
icin birincil hedef olan CD4+ T lenfositlerinin azalmasidir. Bu hucreler spesifik
hamoral ve hicre aracili bagisiklik tepkisinin indiklenmesi igin énemli gérev
yapmaktadir. Enfeksiyon sirasinda CD4+ T lenfositlerinin yavas ama surekli
tikenmesinin bir sonucu olarak, bagisik yanit zarar gérmektedir ve enfekte olmus
birey, sonucta 6lume yol agan firsat¢i enfeksiyonlara ve malignitelere duyarli hale

gelmektedir (Sierra ve digerleri, 2005).

Vakalarin yaklasik %50'sinde primer HIV-1 enfeksiyonu asemptomatik
seyrederken, hastalarin %50'sinde enfeksiyondan sonraki ilk dort hafta iginde
grip benzeri semptomlar gelismektedir. Primer enfeksiyon sirasinda, periferik
kanda virs yogunlugu son derece yiksektir (108 HIV-1 RNA kopyasi/ml
plazmaya kadar) ve CD4+ T lenfositlerin sayisi énemli ol¢clide azalmaktadir
(Piatak ve digerleri, 1993). HIV-1'e 6zgl hlcresel bagisiklik tepkisinin baslangici
ve ardindan HIV-1'e 6zgu antikorlarin sentezi, plazma viral yukinin, hastaya
O0zgu bir dizeye dismesine yol agmaktadir. Bununla birlikte, enfeksiyonun
asemptomatik asamasinda, lenf digumlerinde kalici viral replikasyon ve "klinik
gecikme" olarak adlandirilan hizh bir plazma viryonlari ve CD4+ T lenfosit
dongusu eglik etmektedir (Embretson ve digerleri, 1993; Sierra ve digerleri,
2005). Klinik gecikme suresi boyunca, CD4+ T lenfositlerin sayisi surekli olarak
azalmaktadir. Sonug olarak, hastanin bagisikhk sistemi artik firsatgi patojenleri
kontrol etme yetenegine sahip degildir ve yasami tehdit eden AIDS tanimina uyan

klinik durum ortaya ¢cikmaktadir. HIV-1 enfeksiyonunun farkli asamalari yaygin



olarak CDC sistemi kullanilarak siniflandiriimaktadir. Bu sistem, HIV-1

enfeksiyon siniflandirmasi igin klinik verileri ve CD4+ T lenfosit sayisini birlegtirir.

Primer enfeksiyon sirasinda HIV-1'e 6zgu sitotoksik CD8+ T lenfositlerinin (CTL)
aktivasyonu meydana gelmektedir. CTL yaniti, HIV-1'e 6zgl antikorlardan
ziyade, viral replikasyonun kontrolinde daha etkilidir. Kantitatif teknikler
kullanilarak HIV-1'e 6zgu CTL sayisinin viral yuk ile ters orantili oldugu ortaya
koyulmustur (Ogg ve digerleri, 1998). CTL aracih virUs inhibisyonu igin gesitli
mekanizmalar vardir. HIV-1 ile enfekte olmus antijen sunan hicrelerin CTL leri
tanimasi, T hlcre reseptdri (TCR) araciigiyla gerceklesmektedir. CTLler,
TCRleri ile, enfekte hucrelerin yizeylerinde MHC sinif | molekdlleri ile sunulan
viral peptitlere baglanirlar. Boylece, enfekte olmus hicrelerin eliminasyonuna yol
agan proteazlarin ve perforinlerin salinmasi saglanir (McMichael ve Rowland-
Jones, 2001). ikinci bir mekanizma, CTL yiizeyindeki Fas ligandinin (FasL) hedef
hicreler Uzerindeki Fas molekulleri ile etkilesimi sonrasi, enfekte olmus
hicrelerin apoptotik lizisi ile sonuglanmasidir (Hadida ve digerleri, 1999). Hucre
lizisinin yani sira, CD8+ T lenfositlerinin HIV-1 ile enfekte olmus hicrelere
baglanmasi, interferon-alfa ve CC kemokinleri, MIP-lalfa, MIP-1beta gibi
sitotoksik olmayan antiviral etkili bilesiklerin salinimini indUklemektedir. Bu
kemokinler, HIV-1 koreseptort CCRS'in dogal ligandlaridir; R5 HIV-1 suglari
tarafindan CD4+ T lenfositlerinin enfeksiyonunu o6nleyebildikleri gosterilmistir.
Viral replikasyonun kontroli icin spesifik CD8+ T lenfositleri énemlidir. Clnki
uzun sureli progresyon gostermeyen bireylerin siklikla kalitatif ve kantitatif HIV-
1'e 6zgu CTL yaniti gosterdigi bilinmektedir (Migueles ve digerleri,2002). Son
olarak, yuksek oranda HIV’e maruz kalan, ancak seronegatif bireylerin
saptanabilir miktarlarda HIV-1'e 6zgu CTL'ye sahip oldugu bildirilmistir (Bernard
ve digerleri, 1999, Sierra ve digerleri, 2005).

Spesifik humoral immun yanit mekanizmasinin  HIV-1 enfeksiyonunun
kontrolinde rol oynadigi gorulmektedir. HIV-1 viral partikullerinin antikor aracih
azaltilmasi i¢cin énemli olan; toplam spesifik antikorlarin miktarindan ziyade
notralize edici antikorlarin miktaridir. Noétralize edici antikorlarin viral partikullere
baglanmasi, viryonlarin yok edilmesine aracilik etmektedir (Kostrikis ve digerleri,

1996). Ayrica, HIV-1 glikoprotein gp120'ye kargi mevcut nétralize edici



antikorlarin antiviral aktivitesi, nétralizasyona duyarli virisin, mutasyona bagli
konformasyonel gp120 degisiklikleriyle, bagdisikliktan kacan HIV-1 varyantlar ile
tamamen degistiriimesiyle (Wrin ve digerleri, 1994) ve/veya gp120'nin modifiye
edilmis glikozilasyon modelleri ile (Wei ve digerleri, 2003) virlse karsi hucresel
savunmay surdurmektedir. Cok sayida antiretroviral ajana ragmen bireylerin
badisiklik sistemi, HIV-1 enfeksiyonunun kroniklesmesini énleyemez; HIV-1 ile
enfekte olmus hucrelerin HIV enfeksiyonundan timuayle temizlenmesini
saglayamaz. HIV-1'in olaganustu yuksek mutasyon orani (Domingo ve digerleri,
2001), viral epitoplar icindeki amino asit degisimleri nedeniyle immuniteden
kaginan suglarin olusmasina yol agmaktadir (Phillips ve digerleri, 1991). Sonug
olarak, CD4+ T hucrelerinde viral replikasyon ve de novo enfeksiyon sirmekte,

bu da bagisiklik sisteminin bozulmasina ve 6lime yol agmaktadir.

2.3. HIV-1 Proteinleri

HIV genomu, HIV yasam dongusu igin dnemli roll olan 16 viral proteini kodlayan
genlerden olusmaktadir. Bunlar temelde; viral enzimleri (proteaz, RT ve integraz),
zarf proteinlerini (gp120 ve gp41), duzenleyici proteinleri (Tat ve Rev) ve yardimci
proteinleri (Vif, Vpu/Vpx, Vpr ve Nef) kodlamaktadir (Sekil 2.3.). Vpu, yalnizca
HIV-1'de bulunurken, Vpx, HIV-2 tarafindan tasinmaktadir (Malim ve Emerman,
2008).

Sekil 2.3.’te HIV protein adlari ve amino asit uzunluklari, GU¢ agik okuma
cercevesinde (ORF'ler) renkli protein bdlgelerinin altinda gosterilmis ve 11
multimerik proteinin alti c¢izilmistir. Gen haritasinda, kirmizi halkalar, viral
olgunlagma sirasinda viral proteazin bolundugu yerleri gostermektedir. env
geninde, sari bir halka, insan proteazlarinin bélinme konumunu géstermektedir.
5 ve 3’ uzun terminal bolgeleri (LTR'ler) de tam uzunluktaki genomda

belirtilmigtir.
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Sekil 2.3. HIV-1’in tam uzunluktaki genomunun sematik modeli (Li ve Clercq,

2016 kaynagindan alinmistir)

L hev - Tat

Sekil 2.4. HIV-1 protein yapilarinin yizey alani gorsellestirmesi ve HIV-1

yapisinin sematik goérinimda

16 HIV proteininin, teoride viris yasam dongusu igin 120 farkl ikili protein-protein
iligkisi (iki farkh proteinin birbiriyle iligkisi) kurdugu dusunulmektedir (Li ve Clercq,
2016). HIV-1 proteinlerinin  G¢ boyutlu yapilarinin ytzeysel goOsterimle
gorsellestirildigi ve viral yapida bolgesel yerlesimi Sekil 2.4.’te verilmigtir. Sekil
2.4’te 15 HIV-1 protein yapisinin yluzey temsilleri, iglevsel rollerine gore
kimelenmistir. HIV-1 monomerik proteinleri pembe renkte ve multimerik

proteinlerin farkli alt birimleri farkli renklerle (yesil, sari ve kirmizi) gdsterilmistir.



HIV-1 protein yapilari, dogrudan ve hipotetik bir karsilastirma igin tam olarak
Olgceklenmigtir. Protein sekilleri ve yerlesim gorselleri PDBE veri tabanindan

alinmigtir.

2.3.1. Yapisal Proteinler

Matriks

gag geninin bir boluml tarafindan kodlanan matriks proteini, viral zarin ig
yuzeyinde bir kaplama olusturmaktadir (Sekil 2.5.). Matrix proteini konak hucre
yuzeyinden, konak hucrede uretilen HIV-1 viryonunun, tomurcuklanmasinda
merkezi bir rol oynamaktadir. Bu protein, zar Gzerinde yan yana birlesen trimerler
halinde toplanarak, plazma membraninda P1-P2 alanlarina baglanir ve viryon
birlesmesini saglamaktadir. Katlanmis matriks protein yapisi bes alfa heliks, 10
amino asitlik kisa U¢ alfa heliks ve Ug¢ B-tabaka motifinden olusmaktadir (Malim

ve Emerman, 2008).

Sekil 2.5. Matriks proteinin trimerik yapisi ve matriks proteinin HIV-1’'deki

yerlesim yeri

Kapsid

gag geninin bir bolima tarafindan kodlanan kapsid proteini, viral RNA'nin
etrafinda koni seklinde bir kilif olusturarak enfeksiyon sirasinda onu hicreye
iletirken korumakla gorevlidir. Kararli heksamerler olusturmaktadir (Sekil 2.6.).

Protein yapisi incelendiginde 30 amino asitlik alfa heliks motif kompleksleri



oldugu gorulmustar. Kapsid proteinleri merkezi kapsid kilifini olusturmak Uzere
birlesmektedir (Li ve Clercq, 2016).

Sekil 2.6. Kapsid proteinin heksamerik yapisi ve kapsid proteinin HIV-1'deki

yerlesim yeri

Niikleokapsid Proteini

gag geninin bir bélumua tarafindan kodlanan nukleokapsid proteini (Sekil 2.7),
viral RNA ile onu koruyan stabil bir kompleks olusturmaktadir. Bu proteinin amino
asit yapisi yuksek duzeyde korunmus diziden olusmaktadir. Nukleik asite
baglanma fonksiyonu oldugu duastnulmektedir. Ayrica yapilan c¢alismalarda
nikleokapsid proteinin, RT, tat proteini ve integraz proteini ile etkilesim halinde
oldugu goérulmustir. RT ve tat proteinlerinin taginmasinda, integraz proteinin ise

DNA’ya baglanmasina aracilik etmekle goérevlidir (Li ve Clercq, 2016).
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Sekil 2.7. Nukleokapsid proteini (turuncu) RNA (sar1) kompleksi ve nukleokapsid
proteininin HIV-1’deki yerlesim yeri

Yiizeysel (SU) ve Transmemran Zarf (TM) Proteinleri

SU (gpl20) ve TM (gp4l) proteinleri (Sekil 2.8.), env geni tarafindan
kodlanmaktadir. SU proteini hedef hlcredeki CD4 reseptorine ve kemokin
reseptorlerine baglanmaktadir. TM proteinleri ise fluzyon peptiti aracilhigiyla
fluzyona dahil olmaktadir. gp120 ve gp41 proteinleri kompleks olusturarak virls
yuzeyinde yer almaktadir. Protein kompleksinin, hlcre yuzey proteinlerinin
lokalizasyonunda onemli rol oynadigi dusunulmektedir. Bu kompleks konak
hdcrenin yuzey proteinleriyle etkilesime girerek virusin konak hicreye girmesine

yardimci olmaktadir (Li ve Clercq, 2016).

Sekil 2.8. SU proteini (mavi) TM proteini (mor) kompleksi ve zarf proteinlerinin

HIV-1’deki yerlesim yeri
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2.3.2. Yardimci ve Duzenleyici Proteinler

Virion Enfektivite Faktoru (Vif)

vif geni tarafindan kodlanan Vif proteini (Sekil 2.9.), insan antiviral aktivite
APOBECS3 protein grubunun etkinligine karsi koymaktadir. HIV genomunu ile
dogrudan etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Ayrica Vif proteinin HIV
genomunu hipermutasyona ugratabilecegi dusunulmektedir (Sheehy ve digerleri,
2002).

Sekil 2.9. Vif proteini (yesil) insan antiviral aktivite proteini (mor) kompleksi ve vif

proteinlerinin HIV-1'deki yerlesim yeri

Viral Protein R (Vpr)

vpr geni tarafindan kodlanan Vpr proteini (Sekil 2.10.), HIV'in hlcre icerisine
girdikten sonra, genomun konak hucre nukleusuna taginmasina yardimci
olmaktadir. HIV ile enfekte hicrelerde G2 hlicre doéngusinin durmasini

indUkledidi bilinmektedir (Heinzinger ve digerleri, 1994).
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Sekil 2.10. Vpr proteini ve Vpr proteinin HIV-1’deki yerlesim yeri
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Viral Protein U (Vpu)

vpu geni tarafindan kodlanan Vpu proteini (Sekil 2.11.), interferon kaynakh
kisittama faktoru olan Tetherin'e kargi etki ederek virus partiktllerinin salinimini
arttirdigi ve CD4 bozulmasini tetikledigi dusunulmektedir. Yapilan ¢alismalarda
vpu proteinin tetherin ile kompleks olusturarak etki gosterdigi 6ne suriimustir

(Van Damme ve digerleri, 2008).

Sekil 2.11. Vpu proteinin yapisi

Negatif Regiulasyon Faktor (Nef)

nef geni tarafindan kodlanan Nef proteini (Sekil 2.12.), enfekte olmus hicrenin,
hicre savunmasinda énemli olan proteinlerini Gretmesini zorlastirmaktadir. Nef
proteini CD4+ T lenfositlerini ve MHC yapisini etkileyerek bunlarin aktivasyon ve
sinyal yolunu baskilamaktadir. Nef proteini sayesinde immin sistemin
baskilanmasi devam ederek, HIV pozitif bireyin AIDS tablosuna ilerlemesini
saglamaktadir (Li ve Clercq, 2016, Saksela ve digerleri,1995). Nef proteinin RT,
integraz ve proteaz enzimleriyle kompleks olusturabildigi goérulmastur (Li ve
Clercq, 2016).

Sekil 2.12. Nef proteinin yapisi ve NEF proteinin HIV-1'deki yerlesim yeri
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Viron Duzenleyici Protein (Rev)

rev geni tarafindan kodlanan Rev proteini (Sekil 2.13.), viral RNA'daki bir sa¢
tokasi motifine baglanmaktadir. Viral RNA'nin cekirdekten disa aktariimasini
veviral genlerin  transkripsiyon sonrasi duzenlenmesi saglamaktadir
(Hadzopoulou-Cladaras ve digerleri, 1989). Ayrica Rev proteini, Tat degredasyon
kompleksini inhibe ederek Tat proteinlerinin ortamda bulunmasini sagladigi

dusundlmektedir (Li ve Clercq, 2016).

Sekil 2.13. Viral RNA (sari) ile Rev proteini (turuncu) kompleksi ve Rev proteinin

HIV-1'deki yerlesim yeri

Trans-Aktivator Transkripsyon Proteini (Tat)

tat geni tarafindan kodlanan Tat proteini (Sekil 2.14.), viral RNA'da sa¢ tokasi
yapisina dahil olan bir diger duzenleyici proteindir. Viral RNA'nin ¢ekirdekten diga
aktarilmasi ve viral genlerin transkripsiyon sonrasi duzenlenmesini saglamakla
gorevlidir. Tat ve Rev proteinlerinin hem ayri ayri hem de birlikte viral RNA'yla

etkilesimde oldugu analiz edilmistir (Li ve Clercq, 2016).
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Sekil 2.14. Viral RNA (sari) ile TAT proteini (turuncu) kompleksi ve TAT proteinin
HIV-1’deki yerlesim yeri

2.3.3. Viral Enzimler
2.3.3.1. integraz

pol geninin bir bdlimu tarafindan kodlanan integraz (Sekil 2.15.), ters
transkripsiyon sonucunda sentezlenmig olan HIV genomunun, konak genomuna

entegrasyonunu saglamaktadir.

%

By

Sekil 2.15. Viral integraz ve integrazin HIV-1’deki yerlesim yeri

Dynein aracili ters transkriptaz enziminin tasinmasinda anahtar rol oynadigi
bilinmektedir. integraz enzimi HIV’in genetik materyalini konak genomuna dabhil
etmektedir. Yalnizca genom entegrasyonunda degil ayni zamanda viral DNA
sentezinin baglatilmasini ve uzamasini uyararak ters transkripsiyon enziminin

polimerizasyona baslamasini saglamaktadir. HIV enfeksiyonun tedavisi igin
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integrazi bloke eden énemli antiretroviral ilaglar gelistiriimistir (Li ve Clercq, 2016,

Bowerman ve digerleri, 1989).

2.3.3.2. Proteaz

HIV proteaz (Sekil 2.16.), HIV partikillerinin olgunlasmasi igin gereklidir. HIV
poliproteinlerinin ~ uygun uzunlukta fonksiyonel parcalara bdolinmesini
saglamaktadir. Yapilan analizler proteaz enziminin her bir HIV proteini ile
etkilesime girebildigi gorulmustar. Proteaz aktivitesinin viryon yapilarinin
olusmasinda en yuksek seviyede oldugu analiz edilmigtir (Li ve Clercq, 2016).
Proteaz inhibisyonu saglandiginda viryon olusumunun engellendigi goralmustar.
Proteaz inhibitorleri, genellikle ters transkriptaz ve integrazi bloke eden ilaglarla

kombinasyon halinde kullaniimaktadir (Briggs ve digerleri, 2003).

Sekil 2.16. Viral proteaz ve proteazin HIV-1'deki yerlesim yeri

2.3.3.3. Ters Transkriptaz

Ters transkriptaz (Reverse Transcriptase, RT), p66 ve p51 alt birimlerinden
olusan, ortak bir amino ucunu paylasan ve stabil bir asimetrik heterodimer yapida
bir enzimdir (Divita ve digerleri, 1995) (Sekil 2.17.). p66 alt birimi iki fonksiyonel
aktif bodlgeyi barindirmaktadir. Bunlardan biri N-terminal RNA bagimhi DNA
polimerazdigeri ise RNA’yI parcalayan C-terminal RNaz H (RNase H) bolgesidir.
RT enziminin yapisi; baglanti bolgesi (connection reigon), parmaklar (finger),
basparmak (thumb) ve avug i¢i (palm) isimli 4 yapisal boélgeye ayrilarak

incelenmektedir.
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Sekil 2.17. Ters transkriptaz ve ters transkriptazin HIV-1’deki yerlesim yeri

p66, 560 amino asit, p51 ise 440 amino asitlik bir uzunluga sahiptir. RT'nin kristal
yapisinin analizi, p66'nin farkl iki farkh farkh fonksiyonel alan igerdigini
gOstermistir. Bunlar, polimeraz ve RNaz H alanlaridir. Polimeraz alani; parmaklar
(1-85 ve 118-155 amino asitleri), avug igi (86-117 ve 156-237 amino asitleri) ve
basparmak (238-318 amino asitleri) alt alanlarindan olusan, sag eli andiran
karakteristik yuksek oranda korunmus bir yapi olarak bilinmektedir. p66 alt birimi
ayrica baglanti alt alani (319-426 amino asitleri) ve RNase H (427-560 amino
asitleri) alanini icermektedir (Kohlstaedt ve digerleri, 1992, Jacobo-Molina ve
digerleri, 1993).

Nukleik asitin baglanma bdlgesi p66 alt biriminin avug igi, bagparmak, baglanti ve
p66'nin RNase H alt alanlari tarafindan olusmaktadir. p51 alt birimi baglanti ve

basparmak alt alanlari ile dogrudan etkilesim halindedir (London, 2019).

Ters gevirme islemi, polimeraz aktivitesinin devamlihigini saglayan nukleotidler
veya tersine, onu destabilize eden inhibitdrler olarak kuguk molekullerin

varligindan etkilenebilmektedir (Rausch ve Grice, 2004).

DNA polimerizasyonu sirasinda, p66 alt biriminin katalitik amino asitleri (Asp110,
Asp185 ve Asp186) tarafindan koordine edilen Mg?* katyonlari, DNA primer 3'-
hidroksil grubunu aktive etmektedir. Substrat, 2'-deoksiribonukleozit 5'-trifosfat

(dNTP) icindeki pentavalent alfa-fosfor ara durumunu stabilize etmektedir.
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Polimerizasyon sirasinda yeni bir baz takilmaktadir ve pirofosfat bdlgeden

ayrilmaktadir (Engelman ve digerleri, 2012).

Antiretroviral tedavi igin ana hedeflerden biri olan RT; kristal yapi belirlemeleri,
biyokimyasal tahliller ve in-silico ¢calismalar sayesinde kapsamli arastirmalarin

konusu olmustur.

2.3.3.4. Ters Transkriptaz inhibitérleri (RTI)

HIV-1 enfeksiyonu igin kullanilan onaylanmis kombinasyon tedavilerde, iki farkh
etki mekanizmasina sahipvardirt inhibitorleri kombine bir sekilde kullaniimaktadir.
Bu RT inhibitérlerinden birinci sinif, nikleozid/nikleotid RT inhibitérleri (NRTI)
olarak bilinen bilesikleri icermektedir. ikinci sinif ise niikleozid olmayan RT

inhibitorleri (NNRTI'ler) olarak bilinen bilegikleri icermektedir.

2.3.3.4.1. Niikleozit Ters Transkriptaz inhibitorleri

Tudm NRTI'ler ayni RT inhibisyon mekanizmasini takip etmektedir. Bu
mekanizma, ilag organizmada trifosfat formlarina getirildikten sonra, RT ile
uzayan primere dahil edilmektedir. Dogal dNTP'lerle rekabet eder ve 3-hidroksil
grubu eksikliginden dolayi DNA sentezini sonlandirmaktadir. Bu nedenle, bir kez
dsDNA'ya dahil edildiklerinde, sonraki nukleotidin dahil edilmesini dnlemektedir
(Sekil 2.18.).

Ayrica, HIV-1 RT bu NRTI'leri substrat olarak kullanirken, hicresel DNA
polimerazlar bu inhibitérleri ayni afiniteyle tanimamaktadir (Esposito ve digerleri,
2012). Klinik olarak mevcut ve onay almis, yapisal olarak hem pirimidin hem de
purin analoglarina benzeyen sekiz NRTI vardir. Pirimidin nukleozid analoglari
arasinda timidin analoglari olarak; zidovudin (AZT), stavudin (d4T) ve sitozin
analoglari olarak ise lamivudin (3TC) ve zalsitabin (ddC) vardir. Periferik
noéropatiye yol agmalari nedeniyle emtrisitabin (FTC) ve tiasitidin (dOTC),

Onerilmeyen pirimidin nukleozid analoglari arasindadir (Sekil 2.19.).
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Sekil 2.18. Zincir sonlandirici olarak goérev yapan RT inhibitorlerinin etki

mekanizmasi (Esposito ve digerleri, 2012 kaynagindan alinmigtir).

Purin nUkleosid analoglari arasinda guanozin analogu olarak; abacavir (ABC) ve
adenin analogu olarak ise didanozin (ddl) mevcuttur. Bu ajanlar, RT inhibe etmek
icin hucresel kinazlar tarafindan trifosfat tlrevlerine fosforile edilmektedir
(Esposito F. ve ark, 2012).

HzN H:zN

U U U o

Zidovudine, AZT Stavudine, d4T Lamivudine, 3TC Zalcitabine, ddC

L JI>

Emtricitabine, FTC dOTC Abacavir, ABC Didanosine, ddT

Sekil 2.19. Onaylanmis NRT inhibitérlerinin kimyasal yapilari (Esposito F. ve
ark, 2012).

19



2.3.3.4.2. Non-niikleosit Ters Trankriptaz inhibitorleri

Non-nlkleosit (nUkleosit olmayan) transkriptaz inhibitérleri, enzime geri
donusumlu ve rekabetci olmayan bir sekilde baglanarak HIV-1 ters transkriptazi
(RT) dogrudan inhibe etmektedir (Sekil 2.20.). NNRTI'ler, disik genetik bariyere
sahip ilaglardir, yani RT genomundaki tek bir mutasyon, NNRTI'lerin monoterapi
olarak  kullanilmasini  Onleyerek yuksek duzeyde fenotipik direng

olugturabilmektedir.

NNRTI binding pocket

DNA polymerase
active site

@ RNA/DNA hybrid

Sekil 2.20. RNA/DNA hibrit kompleksi ile HIV RT enzimi. DNA polimeraz aktif
bdlgesi ve NNRTI baglanma bolgesi ok isaretiyle gosterilmistir
(Zhuang ve digerleri, 2020).

Henuz tedavi almamis hastalarda, NNRTI'lerin nikleozidler ve/veya proteaz
inhibitorleri ile kombine edildiginde etkin oldugu gdsterilmistir. Yapilan pilot
calismalar, NNRTI'lerin ikinci basamak tedavi olarak yararli olabilecegini
gOstermigtir. Bununla birlikte, eger yetersiz viral baskilama durumu gorulduyse

bu bilesiklere direngli virGsun hizla ortaya c¢ikmasi klinisyen tarafindan
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degerlendirilerek, ila¢ rejimine farkli ajanlar eklenmesi 6nerilmektedir (Joly ve
Yeni, 2000).

NNRTI'ler, DNA polimerizasyonunun allosterik inhibitorleridir. Bu bilesikler,
polimeraz aktif bdlgesinden yaklasik 10 A uzaklikta bulunan hidrofobik bir cebe
rekabetci olmayan bir sekilde baglanirlar, DNA sentezini bozan konformasyon
degisikliklerine yol acarlar. DNA sentezi sirasinda NNRTI'nin hidrofobik cepte
olmasi, basparmagi (thumb) bolgesinin  hareketliligini  sinirlayan  ve
polimerizasyonu dnleyen agik bir konformasyona yol agarak replikasyonu inhibe
etmektedir. Ayrica NNRTI'ler, bazi amino asitlerle (Y181 ve Y188) rotamer
konformasyonel degisiklikleri indUkleyerek basparmak bdlgesininin
konformasyonu degistirmektedir. Bu degisim sonucunda DNA sentezi

engellenmektedir (Squires, 2001, Mehellou ve De Clercq, 2010).

NNRTI direng mutasyonlari, genellikle NNRTI baglayici cep bdlgesini gevreleyen
amino asitlerden olusmaktadir. Yiksek seviyeli diren¢ genellikle bu bodlge iginde
gelisen tek nokta mutasyonlari ile iligkilidir (6zellikle kodon gruplari 100 - 108 ve
181 - 190). Bir NNRTI kullaniminin direng¢ sebepli basarisiz oldugu durumlarda,
direncin diger NNRT/I'lara da diren¢ olasiligi ¢ok yuksektir. NNRTI'lar, viral
replikasyonun baskilanmasini saglamak i¢in her zaman gugla bir antiretroviral
tedavinin parcgasi olarak kullaniimalidir, bdylece diger enzimlere karsi direncli

varyantlarin replikasyonunu engellenmektedir (Joly ve Yeni, 2000).

Delavirdin (DLV), doravirin (DOR), efavirenz (EFV), etravirin (ETR), nevirapin
(NVP) ve rilpivirin (RPV) su anda HIV enfeksiyonu tedavisi icin Gida ve ilag
idaresi (FDA) tarafindan onaylanan NNRTI'dir. Hem tekli hem de diger
antiretroviral ilaglarla kombinasyon halinde bulunan kapsil ilaglar da

bulunmaktadir.

Halihazirda mevcut olan NNRTI'larin (6zellikle EFV ve RPV) baslica
dezavantajlari, daha 6nce ART kullanmamis hastalarda NNRTI'ya direngli viral
suslarin sik olmasidir (Gunthard ve digerleri, 2018). Daha 6nce ART almamig
hastalarda NNRTI bazli bir rejime baslanmadan once direng testi yapiimalhdir.

Tek bir mutasyonla tim NNRTI'lere (ETR veya DOR hari¢) ylksek dizeyde
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direng olugabilir. RPV ile tedavi edilen hastalarda, virolojik basarisizlikta RPV
direng mutasyonlarinin varhgi, ETR-, DOR-, EFV- ve RPV-bazli rejimler dahil
olmak Uzere diger NNRTI'lere gapraz direng kazandirabilir. Bu durum; “Belirli
Durumlarda Onerilen Baslangi¢ Rejimleri” olarak kategorize edilmektedir (Cohen
ve digerleri, 2012).

Sekil 2.21. Etravirinin molekul yapisi.

Etravirin, NNRTI ailesinin bir pargasi olan bir antiretroviral ilagtir (Sekil 2.21).
Daha once tedavi gormus, tedavisi bagarisiz olmus veya diger NNRTI direngli
HIV-1 suslarina sahip yetiskin hastalarda kombine tedaviye dahil edilerek
kullaniimaktadir. Etravirin, AIDS'i iyilestirmez veya HIV virisini tamamen
ortadan kaldiramaz, ancak yeni virUslerin Uretimini yavaslatarak daha fazla
hasarin olusmasini engeller. Karacigerde CYP450, CYP3A4, CYP2C9,
CYP2C19 enzimleri tarafindan metabolize edilir (Etravirine, Monograph
Intelence™, 2009).

Etravirin, HIV-1 ters transkriptaz enziminin dogrudan inhibisyonu yoluyla etkilerini
gOstermektedir ve sonug olarak polimeraz aktivitesini bloke eder. Etravirin, insan
DNA polimeraz alfa, beta veya gammayi inhibe etmez. Bu sayede konak hicrenin
saglikli dongusunu degistirmemektedir. Kullanimin yaygin yan etkileri arasinda
tedavinin ilk 6 haftasinda hafif veya orta siddette kizariklik, mide bulantisi, ishal

ve periferik ndropati yer almaktadir (Drug Bank: DB06414).
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2.4. Dusuk Duizey Viremi

Yapilan galismalarda, ART yaklasiminin HIV pozitif insanlarda, HIV bulagmasini
azaltmada oldukga etkili oldugu gosterilmistir. ART kullanilan HIV enfeksiyonlu
hastalar ve kanlarinda saptanamayacak (HIV-undetectable) dizeyde HIV
bulunan kisilerin cinsel yolla HIV bulagtirma riski yoktur (UNAIDS, 2018).

2007 ve 2016 yillari arasinda, HIV pozitif bireyler ve tek esli binlerce ¢ift arasinda
cinsel yolla HIV bulasmasina iliskin U¢ blUyuk calisma yapilmistir. Calisma
sonuglarina gore artik HIV-undetectable olan bireylerin korunma metotlarini
uygulamadan cinsel iliskiye girmelerinin, bulas riski olusturmadigdi bildirilmistir
(Cohen ve digerleri, 2011, Rodger ve digerleri, 2016, Bavinton ve digerleri, 2018).
Klresel olarak, HIV pozitif bireylerin %47'si (%35-58) viral olarak baskilanmigtir
(UNAIDS, 2018).

Tanima bagl olarak hastalarin yaklasik %10-30'unda standart ART ile, viral
replikasyon tam olarak kontrol edilememektedir (Hermans ve digerleri, 2018,
Bernal ve digerleri, 2018). Bu duruma dusuk duzey viremi (LLV) adi verilmistir.
LLV’li bireylerin plazmasinda duguk seviyede viral replikasyon gorulmektedir. Bu
vakalar arasinda, ara sira tespit edilen viremi, viral sigrama (blip) olarak
tanimlanirken, surekli olarak tespit edilen viremi, kalici dusuk seviyeli viremi
(persisten LLV, pLLV) olarak bilinmektedir (Pereira ve digerleri, 2019). LLV
standartlari, farkli yénergelere gore blyuk olgude degisiklik gosterebilmektedir.
LLV durumu; DSO’ye gdre 50-1000 kopya/mL, Avrupa AIDS Klinik Toplulugu’na
(EACS) gore 20-50 kopya/mL, tlkemiz halk saghgd rehberine gore ise 50-1000

kopya/ml olarak degerlendiriimektedir.

LLV'nin klinik dnemi belirsizligini korumaktadir ve 6zel bir klinik ilgi alanidir.
LLV'nin édneminin yorumlanmasindaki zorluklarin ¢ogu, LLV tanimlarinin tek tip
olmamasi ve virolojik basarisizlik dahil olmak Uzere ¢esitli calismalar arasindaki
farklihklardan kaynaklanmaktadir (Vardhanabhuti ve digerleri, 2015, Li ve
digerleri, 2012). ART-Cohort Collaboration grubu tarafindan 2015’te yapilan bir
calismada, LLV 50-199 kopya/mL'nin virolojik basarisizlikla iligkili olmadigi
belirlenmistir (Vandenhende ve digerleri, 2015). Nispeten genis bir tanim
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kullanarak, 200 - 1000 kopya/mlarasindaki LLV, tutarli bir sekilde virolojik
basarisizlik, viral evrim ve ilag direncinin ortaya c¢ikmasi ile iligkilendirilmistir

(Fleming ve digerleri, 2019).

2.5. Antiretroviral Direng

Gelismekte olan tum mikroorganizmalar, duyarl suglardan ziyade direngli
suglarin segici replikasyonu ile ¢evresel baskilardan kagma egilimindedir. Bu
dogal secilim sureci, antimikrobiyal maddelere karsi bakteri direncinin iyi bilinen
bir nedenidir. Dogal secilim, antiretroviral ajanlara maruz kalan HIV turleri
arasinda, diger lentivirislerde oldugu gibi, yliksek derecede genetik gesitlilik ile
iligkilidir ve genetik cesitlilik hizi yuksektir. Bu genetik cesitliligin altinda yatan
mutasyon egilimi, ters transkriptaz hatalarinin yUksek orani, bu hatalari
dizeltecek mekanizmalarin olmamasi ve HIV'in hizli replikasyon oranlari ile
ilgilidir. Bu durum, son derece heterojen bir “kopya” karisiminin olusumuna yol
acmaktadir. Bu kopyalardan birinin bir veya daha fazla ajana direngli olma

olasiligr yuksektir.

Birincil mutasyonlar olarak adlandirilan mutasyonlar, genellikle etkilenen susun
viral replikasyon hizini yavaslatir (dlisuk uygunluk). Sonug olarak, belirli bir
hastada tedaviden once birincil direncli viruslerin prevalansi genellikle daguktur.
Diren¢c mutasyonlarina sahip varyantlar, yari tur karigimi iginde kuguk azinliklar
olusturmaktadir. Bununla birlikte, tedavi bagslatildiginda, direncin ortaya ¢ikma
hizi hem mutasyonun tedavi oncesi prevalansina hem de mutasyonun ART
varhginda virise sagladigi goreceli replikatif avantaja baglidir ve mutasyon
biriktiren suslar artmaya baslamaktadir. Replikasyonun yeniden baglamasi,
virisin sadece diger birincil mutasyonlari degil, ayni zamanda replikasyon
potansiyelini geri kazandiran ikincil mutasyonlari da edinmesine izin vererek viral
yuku arttirmaktadir. Birincil ve ikincil mutasyonlar, mevcut ajanin hedefi olan ters
transkriptazi ve proteazi kodlayan genlerde meydana gelmektedir. Mutasyonun
ortaya ¢ikma riski, tedavi altindayken geligen viral yakun dizeyi ile iliskilidir. Virus,
dusuk konsantrasyonda viral RNA Ureterek, daha yavas ¢ogaldiginda, direng
ortaya ¢ikma riski daha azdir. Aksine, yuksek bir viral yuk, artan bir replikasyon
orani, daha yuksek bir direngli susun ortaya ¢ikma riski ile iligkilendiriimektedir.
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Bununla birlikte, optimal tedavi ve saptanabilir seviyelerin altindaki viral yik
varhiginda bile viral replikasyon asla tamamen durmamaktadir. Direncli

varyantlarin ortaya ¢ikmasi ne yazik ki kacginilmazdir (Blaise ve digerleri, 2002).

Stanford HIVDB, bir HTMLveya otomatik web hizmeti araciligiyla erigilebilen,
halka acik, Ucretsiz bir genotipik diren¢ yorumlama sistemini bulundurmaktadir.
Yorumlama sistemi, sekans tabanh c¢alismaktadir. Kullanici sisteme sekansi
yukledikten sonra sistem, her bir antiviral i¢in direnclilik raporu sunmaktadir. Bu
sistem, HIV ila¢ direnci konusunda ulusal ve uluslarasi ¢alismalar ylriten Dinya
Saglik Orgiiti'niin HIV ilag Direnci Ag1 ve NIH-AIDS Klinik Arastirmalar Grubu ile
veri aligverisinde bulunmaktadir. Ayrica, en az 10.000 klinisyen, hastalara en
uygun tedaviyi segmek igin her ay sistemin HTML arayluzinu kullanmaktadir
(HIVDR Standford).

2.5.1. Etravirin Direnci

Dar spektrumlu NNRTIi, tam capraz direng saglayan tekli mutasyonlarin varligi
ve tekli mutasyonun direnglilik etkisini arttiracak ikincil mutasyonlar sebebiyle,
sinirli etki gostermektedir. Bu yuzden, direng siklikla gorulmektedir. ETR, diger
NNRTI'lara diren¢ kazandiran gogu mutasyonun varliginda bile HIV RT enzimine
baglanmaya izin veren konformasyonel esneklige sahip genisletiimis spektrumlu
bir NNRTI'dir. Invitro ¢galismalar, ilaca yiksek dizeyde direng saglamak igin ¢coklu
mutasyonlarin gerekli oldugunu gostermistir. ETR, hem daha Once tedavi
almamis hastalarda hem de NNRTI'ya direngli susu olan bireylerin plazma viral
yuklerinde, hizli ve énemli bir azalma saglamistir. Gizelge 2.2.’de Stanford ilag
Direnci Veri Tabani’'nda ETR direnciyle iliskili 7 amino asit tanimlanmistir. Bunlar;
L100, K101, E138, Y181, Y188, G190, M230 lokasyonlaridir. Bu mutasyonlarin
u¢ veya daha fazlasinin varlhigi, ETR'ye azalmig virolojik yanit ile iliskilendirilmigtir
(Diphoko ve digerleri, 2018).

Diphoko T ve arkadaslarinin 2018 yilinda yapmis oldugu meta analiz galismasina

gére Stanford veri tabaninda yer almayan; V90Il, A98G, L100V, K101H,
V106A/I/M, V179D/E/F/I/LIM/T, Y181S, Y188C/H, G190C/Q/T/V, P225H, F227C
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ve K238 N/T mutasyonlarinin ETR direnci ile dogrudan iligkili olabilecegi
dusundimustir (Diphoko ve digerleri, 2018).

Cizelge 2.2. Klinik olarak anlamli en yaygin NNRTI direncine yol acan

mutasyonlar tablosu

100 101 103 106 138 181 188 190 230
L K K v E Y Y G M
DOR | EP AM v L SE L
EFV 1 EP NS AM CIv L ASE L
ETR 1 EP AGKQ civ L ASE L
RPV 1 EP AGKQ civ L ASE L
NVP 1 EP NS AM civ L ASE L

Cizelge 2.2.'de kalin kirmizi renkteki mutasyonlar, ilgili NNRTI'ya karsi en yliksek
duzeyde azalmis duyarlligi ifade etmektedir. Kalin yazilmig mutasyonlar: NNRTI
duyarliigini veya virolojik yanitin azalmasiyla ilgilidir. Diz metindeki mutasyonlar:
diger NNRTI-diren¢ mutasyonlari ile kombinasyon halinde, duyarlihidin

azalmasina katkida bulunan mutasyonlardir.
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3. HOMOLOJi MODELLEME VE MOLEKULER YERLESTIRME

3.1. Protein Modelleme Yontemleri ve Programlari

Global Protein Veri Bankasi (Worldwide Protein Data Bank, wwPDB)
(https:/wvww.wwpdb.org/) deneysel olarak belirlenmigs 150.000 Gzerinde proteinin
uc boyutlu yapi verilerini icermektedir. Bu durum wwPDB'de depolanan protein
ug boyutlu yapisindan 736 kati kadar buyuk bir protein sekans verisinin varhigini
temsil etmektedir. Bilimsel gelisimlerle beraber protein dizilerinin sayisinin,
deneysel olarak belirlenmis protein U¢ boyutlu yapilarinin sayisindan alti kat daha
hizli arttig1 anlamina gelmektedir. Mevcut diziler ve belirlenen protein U¢ boyutlu
yapilari arasindaki bu buyudyen fark gin gectikce daha da artmaktadir. Bu
nedenle, mevcut dizilerin sayisi ile deneysel olarak ¢ézimlenen protein Ug
boyutlu yapilari arasindaki bu genigleyen boslugu doldurmak igin hesaplamali ve
yapisal belirleme ydntemlerine ihtiya¢ oldugu bilim insanlari tarafindan kabul

edilmistir (Berman ve digerleri, 2003, Agarwala ve digerleri,2016).

1960 yilinda miyoglobinin kristal yapisi ¢éztlmesinden itibaren belirlenen ¢
boyutlu yapilarin kalitesinde 6nemli Olgide bir gelisme olmustur. X-igini
kristalografisi ve NMR spektroskopisi gibi deneysel yontemlerin kullaniimasiyla
bu gelismeler hiz kazanmistir. Ancak bu deneysel yontemler her protein igin
kullanilamamaktadir. X-isini kristalografisi igin molekullerin kristalize olmasi NMR
analizi iginse protein molekullerinin fazla kompleks olmamasi gerekmektedir.
Ayrica bu yontemler aylarca surebilecek deneysel surecleri barindirmaktadir. Bu
nedenle, suda ¢o6zinlr diger klguk proteinlere gore daha bulyuk proteinlerin
saflagtirilmasi ve kristalizasyonundaki zorluklar nedeniyle buyuk proteinlerin,
Ozellikle de zar proteinlerinin yuksek ¢ozunurliklt G¢ boyutlu yapisinda énemli
Olclide eksiklik vardir. Terapoétik etken madde hedeflerinin dnemli bir kismini
membran proteinleri olusturdugu icin, membran proteinlerinin belirlenmesindeki
ilerlemeler ilag kesif sureclerine hiz kazandirmaktadir. Burada, hesaplamali
protein U¢ boyutlu yapi tahmini ¢cok énemli bir rol oynayacagi bilim insanlari
tarafindan bildirilmistir (Muhammed ve Aki-Yalgin, 2019).
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Homoloji modelleme (karsilastirmali modelleme), ¢6zimlenmis bir proteinin
sablonuna (template) dayali olarak amino asit dizisinden U¢ boyutlu yapisini
belirlemek igin kullanilan hesaplamali yapi tahmin yontemlerinden sadece
birisidir. Fonksiyonel proteinin U¢ boyutlu yapisi 6zellikle amino asit dizisi
tarafindan belirlenmektedir. Proteinlerin yapisindaki degisim, evrimsel sureg¢
sirasindaki sekans degisimine gére ¢ok daha yavastir. Sonug olarak, benzer
diziler benzer katlanmalar gosterir ve hatta dusuk iligskiye sahip diziler bile benzer
katlanmalari gosterdigi  bilinmektedir. Homoloji modelleme c¢alismalari,
hesaplamali yapi tahmin yontemlerinin en dogrusu olarak kabul edilmektedir
(Cavasotto, 2009, Werner ve ark, 2012). De novo tahmin ve i¢ pargacigi
olusturma gibi hesaplama yontemleriyle yapilan G¢ boyutlu yapi tahminleri,
onemli bir kriter olarak kok-ortalama-kare sapmasi (RMSD) kullanilarak homoloji
modellemesi ile kargilastiriimaktadir. Homoloji modellemenin diger yontemlere
oranla en yuksek dogrulukla ¢ boyutlu yapilari sundugu bulunmustur (Werner
ve ark, 2012). Ayrica net ve standart adimlarla daha az zaman ve daha dusuk
maliyet gerektiren bir protein U¢ boyutlu yapi tahmin yontemidir. Bu nedenle,
homoloji modelleme, proteinlerin yuksek kalitede U¢ boyutlu yapilarinin Gretilmesi
icin en yaygin kullanilan yéntemdir. Bu durum ilag etken maddelerinin kesif
surecinde yapilya dayali molekuler yerlestirme (docking) ve sanal tarama

yontemlerini geligtirmistir.

Homoloji modelleme teknigi ile olusturulan modellerin sureci temelde bes adimdir

(Vyas ve digerleri, 2012). Bunlar;

1. Hedef diziyle ilgili en uygun sablonun elde edilmesi (bu sablonlar global veri
tabani olan wwpdb yer almaktadir.),

2. Hedef dizi ile sablon olarak kullanilan dizinin hizalanmasi,
Ug boyutlu model koordinatlarinin segilen sablondaki koordinatlarin temel
alinarak hizalanmasi (bu adimda sablon koordinatlari Uzerine hedef
koordinatlar ¢akistirimaktadir ve degisken bodlgeler farkh modeller
gOzetilerek tasarlanmaktadir.),

4. Mutasyona ugramis yan zincirler ve stereokimyasal 6zellikler gbz onlne

alinarak rotamerlerle degistirilmesi,
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5. Validasyon iglemi ile homoloji modelinin son hali tasarlanmaktadir. Bu dizen
yazilimlarin ~ sundugu ileri duzey algoritmalarla saglanmaktadir.
Biyoinformatik programlardan biri olan SWISS-MODEL bu siralamay: takip
eden yazilimsal algoritma ile hedef proteinin modellenmesini saglamaktadir
(Berman ve digerleri, 2000, Arnold ve digerleri, 2006, Fiser ve digerleri,
2000).

Elektron yogunlugu agisindan ¢ozunarluk terimi, bir molekilin yogunluk
haritasindaki ¢oézlnebilirliginin  dlgustdir. Cizelge 3.1.’de molekiller igin

kullanilan ¢ézundarlik tanimlar yer almaktadir (Huang, 2007).

Isvigre Biyoinformatik Enstitiisti (SIB), biyolojik ve biyomedikal veri saklama ve
isleme alanlarinda uluslararasi alanda taninan ve kar amaci gutmeyen bir
kurulustur. Biyogesitlilik, evrimsel gelisim ve tip gibi bircok farkh alanda bilgi
yaratma ve karmasik sorulari ¢o6zUmlere donustirme konusunda adimlar
atmaktadir. Ayrica bu olugsum temel verileri sunan banka ve yazilim platformlari,
veri yonetimi, yazilim muhendisligi ve biyo-kurasyon hizmetlerinin yani sira

hesaplamali biyoloji bilgisi ve egitimi saglamaktadir.

Cizelge 3.1. Cozunurluk degerleri ve agiklamalari (Huang, 2007).

Coziiniirliik (A)

>4.0 Ug boyutlu koordinat noktalari yanlis olabilir. ikincil yapi elementleri
belirlenebilir.

3.0-4.0 Katlanmalar dogru olabilir fakat hata orani ylksektir. Birgok yan
zincirler yanlis yerlesmis ve * rotameri yanlis olabilir.

25-3.0 Katlanmalar beklendigi gibi dogrudur bazi yapisal zincirlerde hata

olabilir. Birkag zayif yan zincirler (lys, glu, gIn, vb.) ve kiguk zincirler
hatali rotamer goésterebilir.

20-25 Ayni 2.5 — 3.0 gibidir fakat yan zincirlerin rotamer hatalari oldukga
dusuktur. Katlanmalar ve yapisal zincirler genellikle dogrudur ve
hata var ise ¢ok dusuktir. Su molekulleri ve ligandlar gorulebilir.

15-20 Cok az hatali rotamer vardir. Oldukga az hata belirlenir.
Katlanmalarda ¢ok nadir hata goruldr.

<15 Genellikle yapilarin neredeyse hi¢ hatasi yoktur. Yapinin atomlari
¢Ozulebilir.

e Rotamer: bliyuk molekullerin sahip oldugu yan zincirlerin en kararli, dusuk

enerjili konformasyonlarina verilen isimdir.
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3.2. Molekiuler Yerlestirme (Docking), Protein Ligand Etkilesim Analizi ve

Kullanilan Programlar

Bilgisayar teknolojisindeki son gelismeler ve giderek artan sayida terapétik hedef
uzerinde mevcut olan yapisal, kimyasal ve biyolojik verilerin hizli artis1 goz dnune
alindiginda, kemo-informatik molekuler yerlestirme ve yapay zeka ile in silico
kullaniminin - 6nemli odlgude arttigi ve gelistigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmektedir. In silico yaklagimlar artik uygun bir stirede milyonlarca bilesigin
sanal olarak taranmasini mUmkun kilmaktadir, boylece ilag gelistirme
calismalarinin maliyetlerini azaltmakta ve istenen ilag adaylarini bulma sansini
arttirmaktadir (Pinzi ve Rastelli, 2019).

Cogdu yapi tabanli ve ligand tabanli yaklasimlar olarak siniflandirilan, ilag kesif
calismalarini kolaylastirmak icin gesitli molekuler modelleme teknikleri mevcuttur.
Yapi tabanli yontemler, ilgilenilen bir hedefin ¢ boyutlu yapi bilgisinden elde
edilen verilere dayanir ve belirli bir hedef igin ligandlarin yapisal ve elektronik
tamamlayiciligina gére molekil veri tabanlarinin siralanmasina izin vermektedir.
Bu baglamda, molekuler yerlestirme, molekuller ve biyolojik hedefler arasinda
meydana gelen etkilesimleri tahmin etmeye yardimci olan en populer ve basaril
yaplya dayali in silico yontemlerden biridir. Bu islem genellikle, dnce bir reseptor
igindeki bir ligandin molekuler oryantasyonunu tahmin ederek ve ardindan bir
puanlama fonksiyonu kullanilarak tamamlayiciliklarini tahmin etmesiyle

gerceklestiriimektedir (Pinzi ve Rastelli, 2019, Kitchen ve digerleri, 2004).

1970'lerin ortalarinda ilk ortaya c¢ikisindan bu yana, molekiler yerlestirme,
kimyasal bilesiklerin molekuler hedefleriyle nasil etkilesime girdigini anlamaya ve
ilac kesfi ve gelistirmeye yardimci olmak i¢in 6onemli bir ara¢ oldugunu
kanitlamigtir. Ligand-reseptor baglanmasi i¢in gerekli yapisal belirleyicileri
tanimlamak ve daha dogru kenetleme yontemlerinin geligtiriimesini bildiren
calismalarin sayisi, ilk ortaya ¢ikisindan bu yana buyuk olgude artmistir (Kitchen
ve digerleri, 2004). Aslinda, ilk olarak buyuk ve kiguk molekuller arasindaki
molekuler tanimayi arastirmak igin gelistiriimis olmasina ragmen, simdi tam bdlge
belileme ve optimizasyon, ilaci yeniden konumlandirma, sonradan hedef

belirleme (ters tarama) ¢ok hedefli ligand tasarimi ve yeniden konumlandirma gibi
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ilag kesif programlarinin farkli goérevlerine yardimci olmak igin yaygin olarak
kullaniimaktadir (Shoichet ve digerleri, 2002, Ferreira ve digerleri, 2015, Kinnings
ve digerleri, 2009).

Ozellikle, bu teknigin kullanimi, yerlestirme algoritmalarinin iyilestiriimesi,
ligandlar ve hedefler hakkinda kamuya agik bilgilerin artmasiyla tetiklenen yeni
ilag kesif calismalarini hizlandirmigtir. Gelistiriimis hiz ve tahmin gucl sayesinde,
molekuler yerlegtirme ile iligkili blyuk olgude tarama algoritmalarinin geligmesini,
ornegin: (i) ligandlarin baglanabilecedi protein baglama bdlgelerinin spesifitesini
(Hazarika ve digerleri, 2018); (ii) bilinen ligandlarin yeni molekuler hedeflerinin
bulunmasini (LI  ve digerleri, 2006); (iii) potansiyel advers ilag reaksiyonlari
(LaBute ve digerleri, 2014) ve; (iv) belirli bir hedefe veya bir dizi istenen hedefe
kargi aktif olan yeni ligandlarin tasarlanmasini saglamistir (Lyu ve digerleri,
2019).

Son yirmi yil iginde hem akademik hem de ticari amaglar i¢in 60'tan fazla farkh
molekuler yerlestirme araci ve programi gelistirilmistir. Bunlar; DOCK (2003)
AutoDock (2002), FlexX (1996), Surflex (2003), GOLD (1997), ICM (2003), Glide
(2004), Cdocker, LigandFit (2003), MCDock, FRED (2003), MOE-Dock (2012),
LeDock (2013), AutoDock Vina (2010), rDock (2014), UCSF Dock (2015) ve
digerleridir. 2016 yilinda Wang ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
hem ticari hem de akademik amacla kullanilan bu programlarda dogrulugu en
yuksek olan ilk Gg programin AutoDock Vina, GOLD, ve MOE-Dock programlari
oldugu tespit edilmistir. Genel olarak, son zamanlarda bu yerlestirme
programlarinin, ortalama 1,5 ila 2 A arasinda kok-ortalama-kare sapmalari
(RMSD'ler) ile deneysel pozlari tahmin edebildigi bildiriimistir. Bununla birlikte,
esnek alici yerlestirme, 6zellikle alicilardaki omurga esnekligi, mevcut yerlestirme
yontemleri icin hala buyuk bir zorluk teskil etmektedir (Pagandala ve digerleri,
2017).

AutoDock Vina

AutoDock programinin AutoDock Vina adl yeni tasarlanmis ve uygulanmig bir

surimu piyasaya surUlmustir. Bu surim, onceki ampirik puanlama iglevini ve
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GA-tabanl optimize algoritmayi kaldirip onun yerine yerel optimizasyon igin
Monte Carlo érnekleme teknigi ve Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS)
yontemiyle yeni bir bilgiye dayali puanlama islevini benimsemistir. Simulasyon
sonuglari, hem tahmin dogrulugunda hem de yerlestirme suresinde 6nemli bir
gelisme gostermistir. PSOVina, AutoDock Vina gergevesindeki ilk PSO (pargacik
surusu optimizasyonu) protein-ligand yerlestirme algoritmasidir. Vina'nin verimli
yerel iyilestiricisinin standart PSO prosediriune dikkatli bir sekilde entegre
edilmesi ve parametrelerin uygun sekilde ayarlanmasi sayesinde PSOVina,
yerlestirme dogruluklarindan 6din vermeden %51-60 oraninda dikkate deger bir

yurutme slresinde azalma elde etmistir (Pagandala ve digerleri, 2017).

AutoDock Vina, molekuler yerlestirme yapmak icin agik kaynakli bir programdir.
Baslangigta Dr. Oleg Trott tarafindan Scripps Arastirma Enstitisu'ndeki
Molecular Graphics Lab'de (simdi CCSB) tasarlanmis ve uygulanmistir.

AutoDock Vina’nin farkli bir sirumu olan CB-Dock, baglanma bolgelerini otomatik
olarak tanimlayan, merkezi ve boyutu hesaplayan, yerlestirme kutusu boyutunu
sorgu ligandlarina gore ozellestiren ve ardindan AutoDock Vina ile molekuler
yerlestirmeyi gergeklestiren bir protein-ligand yerlestirme yontemidir. BuyUk
Olcekli kiyaslamalar, bogluk odakli yanagsmanin kor yanasmanin isabet oranini ve
dogrulugunu artirabilecegini géstermektedir. Buna goére CB-Dock, egrilik tabanli
bosluk algilama yaklasimini (CurPocket) kullanarak hedef proteinlerin baglanma
bodlgelerini ve AutoDock Vina'yl kullanarak sorgu ligandlarinin baglanma pozlarini
tahmin ederek yerlestirme prosedurini kolaylastirmakta ve dogrulugu

arttirmaktadir.

CB-Dock, bir proteinin tim yuzeyi yerine tahmin edilen bolgelerde kor yerlestirme
gergeklestirmek Uzere tasarlanmistir. Bu nedenle, ilk adim varsayilan baglanma
yerlerini tespit etmektir (bosluk tespiti). Ligand baglama bolgeleri genellikle daha
blylk bosluklar oldugundan, analiz igin birgok farkli bélgede bosluk segilmektedir
ve secilen bosluklar siralanmaktadir (bogluk siralama). Ardindan yerlestirme
merkezini hesaplanmaktadir ve yerlestirme kutusu boyutu ayarlanmaktadir. Bu
parametreler, AutoDock Vina (Merkez ve Boyut) ile molekuller yerlestirme igin

gereklidir. Yerlestirme islemi bittikten sonra, bagh pozlar yerlestirme puanina
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(Dock ve Rerank) gore yeniden siralanmaktadir. ilk konformasyon, en iyi
baglanma pozu olarak kabul edilip, karsilik gelen bolge, sorgu ligandi igin en

uygun baglanma bolgesidir (CB Dock, 2022).

Protein ligand etkilesim analizi etken madde ile proteinin amino asitlerinin
etkilesimlerini incelemektedir. Ligandda yer alan baglanma bdlgesi atomlari,
hidrofobik atomlar, aromatik halkalar, hidrojen alici (acceptors) ve dondr (donor)
bag, yuklu gruplar, halojen alici ve dondr bag bodlgelerinin analizinden sonra
amino asitlerle hidrofobik etkilesimleri, hidrojen baglari, 1 etkisi/etkilesimleri (17-
Stacking), m-katyon (1r-Cation) etkilesimleri, tuz kdpruleri, su kdpruleri, halojen

bagdlari, metal kompleks etkilesimleri analiz edilmektedir.

Cizelge 3.2. Etkilesimler ile iligkili limit bilgileri

Etkilesimler Limit Bilgileri

Baglanma uzakhgi Baglanma bélgesi atomlarinin en fazla uzakhdi 7.5 A olmalidir.

Hidrofobik etkilesim Karbon atomlari arasindaki en fazla uzaklik 4.0 A olmalidir.

Hidrojen bagi uzakhgi Alici ve verici atomlar arasindaki hidrojen bagi uzakhgi en fazla 4.1
A olmaldir.

T etkilesimi uzakhgi Halka ile atom arasindaki uzaklik en fazla 5.5 A olmalidir.

m katyon etkilesimi | Aromatik halka ile yikli atom arasindaki uzaklik en fazla 6.0 A

uzakhgi olmahdir.

Tuz koépruleri uzakligi iki merkez arasindaki tuz képriileri uzakligi en fazla 5.5 A olmalidir.

Halojen bagi uzakligi Oksijen ve halojen arasindaki uzaklik en fazla 5.5 A olmalidir.

Su koéprisu uzakligi Polar atom ve sudaki oksijen arasindaki uzaklik en az 2.5 A en fazla
4.1 A olmaldir.

Metal iyon uzakhgi Metal iyon ve etkilesimde oldugu atom arasindaki uzaklik en fazla
3.0 A olmalidir.

Hidrofobik etkilegsimler atomlar arasindaki ¢ekici kuvvetlerden ziyade entropik
degisimlerden kaynaklandigi i¢in hidrofobik birlikteliklerin net geometrileri belirli
degildir. Hidrofobik atomlar arasindaki goézlemlenen ¢ekim, aralarindaki
mesafeye Ussel olarak bagimlidir.

Hidrojen baglari, hidrojen bad dondru ve alicisi arasinda geometrik yakinlik

saglandiginda kabul edilebilir. Genel olarak, bir hidrojen bag donéri yalnizca bir
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hidrojen bagina katilabilirken, alici atomlari birden fazla hidrojen bagi partneri

olabilir (Adasme ve digerleri, 2021).

Iki aromatik halka arasindaki mr-etkilesimi, merkezler arasindaki uzaklik en fazla
5.5 A olmalidir ve aralarindaki agi 90° veya 180°'lik optimal acidan daha fazla

sapma gosteremez.

m-Katyon etkilesimleri, pozitif ylk ve aromatik bir halkanin her bir etkilesimi icin,
yik merkezi ve aromatik halka merkezi arasindaki mesafe 5.5 A azsa kabul
edilmektedir. Ligandin dguncul amininden olugsan bir muhtemel 1r-katyon

etkilesimi durumunda, ek bir agi kriteri uygulanir ve hesaba dahil edilmektedir.

Zit yuklerin iki merkezi arasinda tuz kopriileri olusmaktadir. Bu zit yuikler
arasindaki mesafe en fazla mesafa 5.5 A olmalidir (Dill ve digerleri, 2003,

Adasme ve digerleri, 2021).

Amino asit rezidulari birden fazla su molekull ile birlestirilebilirken, bu alandaki
hesaplama igin yalnizca bir su molekulu araciligiyla ligand ve protein atomlarinin
hidrojen bagi ile birlestiriimesi durumu dugsunulmektedir. Su koprileri, hidrojen
bagi vericisi/alicisi giftlerinin su oksijenine olan mesafeleri 2.5 A ve 4.1 A
arasindaki ligand ve protein atomlari arasinda konumlandiriimaldir. Standart
hidrojen baglariyla benzer sekilde, bir su molekull sadece iki hidrojen bagi
vericisi olarak katilabilir. Bir su molekull i¢in birden fazla mumkuan hidrojen bagi

varsa, su agisina en yakin iki kontak tutulur ve digerleri hesaplanmamaktadir.

Halojen baglari, oksijen ve halojen atom arasinda kurulmaktadir. Halojen bag
alicisi ve donér grubunun birbirine olan mesafesinin 5.5 A az olmasi ve donér ve
alici grubundaki agilarin 120° ve 165° olmasi durumunda kabul edilmektedir.

Acisal sapma fazla 165° olmamalidir.

Metal iyonlar etkilesimi, metal iyonlari ve proteinlerdeki olasi etkilesen gruplar
sistin (S), histidin (N), asparajin, glutamik asit, serin, treonin ve tirozin yan
zincirleri ile tm ana zincir oksijenleri olarak hesaplanmaktadir. Ligandlardaki

alkol, fenolat, karboksilat, fosforil, tiyolat, imidazol, pirol ve 0zel bir
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konumlandirma olarak demir-sulflr kimesi gruplari metal iyon etkilesimine dahil
edilmektedir. Bir metal iyonuna 3.0 A mesafesine kadar olan tiim gruplar dikkate

alinmaktadir (Adasme ve digerleri, 2021).

Kovalent olmayan etkilegimlerin glcuni siralamak, basit bir is degildir, ¢cinku bu
etkilesimlerin gucu, belirli baglam ve meydana geldikleri ortam da dahil olmak
Uzere cgesitli faktorlere bagl olacagi disunilmektedir. Bununla birlikte, bazi genel
egilimler gozlemlenebilecgi literatire gegmigstir. Genel olarak, hidrojen baglarinin
elektrostatik yapilari ve yon oOzgullikleri nedeniyle van der Waals
etkilesimlerinden daha gucliu oldugu kabul edilmektedir. Hidrofobik etkilesimler
ayrica, 6zellikle sulu ortamlardaki hidrofobik etki baglaminda nispeten guglu
olacag! dusunulmektedir. Polar olmayan molekullerin stabilitesine ve hidrofobik
etkiye katkida bulunabilmelerine ragmen, karbon-hidrojen baglarinin tipik olarak
nispeten zayif oldugu kabul edilmektedir. Olumsuz dondér-donér ve pi-sigma

etkilesimlerinin gucu, belirli baglama bagh olarak buyuk dlgide degisebilmektedir.

Bu nedenle, bu etkilesimlerin gugliden zayifa olasi bir siralamasi soyle

olabilecegi dusunulmektedir:

Hidrojen baglarn

Hidrofobik etkilesimler

Van der Waals etkilesimleri
Karbon-hidrojen baglari

Dondr-donor etkilegimleri

o gk w0 DN RE

Pi-sigma etkilegsimleri
Bu siralamanin kesin olmadigi ve kovalent olmayan etkilesimlerin gucunun cgesgitli

faktorlere bagli olabilecegi literatlirde belirtiimektedir (Dill ve digerleri, 2003,
Gromski ve digerleri 2005, Zhang ve digerleri, 2006, Okazaki ve digerleri, 2008).
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4. MATERYAL VE YONTEM

Tez galismasinin amaci; bazi duguk duzey viremi suslarinda tespit edilen, HIV-1
RT enziminde etravirine kargi direnglilik durumu belli olmayan mutasyonlarin

direnclilik durumunun arastirilmasidir.

1. Sekans analizi yontemi kullanilarak HIV-1 RT enziminin sekans verilerinin
elde edilmesi ve mutant tip sekans verilerinin duzenlenmesi

2. Internet tabanli biyoinformatik araci olan Swiss Model Programi ile HIV-1 RT
enzimlerinin (yabanil ve mutant tipler) homoloji modellerinin olusturulmasi

3. Elde edilen Ug¢ boyutlu modellerin gorsellestirici araglar olan UCSF Chimera
(1.9) programi ile incelenmesi.

4. Homoloji Modellerinin CB Dock Programi ile Molekdiler Yerlestirmelerinin
yapilmasi ve in-silico direnclilik durumlarinin tespiti

5. Protein Ligand Etkilesim Analizinin yapilmasi

Hucre Kaltard Caligmasi

4.1. Sekanslarin Diizenlenmesi

T.C. Halk Saghgi Ulusal HIV/AIDS ve Viral Hepatitler Referans Laboratuvari
arsivlerinden; disiik diizey viremi durumu kanitlanmis ve Stanford HIV ilag
Direnci veri tabanindan etravirine direncli olmadigi bilinen HIV RT enzim sekans
verileri aminoasit FASTA formati seklinde alinmistir. Alinan sekanslardan 9
tanesi potansiyel direngli sus olarak secilmistir. Asagdidaki tabloda (Cizelge 4.1.);
sekans analizi sonucu Etravirin-RT etkilesim bélgesine yakin olan (1-15.0 A
uzaklhgindaki) mutant sus sekanslari yer almaktadir. Biyoinformatik
¢alismalarimizin hepsinde yabanil tip icin NCBI- 1BQM erigsim numarali sekans

dizisi temel alinarak kullaniimigtir.
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Cizelge 4.1. Yabanil ve Mutant Tip suslarin sekans verileri. Suglarda goértlen
mutasyonlar sari ile boyanmis, direngli oldugu dusunulen mutasyonlar

kalinlagtiriimigtir.

Yabanil Tip
PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPDIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLRWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKALTEVIPLTEEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

K104Q
PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPI
FAIKKKDGTKWRKLVDFRELNKRTQEFWEVQLGIPHPAGLKKKQSVTVLDVGDAYFSVPL
DEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMIKILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGSDLKIGQHRTKIEELRQHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIVLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKALTEVIPLTEEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

V179l
PISPINTVPVKLKPGMDGPKIKQWPLTEEKIKALTEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSHMTKILEPFKSKNPEIII
YQYMDDLYVGSDLEVGQHRTKIEELRQHLLRWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIELPEKDHWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLKGAKALTEVIPLTEEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

K101R- K104R
PISPIDTVPVELKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALTEICMEMEKEGKISKIGPENPYNTPI
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLRKKRSVTVLDVGDAYFSVPL
DEEFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPDIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VOQPIMLPEQDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKSLTEVITLTKEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

K102Q
PISPIETIPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIIALTEICTEMEKEGKISRIGPENPYNTPI
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKQKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIMLPEQDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKALTEVITLTKEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

194L-K102R
PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIEALTQICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPI
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGLPHPAGLKRKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DEDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTRILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEELRQHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VHSILLPEQDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYSGIKIRQLSKLLRGTKALTEVITLTKEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
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PLVKLWYQLEKE

K104E — H235L
PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKESVTVLDVGDAYFSVPL
DEEFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRTKIEKLRHHLLKWGLTTPNKKHQKEPPFLWRGYELLPDKWT
VQPIRLPKQDSWPVNDIQNLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKALTEVIPLTEEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

A98S
PISPIEPVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALTAICDEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPSGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DENFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRAKVEELREHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIQLPEKESWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGAKALTDIIVLTEEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

S191F
PISPIETVPVTLKPGMDGPRVKQWPLTEEKIKALTAICDEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DENFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILEPFKKQNPEIVI
YQYMDDLYVGFDLEIGQHRTKIEELRQHLLKWGLTTPDKKHQKEPPFLWMGYELHPDKWT
VQPIMLPEQDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVRQLSKLLRGTKSLTEVITLTKEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAEIQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

L228R
PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALLEICTEMEKEGKISKIGPENPYNTPV
FAIKKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGLKKKKSVTVLDVGDAYFSVPL
DKDFRKYTAFTIPSINNETPGIRYQYNVLPQGWKGSPAIFQSSMTKILDPFKKQNPDIVI
YQYMDDLYVGSDLEIGQHRAKIEELRQHLLKWGFTTPDDKHQKEPPFRWMGYELHPDKWT
VQPIMLPEKDSWTVNDIQKLVGKLNWASQIYPGIKVKQLSKLLRGTKALTEVIPLTSEAE
LELAENREILKEPVHGVYYDPSKDLIAELQKQGQGQWTYQIYQEPFKNLKTGKYARMRGA
HTNDVKQLTEAVQKITTESIVIWGKTPKFKLPIQKETWETWWTEYWQATWIPEWEFVNTP
PLVKLWYQLEKE

Calismamizda ETR cebini olusturan ve proteinlerin ¢ boyutlu yapilar (Sekil
4.1.) g6z 6nune alindiginda alfa heliks ve beta pilili katlanmalarinin degiserek
ETR ile iligkili olan amino asitlerin lokasyonunu degistirebilecek amino asitler
secilmistir. Bu amino asitler; 107-109, 177-191, 225- 240 ve 316-321 araligindaki

amino asitlerdir. Sekanslar incelendiginde bu araliktaki mutasyonlar secilmistir.
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Sekil 4.1. Yabanil tip modelin Uzerinde direng gelistirecedi dusunulen

mutasyonlarin atomik (kirmizi) gosterimi ve ETR (siyah)

4.2. Homoloji Modelleme

Homoloji modelleme calismalari Swiss-Model (www.swissmodel.expasy.org)
isimli biyoinformatik araci kullanilarak yapilmigtir. Dizi setleri ayri ayri sisteme
yuklenerek homoloji modelleri elde edilmigtir. Butin modeller Das K. ve
arkadaslarinin 2004 yilinda yaptigi etravirin-HIV-RT etkilegimli t¢ boyutlu model
olan 1SUQA temasi temel alinarak olusturulmustur. Homoloji modellerinin A alt
domaini modellenmis ve analiz edilmistir. 1SUQA modelinin ¢ézinurliiga 3.00 A,

sekans esligi 96.06, sekans benzerligi ise 0.62°dir.

Olusturulan homoloji modelleri UCSF Chimera (1.15rc) programi kullanilarak
analiz edilmigtir. Butin modeller, ribbon gosterimi, atomik gosterim ve hidropati
yuzey analizi 6zelligi kullanilarak gorsellestirilmigtir. Yabanil tip ve mutant
modeller ayri ayri ¢cakistiriimis ve konformasyonel farkhliklar ile mutasyon bolgesi
degisimleri atomik olarak gorsellestiriimigtir. Butin modellerde mutant amino asit
C-a atomlari ve ETR arasindaki uzakliklari élgulmustar. ETR’nin mutant amino

asite en yakin atomu temel alinmigtir.

4.3. Molekuler Yerlestirme ve Etkilegsim Analizi

Molekuler vyerlestirme c¢alismalarn AutoDock Vina’nin gelistirdigi CB-Dock

biyoinformatik araciyla yapilmistir. Ligand ve homoloji modelleri pdb formatiyla
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hazirlanmistir. Molekuler yerlestirme sonucunda veriler BIOVIA Discovery Studio
Visualizer (DS) programi kullanilarak analiz edilmistir. DS programi araciligiyla 2

boyutlu ligand-amino asit bolgeleri gorsellestirilmigtir.

4.4. Protein Ligand Etkilesim Analizi

CB-Dock araciligiyla olusturulan ETR-HIV RT Homoloji modellerinde (Molekuler
yerlestirme ile olusturulan modeller) ETR ve etkilesimde oldugu amino asitlerin
hidrofobik etkilesim, hidrojen bag etkilesimi, Tr-Stacking, m-Cation halojen bag,
tuz koprusu ve metal etkilesimleri Protein-Ligand Interaction Profiler programi

kullanilarak analiz edilmigtir. Analizler tablolar halinde sunulmustur.

4.5. Hicre Kultiirii Calismasi

Hucre klltirt ¢calismalarinda, tedavi almakta olan HIV pozitif bireylerden alinmis
T.C. Halk Saghigi Ulusal HIV/AIDS ve Viral Hepatitler Referans Laboratuvari arsiv
ornekleriyle ¢alisiimistir. Virisun ¢ogaltilmasi ve devamhliginin doku kultira ile
saglanmasi igin seronegatif insan dondr periferal kan mononukleer hucreleri
(PBMC) kullaniimistir. Test edilecek sus ornekleri ile dondérlerden alinan kan
orneklerinden PBMC izole edilmistir. Hucre kultirinde kullanilan c¢ozeltiler

ayrintilariyla verilmistir.

Phosphate-buffered saline (PBS):

NacCl 8¢
KCI 029
Na2HPO4 1449
KH2PO4 0.24 g

Tam kimyasallar 800 mldistile H20 ile ¢ézlulmus, pH HCl ile 7.4’e ayarlanarak su
ile 1 litreye tamamlanmigtir. 18-22°C’de saklamaya alinmigtir. Kontaminasyonu

en aza indirgemek amaciyla farkli tuplere boliunmasgtur.

Phytohaemagglutinin (PHA):

50 mg PHA igeren siseye 5 mldistile su eklenmistir. 15 mIRPMI %10 BSA eklendi
ve 2.5 mg/mlkonsantrasyonunda PHA elde edildi. 100 pl tlplere bolinmus ve

tupler -70°C’de saklanmistir.
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Growth medium:

RPMI %10:
RPMI 1640 (1X) 900 ml
Fetal calf serum (FCS) 100 ml

Antibiyotik (Son kons. penicillin 50 U/mlve streptomycin 50 ug/mL) 5ml

PBS igerisinde 10 000 U/mlpenisilin ve 10 000 ug/mistreptomisin solUsyonu

kullaniimigtir.
IL-2 medium:
RPMI %10 500 ml
Interleukin-2 (IL-2, recombinant) (son kons. 5 U/mL) 2500 U

Antibiyotik (Son kons. penicillin 50 U/mlve streptomycin 50 ug/mL) 5 ml

D-MEM Growth Medium (D-MEM, with L-glutamine, sodium pyruvate,
glucose, and pyroxidine) (Gibco BRL Life Technologies):

iceriginde; %10 1si ile inaktive FBS, 50 pg/mlgentamisin, 25 mM HEPES

bulunmaktadir. Kullanim éncesinde 20- 37°C’de bekletiimelidir. 500 mligin

D-MEM 435 ml
FBS 50 ml
Gentamisin 2.5 ml
HEPES 12.5 ml

BSA (Bovine serum albumin):

50 mg BSA 10 mIH20 ile ¢ézulmus ve 0.3 mlalikotlanarak -20°C’de saklanmigtir.

Kandan PBMC izolasyonu:

Orneklerden PBMC elde edebilmek icin dansite gradient santrifligasyon metodu
kullaniimigtir (LeucoSep-Tube 12 ml, Greiner, Germany).
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Ornekler islenene kadar 18-22°C’de bekletilmistir. Lenfosit seperation
medium iceren tipe 5 mMIEDTA’lI tipe alinmis tam kan eklenmistir. 10 dakika
1000 x g’de veya santrifuj edilmigtir.

Ustte kalan kisim (plazma) ayri tiipe bosaltiimistir.

Arada kalan lenfosit ve PBMC iceren kisim pastor pipeti ile tipe alinip ve 10
mIPBS eklenerek yikanmistir. 10 dk 250 x g’de santrifuj edilmigtir.

Yikama asamasi ikinci kez tekrarlandi. Stpernatant atilip ve kalan pellet 5
mIPBS ile suspanse edilmistir. Elde edilen PBMC -80°C’de saklamaya

alinmistir.

PBMC stimulasyonu:

1.

PBS ile ikinci ylkamadan sonra hicreler 10 mi%10 RPMI ile (%10 FCS) ile
suspanse edilmigtir.

75'lik  kultir flaskina 20 mIRPMI 1640 besiyeri (%10 FBS, %1
penicillin/streptomycin) ve 100 puyl  PHA (2.5-5 pg/mL) le
3x10° hlcre/mlkonsantrasyonunda PBMC eklenmistir.

Kultirler 37°C %5 COz'de 24 saat kapak hafif agik olarak inkibe edilmigtir.
inkiibasyon 3 giine kadar uzatilmistir. Bu basamakla flask ylizeyindeki
monositler stispansiyon igindeki lenfositlerden ayrilmasini saglar.

Flask igerigi 50 ml’lik konik tipe alinip ve 500 x g de 5 dk santrifuj edilmigtir.
Hucre pelleti suspanse edilip ve 25 mIRPMI 1640 besiyeri (10% FBS, 1%
penisilin/streptomisin ve 1 ug/mIPHA) iceren 75’lik flaska aktariimistir.

37°C 3 gun inkube edilmis, 24 saatten sonra 15-20 mltaze besiyeri
eklenmistir.

3 gunden sonra pipetle besiyeri alinmis ve flaska asili lenfositler yeni bir 50
ml’lik tipe alinmigtir. 500 x g 5 dk santrifij edilmistir.

Hucre pelleti resuspanse edilmis ve 25 mIRPMI 1640 with 10% FBS, 1%
penisilin/streptomisin ve 20 U/mlveya ng/mlinsan IL-2 iceren yeni bir 75’lik

flaska alinmistir.

Test ornekleri ile Donor hiicrelerinin enfeksiyonu:

1.

Ug ayri 25'lik flask kullaniimaktadir. Timiine 25 cm?lik flaska 10 mllL-2

eklenmis buyime mediumu (10% FBS, 1% penisilin/streptomisin ve 20
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U/mlveya ng/mlinsan IL-2 eklenmis) ve 3 x10°® PHA-stimule edilmis dondor
PBMC hucreleri eklenmistir.

Ik flask kontrol olarak kullaniimigtir.

Ikinci flaska HIV pozitif hastadan elde edilen PBMC hiicreleri eklenmistir.
Kalturler 37°C %5 C02'de 24 saat kapak hafif acik olarak inktbe edilmistir.
Kiltir vasatinin yarisi (5 ml) tgiinci giin degistirilmistir. ikinci flaska asili
lenfositler yeni bir 50 ml'lik tipe alindi ve 500 x g 5 dk santriflj edilmigtir.
Hucre pelleti 10 mIRPMI 1640 (10% FBS, 1% penicillin/streptomycin ve 20
U/mlhuman IL-2) ile resuspanse edilmistir. icine 2x10° konsantrasyonunda
taze donér PBMC eklenmistir. 5% CO02 li ortamda 37°C de inklibe edilmistir.
Yedinci gun ikinci flasktan 3.5 mlayrilarak -70°C’de saklanmigtir. Viral yuk
tespiti igin 1.2 ml, p24 ag testi icin 0.9 ml igin ayriimistir.

P24 antijen testi icin tipe 0.9 mimedium alinir ve 0.1 ml%5 Triton-X 100
eklenmistir. Ornekler test éncesinde -20°C de bekletilmistir. P24 antijen
ELISA testi VIDAS p24 ag test (Bioemerieux, France) ile yapilmistir. Viral yuk
Cepheid HIV RNA testi (Genexpert, USA) ile yapiimistir.

ELISA pozitifligi ve/veya HIV viral yik saptanmasi durumunda 10. Gun ikinci
flasktan alinan suspansiyon doku kultlir plaklarina 1 mlolacak sekilde
dagitiimigtir. Bir plak kontrol plagi olarak bos birakiimistir. ikinci plaga
Etravirin 10 mM stok solUsyonundan 10 pl, iglncl plaga Etravirin 1 mM stok
sollisyonundan 10 pl eklenmistir. 1 saat inkiibe edilir. inkiibasyon geceye
uzatilirsa 0.2 mldaha IL-2 eklenir. Kiltir 35 glne kadar uzatilabilmektedir.
Haftada iki kez sitopatik etki agisindan incelenmistir.

Real Time PCR testleri tam otomatik Cepheid HIV-VL kiti ile yapiimistir.
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5. SONUGLAR VE TARTISMA

5.1. Homoloji Modelleme ve Gorsellestirme Sonuglari

Das K. ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptigi etravirin-HIV-RT iligkili ¢ boyutlu
model olan 1SUQA temasi temel alinarak homoloji modelleri olusturulmustur.
1SUQA temasi etravirin ve HIV-RT enziminin birlikte ¢6zimlenmis bir temasidir
(Das ve digerleri, 2004). Yabanil tip ve mutant suslarin homoloji modelleri
cakistinimistir ve konformasyonel degisiklikler analiz edilmistir. Yabanil tipin
homoloji modeli géz 6nune alindiginda mutant suslarin mutasyon bdlgelerinde
atomik Olgcekte ve amino asit degisimi sebepli fiziko kimyasal 6zelliklerde
(hidropati, elektriksel yuk, polarite gibi) degisikliklerin oldugu, alfa heliks ve/veya
beta pilili katlanmalarinin degismedigi ya da konformasyonel olarak mindér

degisikliklerin gergeklestigi gorulmustar.

Yabanil Tip

Yabanil Tip homoloji modelinin hidropati ylzey analizine gore (Sekil 5.1. A.)
yogunlukla hidrofilik oldugu ancak aktif bolge cebinde hidrofobik ve ndtr amino
asitlerin  bulundugu, etravirin giris bdlgesinde hidrofobik amino asitlerin
yogunlukta oldugu gorulmustir (Sekil 5.1. C.). ExPASy’nin olusturdugu
ProtParam programi kullanilarak modellerin hidropati endeksi ile hidropatik ytuzey
analiz sonuglari teyit edilmistir. Etravirin ve iligkili oldugu dusunulen amino
asitlerinin (L100, K101, E138, Y181, Y188, G190, M230) (Stanford Drug
Database) etravirin ile uzakhg 3.4 A — 5.8 A arasinda degismektedir (Sekil
5.1.B.)
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Sekil 5.1. A. Yabanil Tip homoloji modelin hidropati ylzey gorseli (beyaz: nétr,
kirmizi: hidrofobik, mavi: hidrofilik) B. Yabanil Tip homoloji modelinin
ribbon gosterimi (siyah), etravirin (kirmizi) ve iligkili amino asitler (mavi)
C. Yabanil Tip homoloji modelinde aktif bdlgenin hidropati yuzey
gorseli ve etravirin D. Yabanil Tip homoloji modelinin ribbon gdosterimi

(siyah), etravirin (kirmizi) ve ¢evresindeki amino asitler (mavi)

Etravirinin girdigi cepte bulunan amino asitler; 94-105, 178-190, 227-239 ve 317-
319 araligindaki amino asitlerdir (Sekil 5.2. A.).
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1PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVE ICTEMEKEGK SK|
51 GPENPYNTPVFA | KKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIEHPAGE
101 [KIKIKKS|V TVLDVGDAYF SVPLDEDFRKYTAF TIPS INNETPGIRYQYNVLP
151 QGWKGSPA | FQSSMTK | LEPF KKQNPDINVINGYMDDENVESID LE | GQHRT
201 K1 EELRQHLLRWGLTTPDKKHQKE PPEDWMEYERHPDRW TVQP | VLPEKD

251 SWTVND IQKLVGKLNWASQ | YPG I KVRQLSKLLRGTKALTEVIPLTEEAE
301 LELAENRE | LKEPVHG-DPSKDL I AE 1 QKQGQGQWTYQ | YQEPFIKNLK
351 TGKYARMRGAHTINDVKQLTEAVQKITTES IVIWGKTPKFKLP IQKETWET
401 WWTEYWQATWI PEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEPIVGAETFYVDGAANRET]
451 [KLGKAGYVTNKGRQKVVPLTNTTNQKTELQAITYLALQDSGLEVNIVTDSQ
501[YALG | IQAQPDKSESELVNQI IEQL IKKEKVYLAWVPAHKG IGGNEQVDK
551[LVSAG IRKIL]

Sekil 5.2. A. Etravirin cebini olusturan amino asitler B. Etravirin cebinin hidropati

yuzey analiz gorseli

Proteinlerin Ug¢ boyutlu yapilari géz énune alindiginda alfa heliks ve beta pilili
katlanmalarinin degiserek etravirinle iligkili olan amino asitlerin lokasyonunu
degistirebilecek diger amino asitler Sekil 5.3.’te verilmistir. Bu amino asitler; 107-
109, 177-191, 225- 240 ve 316-321 araligindaki amino asitlerdir. Bu amino asitler
galisma suresince mutasyona ugradiginda ETR-HIV RT etkilesimini
etkileyecegini disundiglimuz amino asitlerdir. Etravirin ile dogrudan iligkili amino
asitler kirmizi, iligkili amino asitlerin ¢cevresindeki amino asitler mavi, etravirin

siyah renk ile boyanmistir.

1PISPIETVPVKLKPGMDGPKVKQWPLTEEKIKALVE ICTEMEKEGKISKI
51 GPENPYNTPVFA | KKKDSTKWRKLVDFRELNKRTQDFWEVQLGIPHPAGE
101 KKK SMEVIED VGDAYF SVPLDEDFRKYTAF TIPS INNETPGIRYQYINVLP
151 QGWKGSPA | FQSSMTK | LEPF KKQN PRIV QNMDDENVESH|L E | GQHRT
201 K1 EELRQHLLRWGL T TPDKKHQKEPPEDWNMEYERHPDRWIVQP | VLPEKD
251 SWTVND | QKLVGKLNWASQ | YPG I KVRQLSKLLRGTKALTEV IPLTEEAE
301 LELAENRE | LKEPVHENNNDPIS KDL | AE |QKQGQGQWTYQ | YQEPFKNLK
351 TGKYARMRGAHTINDVKQLTEAVQKITTES I VIWGKTPKFKLP IQKETWET
401 WWTEYWQATW | PEWEFVNTPPLVKLWYQLEKEP I VGAETF YVDGAANRET]| P
451 KLGKAGYVTNKGRQKVVPLTNTTNQKTELQAIYLALQDSGLEVNIVTIDSQ|
501[YALG | IQAQPDKSESELVNQI IEQL IKKEKVYLAWVPAHKG I GGNEQVDK|
551[LVSAG IRKTL]

Sekil 5.3. A. Etravirin cebini olusturan amino asitlerin yakinlarinda bulunan

amino asitler B. Etravirin cebinin yapisini olusturan amino asitler

Yabanil Tip — A98S

Homoloji modelleme sonucuna gore global dlgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
gOrulmastir. Mutasyon bélgesi proteinin ytzeyinde degil, i¢ bolgededir (Sekil 5.4.
A-B.). Bu sebeple mutasyonun yuzeysel etkisinin kuvvetli olmadigi ancak

hidrofobik nanpolar bir amino asit olan alaninden, nétral ve polar bir amino asit
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olan serine dénusmesi gevresinde yer alan ETR cebi ile iligkili amino asitlerin
lokasyonunu degistirmesi hususunda etkili olacagi dusunulmektedir. Yabanil
tipteki 98. amino asidin ETR’ye ve ETR ile dogrudan iliskili olan amino asitlere
uzakliklarinin mutasyon sonucu degistigi gorulmustir. Mutasyon sonucunda
Ozellikle 101. (lizin) ve 318. (tirozin) aminoasitlerin 98. aminoasit bdlgesine

yaklastigl bu sebeple ETR cebinin degistigi dustntlmektedir. ETR’nin tam olarak

cebe girmedigi, cebin giris bolumune yakin oldugu gorulmektedir (Sekil 5.4.B.).

Sekil 5.4. A. Mutasyon amino asiti olan 98. amino asitin ETR ile dogrudan iligkili
L100 ve K101 amino asitlerinin lokasyonu ribbon gosterim ile
gorsellestiriimesi B. A98S mutasyonunun hidropati ylzey gosterimi ile
gOsterimi, kirmizi ok mutasyonun gergeklestigi yuzeyde yer almayan

amino asiti isaret etmektedir

Cizelge 5.1 ‘de mutasyon sonucu uzaklik degisimleri verilmistir. Bu degisimlere

gére 101. ve 318. amino asitlere uzaklikta 0.3-0.4 A degisiklik analiz edilmistir.

Cizelge 5.1. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 98. amino asitler ile ETR, L100,

K101 ve Y318 amino asitlerine olan uzakliklari

Uzaklik (A) ETR (ort.) L 100 K101 Y 318
A 98 9.8 5.8 8.7 5.7
S 98 9.5 5.7 8.4 5.4

47



Yabanil Tip — 194L-K102R
Homoloji modelleme sonucuna gore global Olgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgelerinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi

gorilmustir. 194L mutasyon bolgesi ETR cebine ortalama 11.4 A uzakliktadir.

94. amino asit bdlgesinin cebe uzakhgi ve degisen amino asitlerin fiziko-kimyasal
Ozelliklerin birbirine yakin olmasi sebebiyle ETR’nin cebe girmesine ve ETR ile
etkilesimde olan diger amino asitlere etki etmeyecegi dusunulmektedir (Cizelge
5.2).

Cizelge 5.2. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 98. amino asitler ile ETR, L100,

K101 ve K103 amino asitlerine olan uzakliklari

Uzaklik (A) ETR (ort.) L 100 K101 K103
K 102 4.9 6.6 4.3 4.7
R 102 4.9 6.6 4.3 4.6

102. amino asitin oldugu bolgenin ise atomik 6lgekte farkhlik olusturacagini ancak
yalnizca bu bdlgede mutasyon olmasinin, ETR cebinde ETR’nin baglanmasini

etkileyecek bir degisikligin olusmayacagi dusunulmektedir (Sekil 5.5).
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Sekil 5.5.  Yabanil (A.) ve mutant modelin (B.) hidropati ylzey analizi

gosterimi ile gorsellestiriimesi kirmizi ok mutasyon bdlgeleri olan
94. ve 102. amino asitleri gostermektedir C. 94. ve 102. amino asitin
atomik gosterimi. Yabanil tip siyah, mutant tip mavi renk ile

boyanmisgtir.
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Yabanil Tip — K102Q

Homoloji modelleme sonucuna gore global dlgekte buylk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
gorulmastur. Homoloji modelleri incelendiginde ETR cebine giriste yer alan 102.
amino asit bolgesi hidropati degisiminin (K -1.5, Q 0.85) az oldugu ve hidrofilik
amino asitten hidrofilik diger bir amino asite degisim oldudu i¢in ETR’nin cebe
girmesinin engellenmedigi (Sekil 5.6.) ve ETR cebinde ETR’nin baglanmasini
etkileyecek bir degisikligin olusmayacagi dusunulmektedir.

Sekil 5.6. Yabanil tip (A) ve K102Q mutant tip (B) homoloji modellerinin hidropati
yuzey analizi ile gorsellestiriimesi kirmizi ok mutasyon bdlgesi olan

102. amino asitleri gdstermektedir.

Yabanil Tip — K104Q

Homoloji modelleme sonucuna gore global 6lgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
gorulmastur. Mutasyon bolgesinde hidropati degisimi gorulmemistir (Sekil 5.7.).
Yabanil tipteki 104. amino asidin ETR’ye ve ETR ile dogrudan iligkili olan amino
asitlere uzakliklarinin mutasyon sonucu, mikro diuzeyde degismesinin ilag

direncine etki etmeyecegi dusunulmektedir.
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Sekil 5.7. Yabanil tip (A) ve K104Q mutant tip (B) homoloji modellerinin hidropati
yuzey analizi ile gorsellestiriimesi. Mavi bdlgeler hidrofilik, kirmizi
bolgeler hidrofobik beyaz bolgeler ise nétr amino asitleri, kirmizi ok

mutasyon bolgesi olan 104. amino asitleri gostermektedir.

Cizelge 5.3.te mutasyon sonucu uzaklik degisimleri verilmistir. Mutant tip
modelinde ETR cebinde yer alan 227. amino asite uzaklik yabanil tipe gore 0.6
A artmistir. ETR cebinde ETR’nin baglanmasini etkileyecek bir degisikligin

olugsmayacagi dusunulmektedir.

Cizelge 5.3. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 104. amino asitler ile ETR, K101

ve F227 amino asitlerine olan uzakliklari

Uzaklik (A) ETR (ort.) K 101 F 227
K 104 8.6 9.9 9.0
Q 104 8.2 9.9 9.6

Yabanil Tip - K101R-K104R

Homoloji modelleme sonucuna gore global dlgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgelerinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
goérulmustur. Mutasyon bdlgelerinde hidropati degisimi géralmemistir (Sekil 5.8.).
Lizin ve arjinin amino asitleri ayni fiziko-kimyasal 6zellige sahiptir sadece
hacimsel bir fark s6z konusudur. Mutasyonlar her iki nokta da ETR cebini

degistirmemektedir. Homoloji modelleri incelendiginde ETR cebine giriste yer
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alan 101. amino asit bdlgesi hidropati degisimi (K -1.5, R -2.5) az oldugu ve
hidrofilik amino asitten hidrofilik diger bir amino asite degisim oldugu i¢cin ETR’nin
cebe girmesini engellemeyecegini ve ETR cebinde ETR’nin baglanmasini
etkileyecek bir degisikligin olugsmayacagi dusunulmektedir.

Sekil 5.8. Yabanil tip (A.) ve K101R-K104R mutant tip (C.) homoloji modellerinin
hidropati yuzey analizi ile gorsellegtiriimesi. Mavi bolgeler hidrofilik,
kirmizi bolgeler hidrofobik beyaz bolgeler ise nétr amino asitleri, kirmizi

ok mutasyon bolgeleri olan 101. ve 104. amino asitleri gostermektedir.

Yabanil tipteki 101. ve 104. amino asitlerinin ETR’ye ve ETR ile dogrudan iligkili
olan amino asitlere uzakliklari analiz edilmistir. Bu uzaklik sebebiyle mutasyonun
mikro duzeyde bdlgeyi degistirerek ilagc direncine yol agamayacagi
dusundlmektedir. Cizelge 5.4. ve Cizelge 5.5.te mutasyon sonucu uzaklik
degisimleri verilmistir. Yabanil ve mutant tip modellerin analiz sonuglarinda bir

fark goralmemistir.

Cizelge 5.4. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 101. amino asitler ile ETR ve

L100 amino asitine olan uzakliklari

Uzaklik (A) ETR (ort.) L 100
K 101 4.2 5.8
R 101 4.2 5.8

52



Cizelge 5.5. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 104. amino asitler ile ETR, F227

ve P236 amino asitlerine olan uzakliklari

Uzaklik (A) ETR (ort.) F 227 P 236
K 104 7.4 9.0 5.8
R 104 7.4 9.0 5.8

Yabanil Tip — K104E-H235L

Homoloji modelleme sonucuna gore global dlgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgelerinde atomik olgekli degisikliklerin gergeklestigi
gorilmustir. Mutasyon bolgelerinde hidropati degisimi goralmemistir (Sekil 5.9.).
Lizin ve arjinin amino asitleri ayni fiziko-kimyasal Ozellige sahiptir sadece
hacimsel bir fark s6z konusudur. Her iki nokta da ETR cebini degistirmemektedir.
Homoloji modelleri incelendiginde ETR cebine giriste yer alan 104. amino asit
bdlgesi hidropati degisimi (K -1.5, E -0.74) az oldugu ve hidrofilik amino asitten
hidrofilik diger bir amino asite degisim oldugu icin ETR’nin cebe girmesinin
engellenmedigi dugunulmektedir. 235. amino asit olan histidin ve mutasyon
sonucu yer alan 16sin amino asitinin fiziko-kimyasal 6zellikleri benzerdir. Hidropati
degisimi (H 0.40, L 1.1) az oldugu ve nétur bir amino asitten hidrofobik bir amino
asite degistigi gorilmektedir. Dogrudan ETR cebeine etki etmeyen 235. amino
asit ETR ile iligkili olan 236. amino asitin lokasyonunu 0.2 A degistirmistir. Bu
degisikligin  ETR ile 236. prolin amino asiti etkilegimini etkilemedigi

dusunulmektedir.
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Sekil 5.9. Yabanil tip (A-C) ve K104E-H235L (B-D) mutant tip homoloji
modellerinin hidropati yuzey analizi ile gorsellestirimesi. A-B. Kirmizi
ok mutasyon bdlgesi olan 104. amino asitini gostermektedir. C.D.

Kirmizi ok 235. amino asiti, sari ok ise ETR cebini gostermektedir.

Yabanil Tip - V179l

Homoloji modelleme sonucuna gore global 6lgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bolgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
goérulmustur. Mutasyon bdlgesinde hidropati degisimi gorulmemistir (Sekil 5.10.).
Mutasyonun gergeklestigi lokasyon ETR cebinin agzi oldugu igin dnemlidir.
Homoloji modelleme sonucu g6z énune alindiginda, buradaki atomik degisimin
ETR cep agzinda bir daralmaya yol agmig olabilecegi bu sebeple ETR'nin cebe
girmesi engelleyebilecedi distunulmektedir. Valin-izoldsin degisimi hem hidropati
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(valin 1.1, izolésin 1.4) hem de elekteriksel ylk anlaminda bir degisiklik
olusturmamaktadir ancak hacim degisikliginin (yaklasik: valin 154 A3, izolésin
174 A3) bu mutasyonun gergeklestigi lokasyonun énemi agisindan anahtar rol
oynayacag! dusunulmektedir. Homoloji modelleme analizlerinde bu hacimler
atomik ylzey analizi goruntlsu ile gorsellestiriimistir. ETR ve valin 179 ylzey
alani cakismaktadir ancak ETR ve izolésin 179 ylzey alanlari etkilesirken

ETR’nin ylzey alani izoldsin 179’un ylzey alani agsmaktadir (Sekil 5.10. C.-D.).

Sekil 5.10. Homoloji modellerinin hidropati yluzey analizi ile gorsellestiriimesi (A.
yabanil tip, B. mutant tip) ETR ve mutasyon bdlgesinin ylzey alaninin
atomik gorsellestiriimesi (C. yabanil tip, D. mutant tip).

Yabanil Tip — S191F

Homoloji modelleme sonucuna gore global 6lgekte buyuk bir degisikligin olmadigi

ancak mutasyon bodlgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
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gorilmustir (Sekil 5.11.). Mutasyon bdlgesinde hidropati degisimi dugsuktir
(Serin -0.18, Fenilalanin 1.2). Bu dusuk degisim mutasyon lokasyonu ve
cevresinde herhangi konformasyonel degisiklige yol agmamigtir ve ETR cebini
degistirmemektedir. Homoloji modelleri incelendiginde ETR cebine girise yakin
yerde yer alan ve ylzeyde yer almayan serin 191 fenilalanin degisiminin ETR’nin
cebe girmesinin engellenmeyecedi ve ETR cebinde ETR’nin baglanmasini

etkileyecek bir degisikligin olugsmayacagi dusunulmektedir.

Sekil 5.11. Mutasyon amino asiti olan 191. amino asit ve ETR cebinde yer alan

190. amino asitin atomik gosterimi

191. amino asit bolgesinin cebe uzakligi ve ETR ile dogrudan iligkili 190. amino

asit olan glisin ile uzakhgr degismemistir (Cizelge 5.6.)

Cizelge 5.6. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 191. amino asitler ile ETR ve

G190 amino asitine olan uzakliklari.

Uzaklik (A) ETR (ort.) G 190
S191 10.2 2.6
F 191 10.3 2.6

Yabanil Tip — L228R

Homoloji modelleme sonucuna gore global dlgekte buyuk bir degisikligin olmadigi
ancak mutasyon bodlgesinde atomik Olgekli degisikliklerin gerceklestigi
gorualmastur (Sekil 5.12.).

56



Sekil 5.12. A. Mutasyon amino asiti olan 228. amino asitin atomik gosterimi
Yabanil tip (B) ve L228R mutant tip (C)

228. amino asit konumundaki hidrofobik 16sin (1.1) hidrofilik arjinin (-2.5) amino
asitine donusmustur. 228.amino asitin konumu ETR cebinin arkasinda ve
yuzeyde yer almaktadir bu yizden dogrudan ETR ile bir iligkisi yoktur. ETR
cebinde yer alan fenilalanin 227 ile arasindaki uzakligi degismemistir (Cizelge
5.7.). Bu sebeple ETR’nin cebe girigini etkilemeyecegini ve ETR cebinde ETR’nin
baglanmasini etkileyecek bir degisikligin olusmayacagi dugunulmektedir.

Cizelge 5.7. Yabanil ve Mutant Tip modellerde 228. amino asitler ile ETR ve

F227 amino asitine olan uzakliklari.

Uzaklik (A) ETR (ort.) F227
L 228 7.9 7.3
R 228 7.9 7.3
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5.2. Molekiiler Yerlestirme ve Analiz Sonuglari

Homoloji modelleri ve ETR ligandiyla AutoDock Vina'nin gelistirdigi CB-Dock

araciligiyla yapilan molekuler yerlestirme sonuglari Cizelge 5.8‘de verilmistir. Bu

tabloya gore her bir mutasyon ve yabanil tip ayri ayri incelenmistir. Molekuler

yerlestirme sonucu elde edilen ETR-HIV RT modelleri Discovery Studio

Visualizer programinda analiz edilmistir (Sekil 5.13.).

Cizelge 5.8. Molekuler yerlegtirme skorlari.

Mutasyon Adi | Yerlestirme Sonucu | Mutasyon Adi | Yerlestirme Sonucu
Yabanil Tip - 10.6 A98S - 9.6
V179l - 96 K104Q - 105
K102Q - 10.6 L228R - 10.6
K101R-K104R - 10.6 194L-K104R - 105
S191F - 10.7 K104E-H235L - 10.6
A B
A03
VAL
A:106
VAL
- A:189
A:101
7
B o P
A1T9 o
S o
TRP
A229
TYR PRO
A:181 A:95
|:| van der Waals |:| Pi-Sigma
D Conventicnal Hydrogen Bond D Pi-Pi T-shaped
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Alkyl
- Unfaverable Donor-Donor |:| Pi-Alkyl

Sekil 5.13. A. Yabanil tip molekuler yerlestirme sonucu ETR — ETR iligkili amino

asitlerin atomik godsterimi B. Molekuler yerlestirme sonucu ETR

etkilesimli amino asitler
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Yabanil Tip — A98S

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.14.)

yabanil tip ile A98S modeli kargilastirildiginda;

- Lys101 ile ETR arasinda olan hidrojen bag etkilesiminin arttigi,

Leu100 amino asitinin ETR ile 1r-etkilegim bolgelerinin degistigi ve arttigi,
Val179 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgelerinin degistigi ve arttigi,
Val106 amino asitinin ETR ile 1-etkilegsim bolgesinin degistigi ve azaldigi,
Trp229 amino asitinin ETR ile r-etkilesim bolgesinin degistigi,

Lys103 amino asitinin ETR ile t-etkilesim bolgesinin degistigi,

Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,

Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,

Tyr181 ile ETR arasinda ile mr-etkilesiminin kuruldugu,

Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi analiz edilmigtir.

VAL
TYR A:106
LI VAL LYS
A:106 A:103
LYS
A:101
LEU
LYs A:234 LYS
A:103 H A:101
H
LEU
A:100
-
] * TYR
Br A:188 o
LEU | s
VAL 3 . A:181
A:179 U TRP Br
A:229
VAL
h:179 TRP
A:229

van der Waals Pi-Sigma

Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped

Carbon Hydrogen Bond Alkyl

- Unfavorable Donor-Donor Pi-Alkyl

Sekil 5.14. Yabanil (A.) ve A98S mutant (B.) tiplerin molekuler yerlestirme 2D

diyagram gosterimi

59



Yabanil Tip — 194L-K102R

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.15.)

yabanil tip ile 194L-K102R modeli karsilastirildiginda;

- Pro95 amino asitinin ETR ile mr-etkilesiminin kuruldugu,

- Tyr181 amino asitinin ETR ile 1-etkilesiminin kuruldugu,

- Val106 amino asitinin ETR ile 1-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Val179 amino asitinin ETR ile Tr-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Donor etkilegiminin olustugu,

- Leu100 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bdlgelerinin degistigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile 1T-etkilesim bdlgesinin degistigi,
- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldigi,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesim tipinin degistigi edilmistir.

TYR LEU
TYR A:318 A:234
A:318 VAL
A:106 -
LYs
] A:101
&Y VAL
LEU LYS A:106
LYS ‘ A:234 A:103
A:103 H
LEU H
A:100
~, | T,
[ o’ *H ~o~

Ji TYR

8 4 TRP

. < B A:229
LEU

VAL A:100
A:179 TRP
A229 TYR
A:181
van der Waals Pi-Sigma
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alkeyl
- Unfaverable Donor-Donor Pi-Alkyl

PRO
A:95

2D diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — K102Q

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri
degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.16.)

yabanil tip ile K102Q modeli karsilagtirildiginda;

- Val106 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin arttigi,
- Val179 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Dondr etkilesiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile tr-etkilegsiminin kuruldugu,

- Leu100 amino asitinin ETR ile t-etkilesim bolgelerinin degistigi,
- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldidi,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesim tipinin degistigi edilmistir.

TYR
TYR A:318
A:318 VAL
A:106 LEU
LYS A:234
A:101 = VAL
LEU A:101 A:106
LyYs A:234 Lys
A:103 H A:103
H
LEU
A:100
- o
i TYR K |
Br A:188 K Br TRP
A:229
LEU
VAL A:100 .
A:179 TRP g
A:229 h
van der Waals Pi-Sigma
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alkeyl
- Unfavorable Donor-Donor Pi-Alkyl

Sekil 5.16. Yabanil (A.) ve K102Q mutant (B.) tiplerin molekuler yerlestirme 2D

diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — K104Q

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.17.)

yabanil tip ile K104Q modeli karsilagtiriidiginda;

- Val106 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Val179 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Dondr etkilesiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile tr-etkilegsiminin kuruldugu,

- Leu100 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bolgelerinin degistigi,
- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldid,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesim tipinin degistigi edilmistir.

TYR

A:318 VAL

A:106
s
A:101

LEU
s . A234
A:103 H o

o
| TYR
Br A:188

LEU
VAL A:100 .
A:179 TRP

A:229

van der Waals

Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond
B Unfavorable Donor-Donor

TYR
A:318
LEU
A:234
LYs VAL
LYS A:101 A:106
A:103
LEU H
A:100
“u N
|
Br TRP
A:229
TYR
A:181
Pi-Sigma
Pi-Pi T-shaped
Alkyl
Pi-Alkyl

Sekil 5.17. Yabanil (A.) ve K104Q mutant (B.) tiplerin

diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — K101R-K104R

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri
degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.18.)
yabanil tip ile K101R-K104R modeli karsilastirildiginda;

- Lysl101 amino asiti yerine Arg101 amino asiti ge¢mistir hidrojen bagi
bozulmamistir,

- Val106 amino asitinin ETR ile 1-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile t-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Val179 amino asitinin ETR ile Tr-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-
Dondr etkilesiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile 1r-etkilegiminin kuruldugu,

- Leu100 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bolgelerinin degistigi,

- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,

- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldig,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi edilmigtir.

LEU
TYR A:234
A:318 VAL
A:106 ARG VAL
LYs A:101 A:106
A:101 s
LEU H
Lys . 2 A:234 LEU
A:103 H 4 A:100
" ~o~
o7
I TYR o
e : A:188 AT:2R§9
LEU TYR
VAL A:100 s :
A:179 TRP W@y
A:229
van der Waals Pi-Sigma
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alkyl
B Unfavorable Donor-Donor Pi-Alkyl

Sekil 5.18. Yabanil (A.) ve K101R-K104R mutant (B.) tiplerin molekuler

yerlestirme 2D diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — K104E-H235L

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.19.)
yabanil tip ile K104E-H235L modeli karsilastirildiginda;

- Val106 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bdlgesinin arttigi,

- Lys103 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin degistidi,

- Val179 amino asitinin ETR ile Tr-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Donor etkilegiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile 1r-etkilegiminin kuruldugu,

- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldigi,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi edilmistir.

TYR
A:318

LYs
A:101

LYs
A:103 H

o

LEU

VAL A:100

A:179

Interactions
Conventional Hydrogen Bond
Metal-Acceptor
Pi-Sigma
Pi-Pi Stacked

VAL
A:106

LEU

A:234

TRP
A:229

TYR
A:188

LYS
A:103

LEU
A:234

LYS
A:101

LEU
A:100

Pi-Pi T-shaped
Alkyl
Pi-Alkyl

VAL

A:106

o7

TRP
A:229

A:181

Sekil 5.19. Yabanil

yerlestirme 2D diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — V179l

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.20.)

yabanil tip ile V179l modeli karsilastirildiginda;

- Val179 amino asitinin degistigi lle179 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim

s

bolgelerinin degistigi, azaldigi ve yeni Donor-Donor etkilegiminin olustugu,

o

- Val106 amino asitinin ETR ile 1-etkilesim bolgesinin degistigi,

- Leu100 amino asitinin ETR ile tr-etkilegsim bolgesinin degistigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Lys103 amino asitinin ETR ile 1T-etkilesim bdlgesinin degistidi,

- Val179 amino asiti yerine lle101 amino asiti gecmistir hidrojen bagi

bozulmamistir,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile tr-etkilegsiminin kuruldugu,

- Pro95ile ETR arasinda ile -etkilesiminin kuruldugu,
- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,
- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi edilmistir.

TYR

A:318 VAL

A:106
ys
A:101

LEU
LYs A:234

A:103 H

Spf
8 TYR
Br A:188

LEU

VAL A:100

A:179 TRP

A:229

van der Waals

Conventional Hydrogen Bond

Carbon Hydrogen Bond
B Unfavorable Donor-Donor

LYs
A:103

VAL
A:106

LYS
A:101

LEU
A:100

~o”

Pi-Sigma

Pi-Pi T-shaped
Alkyl

Pi-Alkyl

TYR
A:188

TRP
TYR A:229

A:181

PRO
A:95

Sekil 5.20. Yabanil (A.) ve V1791 mutant (B.) tiplerin molekuler yerlestirme 2D

diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — S191F

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilegsimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.21.)

yabanil tip ile S191F modeli karsilastirildiginda;

- Val106 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bdlgesinin arttigi,

- Leu100 amino asitinin ETR ile r-etkilesim bdlgelerinin degistigi,

- Val179 amino asitinin ETR ile Tr-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Donor etkilegiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile 1r-etkilegiminin kuruldugu,
- Tyr188 ile ETR arasindaki etkilesimin kalktigi,

- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldigi,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesim tipinin degistigi analiz edilmigtir.

VAL
A:106

A:234

of

TYR
A:318
LYS
A:101
LYs
A:103 H
[k

Br

VAL

A:179

LEU
A:100 .
TRP

A:229

van der Waals
Conventional Hydrogen Bond
Carbon Hydrogen Bond

Unfavorable Deoner-Donor

LEU

TYR
A:188

VAL
A:106

\0/
TRP

A:229

TYR
A:181

Pi-Sigma

Pi-Pi T-shaped
Alkyl

Pi-Alkyl

Sekil 5.21. Yabanil (A.) ve S191F mutant (B.) tiplerin molekdler yerlestirme 2D

diyagram gosterimi
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Yabanil Tip — L228R

Molekuler yerlestirme sonug analizleri ve protein ligand etkilesimi analizi ayri ayri

degerlendirilmigtir. Molekuler yerlestirme sonu¢ analizine goére (Sekil 5.22.)

yabanil tip ile L228R modeli karsilastirildiginda;

- Val106 amino asitinin ETR ile 1r-etkilesim bolgesinin arttigi,

- Trp229 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bdlgesinin arttigi,

- Leu100 amino asitinin ETR ile tr-etkilesim bdlgesinin arttigi,

- Val179 amino asitinin ETR ile Tr-etkilesim bolgelerinin degistigi ve Donor-

Donor etkilegiminin olustugu,

- Tyr181 ile ETR arasinda ile 1r-etkilegiminin kuruldugu,

- Leu234 ile ETR arasindaki etkilesimin azaldidi,

- Tyr318 ile ETR arasindaki etkilesim tipinin degistigi analiz edilmigtir.

A. B.
TYR LEU
TYR A:318_ A:234
A:318 VA(I)‘G
A:ll
VAL
=% LYs A:106
A:101 LYS A:101
: LEU A:103
LYS A:234 H
A:103 H
@ - H \O/
o | TYR
J TYR Br A:188
Br A:188 o
- AI;_%)’O A:229
VAL A:100 . TYR
A4 A229 A181

van der Waals Pi-Sigma
Conventional Hydrogen Bond Pi-Pi T-shaped
Carbon Hydrogen Bond Alkyl

- Unfavorable Donor-Donor Pi-Alkyl

Sekil 5.22. Yabanil (A.) ve K104E-H235L mutant (B.) tiplerin molekuler

yerlestirme 2D diyagram gosterimi
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5.3. Protein-Ligand Etkilesim Analizi Sonuglar

Yabanil Tip — A98S

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile A98S mutasyonu

karsilastinildiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino asidiyle yeni 2

farkh hidrofobik etkilesimin olustugu, Tyr188 amino amino asidiyle olan 2

hidrofobik etkilesimden birinin ortadan kalktigi, Trp229, Leu234 amino asitlerinin

ETR ile hidrofobik etkilesimlerinin ortadan kalktigi, Val179 amino asidiyle yeni bir

hidrofobik etkilesimin olustugu, Tyr181 amino asidiyle Tr-istif etkilesiminin

olustugu, diger etkilesimde olan amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A uzakligindan

dusuk degerde degisime ugradidi analiz edilmigtir (Cizelge 5.9).

Cizelge 5.9. Yabanil Tip ve A98S mutant tip protein ligand etkilesim analizi

m Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Cen
Metal fon

..... Hydrophobic Interapi

m Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Cet
Metal lon

— Hydrogen Bond " . J N e FCRDDODIC IR
. A — Hydrogen Bond
op o el aal
; N
Yabanil Tip A98S
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.44
106 Val 3.82 100 Leu 3.16
106 Val 3.40 103 Lys 3.68
188 Tyr 3.56 106 Val 3.75
188 Tyr 3.36 179 Val 3.95
229 Trp 3.91 181 Tyr 3.59
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.55
318 Tyr 3.87 318 Tyr 3.71
Hidrojen Baglan Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.57
101 Lys 3.76 101 Lys 1.86
m-istifleri
181 Tyr 4.24
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Bu degisen etkilesimler sonucunda yabanil tipe (-10.6) oranla A98S mutant tipinin

daha az bir baglanma skoruna (-9.6) sahip oldugu dusunulmektedir.

Yabanil Tip — 194L-K102R

Protein ligand etkilegsimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile 194L-K102R

mutasyonu karsilastiriildiginda mutant model etkilegsiminde; Leu100 amino

asidiyle yeni bir hidrofobik etkilesimin olustugu, Trp229 amino asidinin ETR ile

hidrofobik etkilesiminin Tr-istif etkilesimine donustugu, diger etkilesimde olan

amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A uzakligindan disik degerde degisime

ugradigi analiz edilmigtir (Cizelge 5.10).

Cizelge 5.10. Yabanil Tip ve 194L-K102R mutant tip protein ligand etkilesim

analizi

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Cept

Metal lon

---« Hydrophobic Intef
— Hydrogen Bond

W Frofein
Ligand
Water
Charge Genter
Aromatic Ring G
Metal fon
----- Hydrophabic Inte
— Hydrogen Bond

m-Stacking
(perpendicular)

eriter

raction

Yabanil Tip 194L-K102R
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.51
106 Val 3.82 103 Lys 3.74
106 Val 3.40 106 Val 3.89
188 Tyr 3.56 106 Val 3.58
188 Tyr 3.36 188 Tyr 3.66
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.67
234 Leu 3.73 234 Leu 3.47
318 Tyr 3.87 318 Tyr 3.94
Hidrojen Baglari Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.24
101 Lys 3.76 101 Lys 3.14
m-istifleri
229 Trp 5.50
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Yabanil Tip — K102Q

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile K102Q mutasyonu

karsilastinldiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino asidiyle yeni 2

farkh hidrofobik etkilesimin olustugu, Trp229 amino asidiyle yeni bir Tr-istif

etkilesiminin olustugu, diger etkilesimde olan amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A

uzakhgindan dusuk degerde degisime ugradigi analiz edilmigtir (Cizelge 5.11).

Cizelge 5.11. Yabanil Tip ve K102Q mutant tip protein ligand etkilesim analizi

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Cent!

Metal lon

----- Hydrophobic Interadgti

— Hydrogen Bond

W Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Cen
Metal lon
-+ Hydrophobic Intera
— Hydrogen Bond

gesf?ec‘:;gusafj
Yabanil Tip K102Q
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)

103 Lys 3.67 100 Leu 3.49
106 Val 3.82 100 Leu 3.86
106 Val 3.40 103 Lys 3.75
188 Tyr 3.56 106 Val 3.90
188 Tyr 3.36 106 Val 3.64
229 Trp 391 188 Tyr 3.67
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.62
318 Tyr 3.87 229 Trp 3.69

234 Leu 3.49

318 Tyr 3.92

Hidrojen Baglan Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.19
101 Lys 3.76 101 Lys 3.07
m-Istifleri
229 ‘ Trp ’ 5.45

er

ction

Bu etkilesimler sonucunda yabanil tip (-10.6) ve K102Q mutant tipinin ayni

baglanma skoruna (-10.6) sahip oldugu distnitlmektedir.
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Yabanil Tip — K104Q

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile K104Q mutasyonu

karsilastinldiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino asidiyle yeni bir

hidrofobik etkilesimin olustugu, Trp229 amino asidiyle olan hidrofobik etkilesimin

T-istif  etkilesimine donustaga,

diger

etkilesimde olan amino asitlerle

uzakliklarinin 0.5 A uzakh@indan disik degerde degisime ugradigi analiz
edilmigtir (Cizelge 5.12.).

Cizelge 5.12. Yabanil Tip ve K104Q mutant tip protein ligand etkilesim analizi

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Cgr

Metal lon

----- Hydrophobic Intgr:

— Hydrogen Bond

W Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Genter
Metal lon

=+ Hydrophobic Inferaction
— Hydrogen Bond|

-+ TT-Stacking
(perpendicular)

Yabanil Tip K104Q
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)

103 Lys 3.67 100 Leu 3.49
106 Val 3.82 103 Lys 3.74
106 Val 3.40 106 Val 3.82
188 Tyr 3.56 106 Val 3.55
188 Tyr 3.36 188 Tyr 3.64
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.68
234 Leu 3.73 229 Trp 3.65
318 Tyr 3.87 234 Leu 3.51

318 Tyr 3.98

Hidrojen Baglan Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.29
101 Lys 3.76 101 Lys 3.15
m-istifleri
229 ‘ Trp ‘ 5.43

Bu degisen etkilesimler sonucunda yabanil tipe (-10.6) oranla K104Q mutant

tipinin daha az bir baglanma skoruna (-10.5) sahip oldugu disunulmektedir.
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Yabanil Tip — K101R-K104R

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile K101R-K104R

mutasyonu Kkarsilastirildiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino

asidiyle yeni 2 farkli hidrofobik etkilesimin olustugu, Tyr318 amino asitinin ETR

ile hidrofobik etkilesimlerinin ortadan kalktigi, Lys101 amino yerine Arg101 amino

asidinin iki hidrojen bagi kurdugu, diger etkilesimde olan amino asitlerle

uzakliklarinin 0.5 A uzakh@indan disik degerde degisime ugradigi analiz
edilmigtir (Cizelge 5.13.).

Cizelge 5.13. Yabanil Tip ve K101R-K104R mutant tip protein ligand etkilesim

analizi

m Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Cet

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

nter

getion

Metal lon Aromatic Ring Ce|
.-« Hydrophobic Inter. Metal lon
— HydrogenBond | @ @ Sk .- A2 NS 0000 ... Hydrophobic Inter
— Hydrogen Bond
Yabanil Tip K101R-K104R
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.40
106 Val 3.82 100 Leu 3.88
106 Val 3.40 103 Lys 3.60
188 Tyr 3.56 106 Val 3.91
188 Tyr 3.36 106 Val 3.66
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.73
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.57
318 Tyr 3.87 229 Trp 3.72
234 Leu 3.63
Hidrojen Baglan Hidrojen Baglari

101 Lys 2.22 101 Arg 1.99
101 Lys 3.76 101 Arg 3.17

Bu etkilesimler sonucunda yabanil tip (-10.6) ve K101R-K104R mutant tipinin

ayni baglanma skoruna (-10.6) sahip oldugu dustntlmektedir.
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Yabanil Tip — K104E-H235L

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile K104E-H235L

mutasyonu Kkarsilastirildiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino

asidiyle yeni 2 farkli hidrofobik etkilesimin olustugu, Tyr318 amino asitinin ETR

ile hidrofobik etkilesimlerinin ortadan kalktigi, diger etkilesimde olan amino

asitlerle uzakliklarinin 0.5 A uzakhigindan disiik degerde degisime ugradigi

analiz edilmigstir (Cizelge 5.14).

Cizelge 5.14. Yabanil Tip ve K104E-H235L mutant tip protein ligand etkilesim

enter

eraction

analizi
r W Protein
W Protein Ligand
Ligand . = Water
Water Charge Center
Charge Center Aromatic Ring
Aromatic Ring Gen Metal lon
Metal fon
----- Hydrophobic Intgra ppases =< Hyciophobic i
— Hydrogen Bond — Hydrogen Bond
Yabanil Tip K104E-H235L
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.43
106 Val 3.82 100 Leu 3.87
106 Val 3.40 103 Lys 3.53
188 Tyr 3.56 106 Val 3.89
188 Tyr 3.36 106 Val 3.59
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.73
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.54
318 Tyr 3.87 229 Trp 3.72
234 Leu 3.51
Hidrojen Baglari Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 3.67
101 Lys 3.76 101 Lys 2.03

Bu etkilesimler sonucunda yabanil tip (-10.6) ve K104E-H235L mutant tipinin ayni

baglanma skoruna (-10.6) sahip oldugu dustnulmektedir.
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Yabanil Tip — V179l

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile V1791 mutasyonu

karsilastinldiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino asidiyle yeni iki

hidrofobik etkilesimin olustugu ve Lys101 amino asidiyle bir hidrojen baginin

ortadan kalktigi, diger etkilesimde olan amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A

uzakhgindan dusuk degerde degisime ugradigi analiz edilmistir (Cizelge 5.15).

Cizelge 5.15. Yabanil Tip ve V1791 mutant tip protein ligand etkilesim analizi

Yabanil Tip

W Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Centq
Metal fon
----- Hydrophobic Interacyi
— Hydrogen Bond

V1791

m Protein
Ligand
Water
Charge Center
Aromatic Ring Centt
Metal fon
----- Hydrophobic Interad
— Hydrogen Bond

.3

Yion

Hidrofobik Etkilesim

Hidrofobik Etkilesim

Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.70
106 Val 3.82 100 Leu 3.80
106 Val 3.40 103 Lys 3.73
188 Tyr 3.56 106 Val 3.63
188 Tyr 3.36 106 Val 3.98
229 Trp 391 188 Tyr 3.81
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.37
318 Tyr 3.87 229 Trp 3.66

234 Leu 3.84
318 Tyr 3.78
Hidrojen Baglan Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.21
101 Lys 3.76

Bu degisen etkilesimler sonucunda yabanil tipe (-10.6) oranla V179l mutant

tipinin daha az bir baglanma skoruna (-9.6) sahip oldugu dusunulmektedir.
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Yabanil Tip — S191F

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile S191F mutasyonu

karsilastinldiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 amino asidiyle yeni bir

hidrofobik etkilesimin olustugu, Trp229 amino asidiyle yeni iki tT-istif etkilesiminin

olustugu, Val106 amino asiti ve ETR’nin hidrofobik etkilesimlerinden birinin

ortadan kalkti§i diger etkilesimde olan amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A

uzakhgindan dusuk degerde degisime ugradigi analiz edilmistir (Cizelge 5.16).

Cizelge 5.16. Yabanil Tip ve S191F mutant tip protein ligand etkilesim analizi

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Centgr

Metal lon

- Hydrophobic Interacfioi

— Hydrogen Bond

W Protein
Ligand
Water
Charge Center

Aromatic Ring Centdr

Metal lon

""" Hydrophobic Interac{

— Hydrogen Bond
(pemendiuie)
Yabanil Tip S191F
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)

103 Lys 3.67 100 Leu 3.91
106 Val 3.82 103 Lys 3.65
106 Val 3.40 106 Val 3.55
188 Tyr 3.56 181 Tyr 3.97
188 Tyr 3.36 188 Tyr 3.43
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.54
234 Leu 3.73 229 Trp 3.63
318 Tyr 3.87 234 Leu 3.67

318 Tyr 3.68

Hidrojen Baglari Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.43
101 Lys 3.76 101 Lys 5.36
m-istifleri
229 Trp 5.11
229 Trp 5.36

Bu etkilesimler sonucunda yabanil tip (-10.6) ile S191F mutant tip karsilastiginda

birbirine yakin bir baglanma skoruna (-10.5) sahip oldugu dusinulimektedir.
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Yabanil Tip — L228R

Protein ligand etkilesimi analizi sonuglarinda yabanil tip ile L228R mutasyonu
kargilastinldiginda mutant model etkilesiminde; Leu100 ve Tyr181 amino asidiyle
yeni bir hidrofobik etkilesimlerin olustugu, Trp229 amino asidiyle yeni iki Tr-istif
etkilesiminin olustugu, Val106 amino asiti ve ETR’nin hidrofobik etkilesimlerinden

birinin ortadan kalktigi diger etkilesimde olan amino asitlerle uzakliklarinin 0.5 A

uzakhgindan dusuk degerde degisime ugradigi analiz edilmistir (Cizelge 5.17).

Cizelge 5.17. Yabanil Tip ve S191F mutant tip protein ligand etkilesim analizi

m Protein W Protein
Ligand Ligand
Water e
Charge Center Charge Center
Aromatic Ring Cente! Aromatic Ring Cente
Metal lon Metal lon
----- Hydrophobic Interactipn -« Hydrophobic Interacti
— Hydrogen Bond — Hydrogen Bond
m-Stacking
(perpendicular)
Yabanil Tip L228R
Hidrofobik Etkilesim Hidrofobik Etkilesim
Konum Amino Asit Uzaklik (A) Konum Amino Asit Uzaklik (A)
103 Lys 3.67 100 Leu 3.87
106 Val 3.82 103 Lys 3.61
106 Val 3.40 106 Val 3.57
188 Tyr 3.56 106 Val 3.99
188 Tyr 3.36 181 Tyr 3.96
229 Trp 3.91 188 Tyr 3.46
234 Leu 3.73 188 Tyr 3.50
318 Tyr 3.87 229 Trp 3.62
234 Leu 3.71
318 Tyr 3.70
Hidrojen Baglari Hidrojen Baglari
101 Lys 2.22 101 Lys 2.07
101 Lys 3.76 101 Lys 3.11
m-istifleri
229 Trp 5.21
229 Trp 5.33

76

=1



Bu etkilesimler sonucunda yabanil tip, (-10.6) ve L228R mutant tipinin ayni

bagdlanma skoruna (-10.6) sahip oldugu dusunutlmektedir.

5.4. Hucre Kiltura Sonuglari

Hucre kulturt galigmalarindan numune yetersizligi sebebiyle istatistiksel olarak

anlamli sonuglar elde edilememisgtir.

5.5. Sonuglarin Tartigiimasi

Homoloji modelleme, molekuler yerlestirme ve protein ligand etkilesim analizi
¢alismalarinin  sonuglari birlikte degerlendirildiginde; dusuk dizey viremili
hastalardan elde edilen suslarin HIV-RT proteininde saptanan S191F, K104E —
H235L, K102Q, K104Q mutasyonlarinin ETR’ye kargi direng gostermedigi,
diguk duzey viremi durumunun bu mutasyonlar sebepli olmadigi (Vardhanabhuti
ve digerleri, 2015, Li ve digerleri, 2012, Fleming ve digerleri, 2019), virolojik
basarisizlik sebebiyle dusuk duzey viremiye sebep olabilecegi disunulmektedir

(Laprise ve digerleri, 2013).

2010 yilinda Lai M.T. ve arkadaslarinin yaptid1 hucre kultira g¢alismalarinda
S191F (Lai ve digerleri, 2010) tek basina diren¢g gostermedigi, Telwatte S. ve
arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis oldugu bir calismada K104 polimorfizmlerinin
dirence sebep olabileceginin dugunuldugu, K102Q mutasyonunun direng ile
iligkili olmadigi ancak Hachiya A. ve arkadaslarinin 2004 yilinda yaptigi bir
¢alismada K102R mutasyonunun diger mutasyonlarla beraber direng gosterdigi
literatirde yer almaktadir. H235L mutasyonunun direng ile iligkili oldugu bir
calisma bulunmamaktadir. Literatur caligmalari ve yaptigimiz analiz sonuglari
g6z o6nune alindiginda HIV-RT proteininde saptanan S191F, K104E — H235L,
K102Q, K104Q mutasyonlarinin ETR’ye karsi direng gelistiremeyecegi bu

sebeple dusuk duzey viremi durumuna yol agamayacagi dusunulmektedir.
Vingerhoets J. ve arkadaslarinin 2010 yilinda yapmis oldugu bir galismada A98S

mutasyonun ayni susta baska bir NNRTI mutasyonuyla beraber dirence yol

acgabilecegi, A98G mutasyonunun (Stanford Veri Bankasi, Rhee ve digerleri,
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2023, Vingerhoets ve digerleri, 2010) diger mutasyonlarla beraber dirence yol
actigi bildirilmigtir. V179 yuksek mutasyona sahip bir bdlgedir, V179D/E/F/LIT
mutasyonlarinin dirence sebep olabilecegdi bildirilmistir (Dwivedi ve digerleri,
2022, Stanford Veri Tabani, ). Dwivedi R. ve arkadaslarinin 2022 yilinda yapmig
olduklar bir hucre kulturd galismasinda V1791 mutasyonun tek basina yabanil
tiple yakin bir ila¢ duyarlihgina sahip oldugu ancak Y181 mutasyonlariyla beraber
NNRT inhibitérlerinden biri olan rilpivirine kargi direng gosterdigi, Marcelin ve
arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklari bir biyoinformatik analiz ¢aligmasinda;
ozellikle, V179 konumundaki degisiklikler ETR direnci igin onemli goruldugunu,
V1791/L mutasyonlarinin diger mutasyonlarla direng ile iliskilendirilebilecegini, bu
mutasyonlarin fenotipik duyarlihgi azalttigi bildirmistir. Literatir ¢alismalari ve
yaptigimiz analiz sonuglari goéz onune alindiginda HIV-RT proteininde saptanan
A98S ve V1791 mutasyonlarinin ETR’ye karsi direng tek basina dusuk diuzeyde
direng goOsterebilecegi, kombine bir durumda ise yuksek dirence yol agabilecegi

dusunulmektedir.
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