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Oz

Amagc: Calismamizda SARS-CoV-2’nin 13 amino asit uzunlugundaki yapisal olmayan protein 11 (Nsp11) proteininin belirli HLA serotiplerine sahip bireylerde otoimmiin
tizerinden reaksiyon olusturma riski tagtyabilecek peptitlerinin varliginin arastirilmasi hedeflenmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Bu amagla, Nspll kaynakli peptitlerin 12 insan I6kosit antijeni (HLA) alleline baglanma afiniteleri NetMHCcons ve NetCTLpan ile tahmin edildi.
Kuvvetli baglanan ya da epitop olarak tahmin edilen peptitler blastp ile insan proteomunda arastirildi. Ortiisme bulunan peptidi iceren dizinin Nsp11 peptidi ile ayni HLA
alleline kuvvetli baglanmasi olup olmadigina aym sekilde bakildi.

Bulgular: Nspl1 kaynakli peptitlerin birinin HLA-B*15: 01 alleline kuvvetli baglandig1 ve digerinin HLA-A*01:01 alleline baglanan sitotoksik T lenfositi (CTL) epitopu
oldugu tahmin edildi. Peptitlerin blastp arama sonuglarinda immiinoglobiilin agir zincir birlesme blgesi (MOP92462.1) ile Grtiisme sonucu iist bolgede gozlendi. Ortiisen
peptidi igeren diziye ait bir peptidin HLA-B*15:01 alleline baglanan CTL epitopu oldugu tahmin edildi.

Sonug: Sonuglar, HLA-B*15:01 alleline sahip bireylerde SARS-CoV-2 enfeksiyonu otoimmiin reaksiyon riskini artirabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, molekiiler taklit, otoimmiinite, insan l6kosit antijeni

Abstract

Objective: In our study, it was aimed to investigate the presence of peptides of the 13 amino acids-long non-structural protein 11 (Nspl1) of SARS-CoV-2 that may be
associated with the higher risk of autoimmune reactions in individuals with certain HLA serotypes.

Materials and Methods: For this purpose, the binding affinities of Nsp11-derived peptides to 12 major histocompatibility complex (MHC) supertype representative human
leukocyte antigen (HLA) alleles were predicted by NetMHCcons and NetCTLpan. Strongly binding or predicted epitope peptides were sought in human proteome by blastp.
Whether the sequence containing the overlapping peptide had a strong binding affinity to the same HLA allele as the Nsp11 peptide was also checked.

Results: One of the Nspl1-derived peptides was predicted to be strongly bound to the HLA-B*15:01 allele and the other to be the cytotoxic T lymphocyte (CTL) epitope
that binds to the HLA-A*01:01 allele. Alignment result with immunoglobulin heavy chain junction region (MOP92462.1) appeared on top within the blastp search results
for peptides. A peptide of the sequence containing the overlapping peptide was predicted to be the CTL epitope that binds to the HLA-B*15:01 allele.

Conclusion: The results indicate that individuals with the HLA-B*15:01 allele may have a risk of autoimmune reactions from SARS-CoV-2 infection.

Keywords: SARS-CoV-2, molecular mimicry, autoimmunity, human leukocyte antigen

Giris farkli seyredebilen patolojisi hakkinda bilinenler sinirlidir.
Patojen proteinleri ile insan proteinleri arasindaki benzer-

Bir yili agkin siiredir devam eden COVID-19 salgini- likler, risk tagiyan bireylerde infeksiyon durumunda mole-
nin bu gorece kisa siire zarfinda yarattigr tiim maddi ve kiiler taklit mekanizmasi ile otoimmiin reaksiyon riski
manevi yikimlarla orantili olarak bilimsel ¢alismalar da bu olusturabilmektedir."! Capraz reaksiyondan kaynaklanan
alanda yogunlagsmstir. Yine de hastaligin bireyler arasi cok olasi riskin énkosulu oldugunun gosterildigi calismalardaki™
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gibi benzerliklerin SARS-CoV-2 ve insan proteinleri ara-
sinda da incelenmesi olasidir. SARS-CoV-2 ile yapilan
ilgili caligmalarda, viriisiin spike glikoproteini ile insan
surfaktan proteini ve ilgili proteinleri arasinda homolog
diziler bulunmustur.® Hastalikli bireylerdeki akciger ve
hava yollarinin patofizyolojisinin bu benzerliklerle iliskili
oldugu ileri siiriilmiistiir.®’ Insan dig1 primatlarla SARS-
CoV-2 dahil olmak iizere patojenler arasindaki heptapeptit
paylagiminin insanlarda oldugu kadar yiiksek olmamasi
nedeni ile tiim SARS-CoV-2 antijenlerine dayanan agilarin
bu olasi risklerinin insan dis1 primatlar tizerindeki as1 test-
leri ile ortaya ¢ikmasi olasiliginin daha az oldugu belirtil-
mistir.”! Caligmalar sonucunda, SARS-CoV-2 spike gli-
koproteini bazli agilari test etmek icin “yash farelerin”
uygun olabilecegi sonucuna varmuglardir.'” Molekiiler
taklit konusunda bagka calismalar da mevcuttur: Ornegin,
SARS-CoV-2 proteomu ile insan beyin sap1 solunum pace-
maker proteinleri'''! ve de insan 1s1 soku proteinleri 90 ve
6012 arasinda; SARS-CoV-2 proteinleri ile insandaki koku
reseptorii 7D4, poli ADP-riboz polimeraz aile iiyesi 9 ve
de soliit tagiyici ailesi 12 iiye 6 proteinleri arasinda peptit
ortakligi bildirilmigtir."¥ Lyons-Weiler!"¥ ise, SARS-
CoV-2 proteomunun immiinojenik epitoplar1 ile insan
proteomunu kargilastirmig ve insanda benzer diziler barin-
diran proteinlerin igerdigi yollar ve belirtildikleri dokular:
analiz ederek, SARS-CoV-2’nin immiinojenik peptitleri-
nin 1/3’iinden fazlasiin, adaptif immiin sistem icin 6nem-
li proteinlerle homolojiye sahip oldugunu bulmustur.
Kanduc!™ ise, immiinojenik SARS-CoV-2 peptitlerine
homolog diziye sahip insan peptitleri lizerinden otoimmii-
nite ile iligkilendirilebilecek cesitli bozukluklara isaret
etmis ve hastalarin serumlarinin insan peptitlerine karsi
olugmus otoantikorlar agisindan incelenmesini dnermistir.

Peptitler, antijenlerin islenmesi ile olugup immiin yani-
t1 uyarmak icin T hiicrelerine major doku uygunluk komp-
leksi (MHC) isimli molekiiller tarafindan sunulmaktadir-
lar."" Ornegin, insan 16kosit antijeni- (HLA-)DRB1%04:01
ifadesi olan hastalar, siddetli romatoid artrit formundan
daha sik muzdariptirler ve bununla baglantili olarak, HLA-
DRB1*#04:01, E. coli 1s1 soku proteini ortak bir pentamere
sahiptir.® Bu enterobaktere maruz kaldiklarinda HLA-
DRB1*04:01°li romatoid artrit hastalari icin potansiyel bir
risk dogurabilmektedir. Patojen ve insan proteinlerinin
peptit benzerliklerinin diger ornekleri sistemik lupus
eritematozus,'? sistemik skleroz!"¥! ve primer biliyer
kolanjitte de!” mevcuttur. Onceki yillarda yapilan
caligmalarda,?*2! SARS-CoV-2 ile iligkili olan SARS’a
karst ise HLA-B*46:01°in?* ve HLA-B*07:03’{in?!
duyarliliga yol ac¢tigi bulunmustur?”. Nguyen ve ark.*
SARS-CoV-2 proteomunun tiim 8-12mer peptitleri ile
tizerinde ¢aligtiklart HLA allellerinin peptit baglanma ara-
lig1 ile temsil seviyelerine bakmis ve ayrica MHC allel
baglanma afiniteleri yliksek olan korunmus proteom bol-
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gelerinin pozitif veya negatif se¢ilim baskis1 altinda olma-
diklarini belirtmiglerdir. Warren ve Birol?!, Cin’den 5
COVID-19 hastasinin bronkoalveolar lavaj sivist 6rnekle-
rinin transkriptom dizileme verilerinden HLA sinif I ve II
allellerinin tahminini gergeklestirilmis ve 4 ornekte, HLA
sinif I alleli A*24:02 ile HLA sinif II allelleri DPA1%02:02
ve DPB1*#05:01°’1 tamimlanmigtir. Yazarlar belirledikleri
allelleri ilgili popiilasyonda o allellerin sikligiyla da
karsilagtirmiglardir®!.  Saptanan allellerden HLA-
A*24:02’nindiyabetle®?*, DPA1#02:02ve DPB1*05:01’in
ise Graves’®% ve narkolepsi®! ile iligkili oldugu belirtmis-
tir.24 DPB1*05:01’in Asyalilarda kronik hepatit B!%% ile
iligkili oldugu da soylenmistir.?* Bizim 6nceki calismala-
rimizda dat®-7 HLA-A*24:02 6n plana ¢ikmustir.

Bagta da belirtildigi gibi COVID-19’un patolojisi hak-
kinda bilinenler sinirli ve bilinen kadari ile bagisiklik ile
iliskisi de karmasik, cok yonliidiir.?% Hastalig1 ¢ok agir
geciren COVID-19’lu hastalarin  otoimmiin durumlarda
tanimlandig1 gibi ekstrafolikiiler B hiicresi aktivasyonunun
ayirict Ozelliklerini gosterdikleri belirtilmigtir.* SARS-
CoV-2’nin molekiiler taklit yoluyla stres kaynakli otoimmii-
niteyi tetikledigi hipotezi 6ne siiriilmiistiir.*> COVID-
19°daki otoenflamatuvar ve otoimmiin kosullar gozden
gecirildiginde molekiiler taklit, ‘bystander’ aktivasyonu gibi
mekanizmalarla baglantili olabilecekleri belirtilmisgtir.!*)
SARS-CoV-2 spike protein antikoru*” ile giicli immiin
capraz reaksiyonlar, duyarli kisilerde molekiiler taklit yoluy-
la otoimmiinite riskine isaret etmektedir.*® Lucchese® ise,
COVID-19 hastalarinin beyin omurilik sivilari tizerindeki
calisma sonuglarmin otoimmiinitenin gostergesi oldugu
sonucunu yaymlamustir. Calismamiz, so6z edilen ¢caligmalar-
la ilgili ve de paralel olarak, SARS-CoV-2’nin proteomunda
bulunan 13 amino asit (aa) uzunlugundaki yapisal olmayan
protein 11 (Nspll) ile molekiiler taklit tizerinden yatkin
bireylerde gelisebilecek otoimmiin reaksiyon riskine dair-
dir.

Gerec¢ ve Yontem

SARS-CoV-2 proteomunda bulunan, tek aa kodu ile
SADAQSFLNGFAV dizisine sahip Nspll
(YP_009725312.1) ve NetMHCcons 1.1 kullanilarak 12
adet MHC siiper tip temsilcisi HLA allelinin baglanma
afinitelerinin tahminleri yapilmistir. On iki MHC siiper tip
temsilcisi listesi su sekildedir: HLA-A*01:01, HLA-
A*02:01, HLA-A*03:01, HLA-A*24:02, HLA-A*26:01,
HLA-B*07:02, HLA-B*08:01, HLA-B*27:05, HLA-
B*39:01, HLA-B*40:01, HLA-B*58:01, HLA-B*15:01.
NetMHCcons 1.1%1 NetMHC 4.0°155°31 NetMHCpan
4.1°i%% ve PickPocket 1.1°i%3, entegre eden bir aractir.
Tahminler sirasinda varsayilan parametreler kullanildi.
Varsayilan durumda, giiclii baglayici yiizde siralamasi igin
esik 0,5 ve zayif baglayicilar i¢in 2’dir. Yiizde siralamasi,
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ilgili web sitesinde (https://services.healthtech.dtu.dk/
service.php) aciklandig: gibi, 400.000 rastgele dogal pep-
tit iizerinde hesaplanan afinitelerin dagilimi ile karsilasti-
rilan tahmini baglanma afinitesinin yiizdelik dilimidir.
1-log50k (aff) olarak belirtilen nanomolar cinsinden afi-
nitenin 50.000 tabaniyla logaritmasinin farkidir. Sekiz ila
on ii¢ aa arasi peptit uzunluklari i¢cin tahminler tek sefer-
de bu peptit uzunluklarinin hepsini birden secerek ger-
ceklestirildi. NetMHC 4.0 kullanici ara yiiziinde, 11 aa
tizerindeki peptit tahminleri icin dikkatli degerlendirme
gerekliligi belirtilmistir. NetMHCcons 1.1 diginda ayrica
NetCTLpan 1.15% sitotoksik T lenfosit (CTL) epitoplari-
nin 8-11 aa uzunlugundaki peptitler icin tahmin edilme-
sinde kullanildi. Yontem, peptit MHC sinif I baglanmasi-
nin, proteozomal C terminal kesilmesinin ve antijen
isleme ile ilgili tagiyici (TAP) tasima verimliliginin tah-
minlerini entegre etmektedir. Bu yontemle de tahminler
varsayilan parametreler ile ve 12 MHC siiper tip temsil-
cisi i¢in yapildi. Varsayilan peptit uzunlugu olan 9 (aa)
haricinde 8, 10 ve 11 (aa) ile de ayr1 ayr1 tahminler yapil-

di. Kuvvetli baglanma tahmini yapilan peptitlerin blastp>
ile insan proteomundaki arama islemi NCBI’de’® ger-
ceklestirildi. Blastp aramasi sirasinda arama Homo sapiens
(taxid:9606) ile sinirlandirildi ve yine varsayilan para-
metreler kullanildi, zaten program kisa diziler i¢in para-
metreleri optimize etmektedir. Bu islemin hizalanma/
ortiisme sonuglarinda fonksiyonel olarak da tanimli bir
protein ya da peptit igeren iist sonugtaki ortiisen peptidin
de sorgu dizisiyle aynt HLA alleline kuvvetli baglanma
egilimi olup olmadigina bakildi. Ancak, gerekirse diger
allellerin sonuclarini da karsilagtirabilmek icin Ortiisen
peptidin tahmin iglemi de 12 MHC siiper tip temsilcisinin
hepsi icin yapildi.

Bulgular

Tablo 1 ve Tablo 2°de, Nsp11 sekansi i¢in NetMHCcons
ve NetCTLpan ile kuvvetli baglanma ve epitop olarak
tahmin edilen bulgular, ilk elde edilen bulgular igerisinde
(Sekil 1, Sekil 2) gosterilmistir.

Tablo 1. Nspl1 sekans: ile NetMHCcons tahmini sonucu kuvvetli baglanma bulunan peptit.

Konum Allel Peptit Kimlik 1-log50k (aff) Afinite (nM) % sira
3 HLA-B*15:01 AQSFLNGF Nspll 0.665 37.31 0.40
Tablo 2. Nsp11 sekansi ile NetCTLpan tahmini sonucu epitop olarak bulunan peptit.

N* Protein ad1 Allel Peptit MHC* TAP* Kesim* Birlesik* % sira*
0 Nspll HLA-A*01:01 SADAQSFLNGF 0.33800 2.31600 0.67618 0.54804 0.80

* N: Tahmin numarasi, MHC: Major doku uygunluk (histokompatibilite) kompleksi tahmin puani (1-log50K (aff)), TAP: TAP tahmin puani, Kesim: Kesim
tahmin puani, Birlesik: Birlegik tahmin puant, % sira: 1000.000 rastgele dogal 9mer peptit setine gore tahmin skorunun yiizde cinsinden siralamast.

pos Allele peptide TIdentity 1-log50k(aff) Affinity (nM) %$Rank BindingLevel
0 HLA-B15:01 SADAQSFL nspll 0.080 21040.32 50.00
1 HLA-B15:01 ADAQSFLN nspll 0.056 27131.77 50.00
2 HLA-B15:01 DAQSFLNG nspll 0.059 26407.71 50.00
| 3 HLA-B15:01 AQSFLNGF nspll 0.665 37.31 0.40 <=SB
4 HLA-B15:01 QSEFLNGFA nspll 0.114 14485.65 32.00
5 HLA-B15:01 SFLNGFAV nspll 0.104 16140.90 32.00
0 HLA-B15:01 SADAQSFLN nspll 0.051 28951.56 50.00
1 HLA-B15:01 ADAQSFLNG nspll 0.094 18082.85 50.00
2 HLA-B15:01 DAQSFLNGF nspll 0.115 14329.76 32.00
3 HLA-B15:01 AQSFLNGFA nspll 0.272 2635.42 8.00
4 HLA-B15:01 QSFLNGFAV nspll 0.169 7989.04 15.00
0 HLA-B15:01 SADAQSFEFLNG nspll 0.048 29906.73 50.00
1 HLA-B15:01 ADAQSFLNGEF nspll 0.248 3398.41 9.00
2 HLA-B15:01 DAQSFLNGFA nspll 0.047 30068.96 50.00
3 HLA-B15:01 AQSFLNGFAV nspll 0.405 625.01 4.00
0 HLA-B15:01 SADAQSFLNGF nspll 0.147 10136.12 32.00
1 HLA-B15:01 ADAQSFLNGFA nspll 0.097 17505.31 50.00
2 HLA-B15:01 DAQSFLNGFAV nspll 0.067 24218.04 50.00
0 HLA-B15:01 SADAQSFL nspll 0.080 21040.32 50.00
1 HLA-B15:01 ADAQSFLN nspll 0.056 27131.77 50.00
2 HLA-B15:01 DAOSELNG nspll 0.059 26407.71 50.00
I 3 HLA-B15:01 AQSFLNGF nspll 0.665 37.31 0.40 <=SB
4 HLA-B15:01 QSFLNGFA nspll 0.114 14485.65 32.00

Sekil 1. Nspl11 sekansi icin NetMHCcons ile kuvvetli baglanma tahmininin ekran goriintiisii.
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Training and Evaluation Data Downloads

NetCTLpan-1.1 Server Output - DTU Health Tech

# NetCTLpan version 1.1

# Peptide length 11
# NetCTLpan predictions for HLA-A*01:01 allele.

i

N Sequence Name Allele Peptide MHC TAP Cle Comb___%Rank

I 0 nspll HLA-A*01:01 SADAQSFLNGE 0.33800 2.31600 0.67618 0.54804 0.80 <-E I
1 nspll HLA-A*01:01 ADAQSFLNGFA 0.03600 -0.62800 0.21630 0.00897 50.00
2 nspll HLA-A*01:01 DAQSFLNGFAV 0.07700 0.17300 0.81362 0.26439 16.00

Number of MHC ligands 1 identified. Number of peptides 3. Allele HLA-A*01:01. Protein name nspll

Link to Allele Frequencies in Worldwide Populations HLA-A*01:01

# NetCTLpan predictions for HLA-A*02:01 allele.

Sekil 2. Nsp11 sekanst icin NetCTLpan ile epitop olarak tahmin edilen sonucun ekran goriintiisii.

Descriptions Graphic Summary m Taxonomy

Alignment view | Pairwise v @ Download

100 sequences selected 0

& Downloadv  GenPept Graphics

¥ Next <4Descriptions

immunoglobulin heavy chain junction region [Homo sapiens]

Sequence ID: MOP92462.1 Length: 13 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 10 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives

22.3 bits(45) 16 6/6(100%) 6/6(100%)

Query 3 SFLNGF 8
SFLNGF
Sbjct 5 SFLNGE 10

& Download v  GenPept Graphics

hCG1813608 [Homo sapiens]
n Sequence ID: EAW78350.1 Length: 72 Number of Matches: 1

Gaps
0/6(0%)

¥ Next A Previous <4Descriptions

[= Feedback

Sekil 3. AQSFLNGF sekansinin insanla sinirlandirarak yapilan blastp aramasinin tist sonu¢ ekran goriintiisti.

NetMHCcons ile kuvvetli olarak HLA-B*15:01 alleli-
ne baglandig1 tahmin edilen peptit, 9 aa uzunlugundadir
(Tablo 1). NetCTLpan ile CTL epitopu olarak tahmin edi-
len ve HLA-A*01:01 alleline baglanan peptit ise 11 aa
uzunlugundadir (Tablo 2).
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NetMHCcons ve NetCTLpan ile belirlenen peptitlerin
insan (H. sapiens) ile sinirlandirarak blastp aramalart yapil-
d1. Her ikisinde de fonksiyonel olarak da tanimli bir peptit olan
IgG agir zincir birlesme bolgesi (MOP92462.1) {ist sonugtaki
ortiisen peptide sahip olarak saptand1 (Sekil 3, Sekil 4).
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Descriptions Graphic Summary Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | @ [Restore defaults Download

99 sequences selected 9

& Download v  GenPept Graphics ¥ Next <«Descriptions

hCG1813608 [Homo sapiens]
Sequence ID: EAWT78350.1 Length: 72 Number of Matches: 1

Range 1: 37 to 47 GenPept Graphics
Score Expect Identities Positives Gaps
24.4 bits(50) 7.6 8/11(73%) 9/11(81%) 1/11(9%)

Query 2 ADAQ-SFLNGF 11
AD + SFLNGF
Sbjct 37 ADSHLSFLNGF 47

& Download v GenPept Graphics ¥ Next & Previous <«Descriptions

immunoglobulin heavy chain junction region [Homo sapiens]
Sequence ID: MOP92462.1 Length: 13 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 10 GenPept Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps

22.3 bits(45) 27 6/6(100%) 6/6(100%) 0/6(0%)

Query 6 SFLNGF 11
SFLNGF
shjct 5  SFLNGF 10 [= Feedback

Sekil 4. SADAQSFLNGF sekansinin insanla sinirlandirarak yapilan blastp aramasinin tist sonu¢ ekran goriintiisii.

Tablo 3. MOP92462.1 sekansi ile NetCTLpan tahmini sonucu epitop olarak bulunan peptit.

N Protein adi Allel Peptit MHC TAP Kesim Birlesik % sira
0 MOP92462.1 HLA-B*15:01 CARDSFLNGF 0.53300 2.64400 0.95893 0.81486 0.80
# N Sequence Name Allele Peptide MHC TAP Cle Comb  %Rank
0 MOP92462.1 HLA-B*58:01 CARDSFLNGF 0.31900 2.64400 0.95893 0.60086 1.50
1 MOP92462.1 HLA-B*58:01 ARDSFLNGFD 0.00300 -1.64800 0.03090 -0.03125 50.00
2 MOP92462.1 HLA-B*58:01 RDSFLNGEFDF 0.09200 2.62100 0.84583 0.34784 8.00
3 MOP92462.1 HLA-B*58:01 DSFLNGFDEW 0.50800 0.85300 0.85607 0.72194 0.80 <-E

Number of MHC ligands 1 identified. Number of peptides 4. Allele HLA-B*58:01. Protein name MOP92462.1

Link to Allele Frequencies in Worldwide Populations HLA-B*58:01

# NetCTLpan predictions for HLA-B*15:01 allele.

# Sequence Name Allele Peptide MHC TAP Cle Comb  %$Rank
MOP92462.1 HLA-B*15:01 CARDSFLNGF .53300 2.64400 .95893 0.81486 0.80 <-E |
MOP92462.1 HLA-B*15:01 ARDSFLNGFD .01200 -1.64800 .03090 -0.02225 50.00

MOP92462.1 HLA-B*15:01 RDSFLNGEDF .17000 2.62100 .84583 0.42584 9.00
MOP92462.1 HLA-B*15:01 DSFLNGFDEW .08100 0.85300 .85607 0.29494 32.00

w N =jolz
o o ojo
o o ofo

Number of MHC ligands 1 identified. Number of peptides 4. Allele HLA-B*15:01. Protein name MOP92462.1

Link to Allele Freauencies in Worldwide Populations HLA-B*15:01
Sekil 5. CARDSFLNGFDFW i¢in NetCTLpan ile epitop olarak tahmin sonucu ekran goriintiisi.
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Tablo 4. Nsp!1 sekansi ile HLA-B*15:01 alleli i¢in NetCTLpan tahmini sonucu.
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N Protein adi Allel Peptit

MHC TAP Kesim Birlesik % sira

0 Nspll HLA-B*15:01 AQSFLNGF

0.57600 2.61100 0.67618 0.79341 1.00

Number of MHC ligands 0 identified. Number of peptides 6. Allele HLA-B*58:01.

Protein name nspll

Link to Allele Frequencies in Worldwide Populations HLA-B*58:01

# NetCTLpan predictions for HLA-B*15:01 allele.

# N Sequence Name Allele Peptide MHC TAP Cle Comb  %Rank
0 nspll HLA-B*15:01 SADAQSFL 0.07900 0.73600 0.39502 0.18628 50.00
1 nspll HLA-B*15:01 ADAQSFLN 0.02800 -1.40800 0.05336 0.00481 50.00
2 nspll HLA-B*15:01 DAQSFLNG 0.04100 -1.53700 0.07992 0.02056 50.00

I 3 nspll HLA-B*15:01 AQSFLNGE 0.57600 2.61100 0.67618 0.79341 1.00 I
4 nspll HLA-B*15:01 QSFLNGFA 0.14200 -0.21600 0.21630 0.18527 50.00
3 nspll HLA-B*15:01 SFLNGFAV 0.11000 0.50400 0.81362 0.30366 32.00

Number of MHC ligands 0 identified. Number of peptides 6. Allele HLA-B*15:01.

Protein name nspll

Link to Allele Frequencies in Worldwide Populations HLA-B*15:01

Sekil 6. Nspll sekansi ile HLA-B*15:01 alleli icin NetCTLpan tahmin sonucu epitop olarak tahmin edilmeyen sonuglar arasinda % siralamasi esik

degerinde olan sonucun ekran goriintiisii.

IgG agir zincir birlesme bolgesi (MOP92462.1)
CARDSFLNGFDFW dizisine sahip olarak bulundu ve bu
dizinin SARS-CoV-2 Nspl1 proteini ile ortiisen SFLNGF
sekansi ile degil tamami ile NetMHCcons ve NetCTLpan
tahminleri yapildi. NetCTLpan’a gore CTL epitopu olarak
tahmin edilen ve HLA-B*15:01 alleline baglanan IgG agir
zincir birlesme bolgesi (MOP92462.1) peptiti 10 aa uzun-
lugundadir (Tablo 3, Sekil 5).

SARS-CoV-2 Nspll proteininin HLA-B*15:01 alleli
icin NetCTLpan tahmin sonuglarinda ytizde siralamasi en
diisiik olan sonug, esik degeri olan %1 degerine sahip ola-
rak bulundu (Tablo 4, Sekil 6).

Sonug¢

Bu ¢alismamizda, gorece daha az ¢alismig ve belirli bir
fonksiyonla iligkilendirilmemis 13 aa uzunlugundaki
SARS-CoV-2 Nspl1 proteininin belirli HLA serotiplerine
sahip bireylerde otoimmiin reaksiyon olusturma riski tasi-
yabilecek peptitlerinin varligr arastirildi. Bu amagla
NetMHCcons ve NetCTLpan araglari kullanildi. Bu tah-
minlerinin yapildig: araglarin bilgilendirme sayfalarinda
15 aa uzunlugunun altindaki girdilerin hesaplanmayacagi
belirtilse de 8 aa uzunluga kadar olan tahminlerin igleme
almmmakta oldugu rastgele bir peptit dizisi ile test edildigin-
de goriilebilmektir. NetMHCcons, 4-11 bolgesinin HLA-
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B*15:01 alleline kuvvetli baglandigr tahmin edildi.
NetCTLpan ise 1-11 bolgesinin HLA-A*01:01 alleline
baglanan CTL epitopu olarak tahmin etti. Biri digerini
kapsayan her iki bolge de insan proteomu ile sinirlanarak
blastp ile arandiginda 5-10 bolgesi SARS-CoV-2 Nspll
proteininin 6-11 bolgesi ile ortiisen IgG agir zincir birles-
me bolgesi (MOP92462.1) iist sonug olarak elde edildi.
IgG agir zincir birlesme bolgesinin ise 1-10 bolgesi
NetCTLpan ile HLA-B*15:01 alleline baglanan CTL epi-
topu olarak tahmin edildi. Ayni allel (HLA-B*15:01),
SARS-CoV-2 Nspl1 proteini ve onunla drtiigen 6 aa iceren
IgG agir zincir birlesme bolgesi i¢in farkli araglar tarafin-
dan tahmin edilmis olsa da SARS-CoV-2 Nspl1 proteini-
nin HLA-B*15:01 alleli i¢cin NetCTLpan tahmin sonugla-
rinda yiizde siralamasinda esik degeri olan 1 degeri goriil-
mektedir. Bu veri sinirda oldugundan anlamli olarak kabul
edildi. Sonu¢ olarak, bu calismamizda, HLA-B*15:01
alleline sahip bireylerde SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
otoimmiin reaksiyon riski barindirabilecegi diisliniilmiis-
tiir. Parametrelerle birlikte daha az sinirlayici bir ¢alisma
yapilir ise konsept kanitt niteliginde daha ¢ok bulgu elde
edilebilir.

Homolog bolgeler ile aynt HLA alleline giiclii baglan-
ma afinitesine sahip homolog peptitler, otoimmiin reaksi-
yon riskine sahiptir."’%3 Ancak biyolojik ortamda molekii-
ler etkilesimlerin kendine 0zgii, cevresel faktorlere karsi
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duyarli dogasindan dolay1 peptitler arasindaki benzerlik
diizeyi formiile edilememektedir. Trost ve ark.[¥ bakteri-
lerle insan proteomlar arasinda ortak heptapeptit sayisinin
fazlaligimmi bildirmistir. Buna karsilik, antikor olusturan
patojen proteinleri insan proteinlerinden farklidir.*¥ Bu da
otoimmiinite s6z konusu oldugunda tek kriterin benzerlik
olamayacagini  gostermektedir.” Kendini kendi-
olmayandan ayirt edebilmek de s6z konusudur.' Ayrica,
capraz reaksiyona giren T hiicrelerinin veya antikorlarin
varlig1, epidemiyolojik olarak bir iligkinin olmasinin yani
sira, otoimmiin bir hastalifin bir denekte olusturulan
modelinde ¢aligmamizda gosterdigimiz tiirden benzerlik-
lerin gosterilmesi gerekir. Hayvan modellerinde otoimmiin
reaksiyonlar gozlenmis olsa da diger iki kriteri saglamak
zordur.!®%¢67 Bu gdzlemlerin yapilabilecegi hayvan
modellerinin sinirli olmast da ayr1 bir dezavantajdir. Her
kosulda, belirli patojenlerin varligi durumunda gelisecek
immiin reaksiyonla iligkili otoimmiinite riski barmdiran
HLA serotiplerine isaret eden ¢alismalarin, yukarida one-
rilen tipten calismalarla desteklenmeleri gereklidir.
Ancak, genetik yatkinlig1 olan kisilerde adjuvan asilarin
olast capraz reaksiyonlar sonucu otoimmiin reaksiyon
gelisimini tetikleyebilecegi ya da kolaylastirabilecegi
g6z oniinde bulundurulmali,'® bu tip asilar ile insan pro-
teomu arasindaki homolojiler incelenmeli,!®-71$19 klinik
aragtirmalara dahil edilecek bireyler, HLA allelleri agi-
sindan farkli kisiler olmalidir. HLA tiplemesinin ilgili
klinik aragtirmalara ve COVID-19 testlerine uygulanmasi
da yararli olabilir.!?*
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