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Beyza SEREFOGLU®, Gizem YOLALAN®, Rabia CAKIR KOC’

Ozet

Yeni koronavirtsun (SARS-CoV-2) sebep oldugu Covid-19 pandemisi dunya
genelinde 4,3 milyon kisinin élumune ve 203 milyon kisinin hastalanmasina sebep
olmustur. Pandemiyi sonlandirmanin en etkili yolu asi gelistiriimesi ve etkin
astlamanin yapiimasidir. Tum dunyada ve Ulkemizde Covid-19'a yodnelik asi
gelistirme calismalari yapiimaktadir.

Geleneksel bir agi turd olan inaktif asilar, uzun yillar ¢alisiimig, guvenilir asilardir.
inaktive edilen virisiin immiin yanit olusturmasi esasina dayanir. Rekombinant
protein asilar, rekombinant DNA teknolojisi ile virGsin viral proteinlerini
sentezlemektedir. Viris benzeri yapilar (VLP) ile olusturulan asilar, virtsu taklit
ederek antijenik yaplyr tanitirlar. Adenovirls asilarinda antijen kodlayan genin
adenovirise entegre edilmesine dayanir. Sentetik peptit asilar, patojenin
immunojenik bolgesini taklit eden aminoasit dizilerinden olusur. mRNA asilarinda
ise amacg, viral proteinin insan hicresinde in vivo ekspresyonunun saglanmasidir. Bu
derlemede, Covid-19'a yonelik gelistirilen asilarin teknolojileri ve Gretim metotlari
avantaj ve dezavantajlari ile birlikte degerlendirilmistir.

Vaccines and Production Methods Developed
Against SARS-CoV-2

Berrak Giilgin BALABAN', Yigit TANYERF,
Begiim Kiibra TOKYAY?, Sezer iSLAMBEY*,
Beyza ,SEREFOG'LUS, Gizem YOLALANS, Rabia CAKIR KOC’

Abstract

Covid-19 pandemic that is caused by the novel coronavirus (SARS-CoV-2) has led to
203 million people to get sick and 4.3 million people to die all around the world. The most
effective way of ending the pandemic is developing vaccines and ensuring effective
vaccination.

Inactivated vaccines which have been studied for a long time are the most
conventional, trusted vaccine types. The way they generate immune response is through
their virus content within the inactivated vaccine. Recombinant protein vaccines
synthesize the viral proteins of the virus using the DNA technology. Virus like particles
(VLP), aim to introduce antigenic structure through mimicry. Adenovirus vaccines are
based on inserting the antigen-encoding gene into adenovirus. Synthetic peptide vaccines
consist of amino acid sequences that mimic the immunogenic region of the pathogen
with peptides. In mRNA vaccines, the aim is to provide in vivo expression of the viral
protein inside the human cell. In this review, technologies and production methods of
vaccines developed for Covid-19 were evaluated together with their distinct advantages
and disadvantages.
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1. Girig

SARS-CoV-2, 2019'un Aralik ayinda ilk olarak
Gin'in Wuhan sehrinde ortaya cikan, siddetli akut
solunum sendromuna ve Covid-19 pandemisine
sebep olan virustur. Covid-19 hastaliginin hizh ve
siddetli bir sekilde ilerleyisi nedeniyle Dunya
Saglk Orgutt (WHO) 30 Ocak 2020'de acil durum
ilan etmistir. Virts, Agustos 2021'e kadar yaklasik
203 milyon kisinin hastalanmasina ve 4,29 milyon
kisinin 8limune sebep olmustur (Zhao, Gao, Xiao,
Huang ve Wu, 2021). Covid-19 tedavisi i¢in ilag
yapilmis, bu
cahsmalardan “Remdesivir (Veklury)” ilaci harig
onay alan bir calisma olmamistir. Ancak Veklury,
12 yasindan buyulklere ve hastanede tedavi

gelistirme  calismalari ancak

olmasi gereken agir hastalara uygulanabildigi icin
kadar etkili
(Centers for Disease Control and Prevention,

Onleyici etmenler olamamistir
2020). Pandemi sureglerinde bulas ve 6lum
oranlarini azaltmanin en iyi yolu onleyici saglik
yéntemlerinden en &nemlisi olan asilamayi
Asl, bagisiklik sistemini
hastaliga karsi uyararak koruyucu antikor ve
hicresel yanit olusturan biyolojik bir Grinduar. Bu

kullanmaktir. insan

derlemede, onaylanmis ve klinik asamada olan
farkl teknolojilerine  sahip
Ozellikleri ve Uretim metodolojileri hakkinda bilgi

Uretim astlarin

verilmesi amaglanmistir.

2. inaktif Asilar

inaktif asilar; virs, bakteri gibi hastalik edici bir
patojenin kontrolli bir sekilde hicre kaltar
ortaminda c¢ogaltilip, sonrasinda
islemiyle etkisizlestirerek hasta etme yeteneginin

inaktivasyon

sonlandiriimasiyla elde edilen asilardir (Turner,
Squires ve Murray, 1970). inaktif asilar, en iyi
bilinen, yaygin kullanilan geleneksel asi tirudur.
inaktif asilar, cocuk felcine, koleraya, Hepatit Aya,
vebaya gelistirilmis
kullanilmaktadir (Kocagdz, 2017).

ve kuduza karsi ve

inaktif asilarin diger as! turlerine kiyasla daha

bilinen bir teknoloji ile Uretilmesi, saklama
kosullarinin ve tasinmasinin kolay olmasi, adjuvan

eklemeye musait bir yapisinin olmasi gibi bir¢ok
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avantajl bulunmaktadir. inaktif asilarin saklama
kosullari genellikle -20°C veya +4 °C seviyesinde
olmakla asinin icerisindeki
bilesenlere gore saklama kosullari degismektedir
(Marcelino ve dig., 2007). inaktif asilarin saklama
kosullari, diger asi turlerinin gerektirebildigi -80°C
ve benzeri saklama kosullarina nazaran daha
maliyetsiz, kolay saklama ve tasima olanag
saglamaktadir (van Riel ve de Wit, 2020). inaktif
asllarda kalici bagisikhgin olusmasiicin doz tekrari
gerekmektedir (MacLachlan ve Dubovi, 2011).

beraber her

inaktif asilara verilecek en bilinen Covid-19
asisi ornegi Sinovac firmasinin Uretmis oldugu
CoronaVac asisidir. CoronaVac asisinin cift-kor
plasebo kontrollt Faz-lll calismalari Turkiye'de de
yapilmistir. ikinci dozun alinmasindan 14 gin
gectikten sonra calismanin uygulandigi kisilerde
asinin %83,5 olarak gordlmustar
(Tanriover ve dig.,, 2021). Asilanan grubun
icerisinde %18,9 oraninda yorgunluk gibi basit
semptomlardan olusmus yan
gerceklesirken, 4. seviye olarak degerlendirilen
negatif bir etkiye rastlanmamistir. Sonug olarak
ise CoronaVac asisi Turkiye'de Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile tanisi konulan semptomatik
etkinlik

etkinligi

etkiler

Covid-19 hastalarina karsi

gostermistir (Tanriover ve dig., 2021).

ylksek

5 Mayis 2020 tarihinde Prof. Dr. Aykut
OZDARENDELI ve ekibi tarafindan yaymnlanan
makalede yeni koronavirusin (SARS-CoV-2)nin
Turkiye'de yapilan
sonuclari paylasilmistir (Terkis ve dig., 2020). Bu
calismanin ardindan, SARS-CoV-2 virlsune karsi

izolasyonuna ait basarili

Ulkemizde bir ilk olarak yerli ve milli bir inaktif asi
gelistirilmesine baslanmistir. 21 Haziran 2021
tarihinde baslayan TURKOVAC asisinin  Faz-lll
calismalari, Turkiye Saglik Enstittleri Baskanhgi
(TUSEB) ve Erciyes Universitesi is birligiyle devam
etmektedir. basariyla
sonuglanmasinin ardindan asinin seri Uretimine
gecilecektir.

Faz asamalarinin
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2.1. inaktif Asilarin Uretim Yontemleri

inaktif asilari Uretebilmek icin hastalik yapic
virsin izole edilmesi ve hicrelerde cogaltiimalari
gerekmektedir. Memeli hicrelere viras ekimi
yapildiktan sonra, hicrede yaptig
tahribattan dolayi olusan
uzaklastinilir, inaktive edilir ve ileri saflastirma

virdsun
kalintilardan

asamalarindan gecirilir. Urtin formuna ulasan as!
ise en son olarak adjuvanlanir ve formule edilir.
Elde edilen Grinun sahip oldugu 6zelliklere gore
sahip olmasi gereken saklama kosullarina uygun
depolarda saklanir.

inaktif asi Uretiminde memeli hiicrelerin
kullanim zorunlulugu, onlarin hayatta kalmalari
icin gereken besin, sicaklik, nem ve karistirma
gibi parametrelerin dikkatlice
hazirlanmasini ve uygulamasini gerektirir (Lodish,
Berk, Ziprusky, Matsudaira, Baltimore ve Darnell,
2000). Ayrica adherent olan memeli hucrelerin,
sadece uygun yuzeylerde buyulyebilme &6zelligi, bu
hacrelerin asi Gretimi icin kullanimini zorlastiran
bir diger etmendir. Tum bunlara ragmen, daha
Onceden gelistirilmis farkli teknolojiler sayesinde,

hizlari onemli

memeli hucreleri de bu uUretim surecleri icin
basariyla edilebilmekte
kullanilabilmektedir (Iversen ve Bavari, 2021).

kalture ve

Asl Uretimi i¢cin virdsun karakterizasyonuna
gore, Covid-19 asisi Uretimi icin ise virdsun tdru
nedeniyle biyoglvenlik seviyesi en az 3 olan
ihtiyac
duyulmaktadir (Hartman, Cole ve Homer, 2012).

laboratuvarlara ve Uretim alanlarina

2.1.1. Memeli Hiicre Cogaltma Asamasi
Endustriyel olcekte asi Uretimi yapilabilmesi

edilmis

kosullarda ¢ogaltilmasi gerekir. Covid-19 icin 2021

icin - memeli hucrelerin  optimize
yilinin ilk yarisina kadar Faz-lll ¢alismalarina
getirilen asilarin tUminde Vero hucre hatlari
kullanilmistir (Ndwandwe ve Wiysonge, 2021).
Vero hicreleri bir memeli hicre hatti olup, genel
olarak sispanse halde Ureyemedikleri ve ylzeyde
¢cogalma karakteri gosterdikleri icin laboratuvar
Olcekli rolling
kullaniimaktadir (Thomassen ve dig., 2013). Buyuk

Uretimlerde sistemler
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Olcekli Uretimlerde ise hcrelerin buytk hacimli
biyoreaktorlerde sispanse halde ureyebilmesini
saglamak  icin tutunabilecegi
mikrotasiyicilarla  kullaniimalari  gerekmektedir
(Montagnon, Fanget ve Vincent-Falquet, 1984).

hicrelerin

2.1.2. Viriis inokilasyonu Agamasi

Bir hastadan alinan ve izole edilen virlsun
(Terkis ve dig., 2020)
pasajlanan ¢alisma suslari yine rolling sistemlerde
memeli hucreleri kullanilarak ¢ogaltilir. Cogaltilan
virtsler, bayuk 6lcekli Gretim metotlari ile yiksek

ana susu Uzerinden

miktarlarda ¢ogaltilmis memeli hiicreleri icerisine
inokule edilir. VirUsler, inokllasyon sonrasinda,
hicreleri enfekte ederek pargalarlar (Toriniwa ve
Komiya, 2007). Biyoreaktorler icerisinde aktif
olarak yer alan ¢ogaltilmig virusler, inaktivasyon
tanklarina aktarihrlar.

2.1.3.inaktivasyon Asamasi

inaktivasyon asamasi, virtslerin  hicreyi

enfekte etmesinden sonra, saflastirma ve
adjuvanlama asamalarindan ©nce,
baglanma yeteneklerinin
saglayan  bir  asamadir.

bir kimyasalla, veya
radyasyonla yapilabilir. Kimyasal olarak genellikle
beta propiolakton, gluteraldehit veya formaldehit

kullanilir. Gluteraldehit ve formaldehit bir kopri

virtslerin
ureme ve
sonlandirilmasini

inaktivasyon islemi ISI

olusumuna neden olarak genom okumasini bloke
etmeyi basarirken, beta propiolakton,
genomu alkil grubuna dahil ederek bir flzyon
olusturmayi basararak virGsin inaktivasyonunu

viral

saglar. Sicaklik veya pH uygulanmasi gibi islemler
virisin proteinini denatire etmeyi amaclarken,
radyasyon iceren yontemler ise direkt virlse zarar
vermeyi amaglayarak, genomunun bozulmasini
amaclar (Delrue, Verzele, Madder ve Nauwynck,
2012). Her bir inaktivasyon ydnteminin kendi
avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir ve asi
Uretiminde gelisime ve yenilige 6zellikle ihtiyag
duyulan biridir.
yontemlerin yani sira, gorundr asir kisa atimh
lazer veya dusuk enerjili elektron isimasi gibi
yontemler gelecek

asamalardan Geleneksel

bulunmaktadir ve
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vadetmektedirler (Sabbaghi, Miri, Keshavarz,
Zargar ve Ghaemi, 2019).
2.1.4. Saflagtirma Asamasi

Saflastirma islemi ©Oncesi UrdnUn inaktive
edildigi astlarin, saflastirma asamasina
gectiklerinde  ayni  biyoguvenlik  seviyeleri

sartlarini  saglamaya gerek yoktur. Virlsin
inaktive olma hali, zararsiz oldugu anlamina gelir.
Uretilmek istenen Urine gore klarifikasyon ve
ultrafiltrasyon harici kromatografik yéntemler de
Urindn  saflastirma  asamasinda  kullanilir.
Kromatografik yontemlerde kullanilmak istenen
teknik, durgun kati olan fazin, biyomolekdillerle
olan iliskisine gore degisebilir. Bu ydntem
icerisinde kullanilan farkh teknikler, afiniteden,
iyon yukuinden, boyut farkindan veya hidrofobik
etkilesimlerden yararlanan teknikler olabilir (Zhao
ve dig., 2019).
olmasina ragmen, etkili bir saflastirma islemi
uygulamak, asi Uretimi gibi cok hassas bir biyolojik

Uretimin etkin ve olabildigince masrafsiz olmasi

Kullanilan yontemlerin farkh

icin gereken ana unsurlardan biridir (Kon ve dig.
2016).

2.1.5. Adjuvanlama ve Formiilasyon
Asamasi

Adjuvanlama isleminin inaktif asi Uretim
surecine dahil edilmesinin en 6nemli nedeni
vicudun immadn yanitini kuvvetlendirmesidir.
Aliminyum bazli adjuvanlar, guvenlik konusunda
cok iyi bir gecmise sahiptirler

olusumuna olan etkin katkilardan dolayi Covid-19

ve antikor

icin Uretilen inaktif asilarda da sikca tercih edilirler
(Liang ve dig., 2020). Formulasyon uygulamasi,
onceki asamalarda dogru antijenin, inaktivasyon
yonteminin  veya adjuvanin  uygulanmasini
icerirken, bu asamada, asinin dogru ve uygun
dozda Uretilmesinin yani sira dogru saklama
kosullarinin saglanmasini da icerir (Wang, Peng,

Xu, Cui ve Williams, 2020).
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3. Rekombinant Agi Teknolojileri

Geleneksel asilar, guvenilirdir ve etkinlikleri
kanitlanmistir. Ancak pandemi sartlarinda kisa
zamanda milyonlarca doz asi
zorlastiran maliyet ve SARS-CoV-2 gibi ajanlar igin
biyoglvenlik seviye 3 (BSL-3) altyapisina sahip
tesis gereksinimleri bulunmaktadir (Soler ve
Houdebine, 2007; Calina ve dig., 2020). Alternatif
olarak rekombinant teknolojisi hizh, buayuk
hacimlerde ve dustk maliyette asi Uretilmesini
kilmaktadir. asllar,
enfeksiydz ajanin genom analizi yapilmis ve viral

Uretilmesini

mamkan Rekombinant
proteinleri biliniyorsa gelistirilebilir (Van Riel ve de
Wit, 2020).

SARS-CoV-2 genomu, E: zarf proteini, M: matris
proteini, N: nukleokapsid proteini ve S: spike
proteini olmak Uzere doért ana yapisal protein
icerir. Spike proteini; immuUnodominant antijen
olmasindan dolayi yapisal proteinler arasinda asi
calismalarinin birincil hedefi olmustur (Pollet,
Chen ve Strych, 2021).
anjiyotensin dénulstlrtct enzim-2 (ACE-2) hucre

S proteini, virdsin

ylzeyi reseptdrine baglanmasi ve ardindan
hicreye girisinden sorumlu olan protein bolgesi
olup, S1 ve S2 iki alt biriminden olusur (Dai ve Gao,
2020; Yadav ve dig., 2020).

Covid-19 rekombinant  teknolojisi
kullanilarak Uretimi gerceklestirilen asilar; nukleik
asit asilari (DNA, RNA), rekombinant viral vektor
asllari, viris benzeri parcacik (VLP) iceren asilar ve
rekombinant protein asilaridir (“Coronavirus
Disease (COVID-19): Vaccines,” 2021.), (Giese,

2016).

icin

3.1. Rekombinant Protein Asilari

Vilcutta immun yanitin patojenlerin yltzeyinde

bulunan belirli antijen bdlgelerine karsin
olustugunun anlasilmasi sonrasinda asi gelistirme
calismalarinda ylUzey antijenlerinin rekombinant
teknolojisi ile Uretilme c¢alismalar baslamistir.
Rekombinant protein asilari, patojenin ylizeyinde
bulunan ve genelde epitoplar olarak bilinen

protein yapidaki antijenik bolgelerin eksprese
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edilmesi ile elde edilen protein asilaridir.
(Nascimento ve Leite, 2012). Bu asilar yuksek
saflikta olup, baslica CD4+ Th htcre ve antikor
yanitlarini cbg+ T
yanitlarinin zayif aktivatorleridir. Bu sebeple
adjuvan ile kullanilmakta ve tekrarli uygulama
gerektirmektedirler (Pollet ve dig., 2021). En iyi
bilinen rekombinant protein asi 6rnegi Hepatit B
astlaridir (Jeyanathan ve dig., 2020).

indUklerlerken hicre

Antijenik protein bilesenlerinin rekombinant
Uretimi icin bakteri, maya, memeli veya bocek
hacreleri gibi rekombinant DNA'nin eklenebildigi,
antijenik proteinleri kodlayabilen cesitli in vivo
sistemler kullanilir (Nascimento ve Leite, 2012).
Rekombinant protein asilari diustk maliyetle hizl
Uretim saglayip yuksek etkinlik gosterirler, 2-8°
C'de saklanabilir olmasi bu asilarin ticari anlamda
sahip oldugu avantajlardan bir digeridir
(Philippidis, 2020). Ancak adjuvansiz
uygulandiginda dusuk etkinlik gostermeleri ve
yuksek teknolojik altyapiya gereksinim duymalari
bu asilarin dezavantajlarindandir (IP & LC, 2012).

Covid-19'a karsi rekombinant protein asi
gelistirme ¢alismalarinda; S proteini ve S proteinin
notralize edici olmayan epitoplarina maruz
kalmayi sinirlayacak sekilde rekombinant protein
eldesi amaclanmistir. Tam uzunluktaki S1 dizilimi
temelli protein asilar, yalnizca RBD proteini
temelli asilar ya da N protein, RBD ve S2
farkh epitoplarin asl
formulizasyonlarinda calismalar
yapilmistir. (Huang, Yang, Xu, Xu, ve Liu, 2020;
Pollet, Chen ve Strych, 2021).

bdlgelerinin
bulundugu

Covid-19 i¢in rekombinant protein asilarindan
Novavax, “NVX-CoV2373/Covovax” Sanofi Pasteur
ve GSK is birligi ile Gretilen “VAT00008" ve Vaxine-
Cinnagen is birligi ile Gretilen COVAX-19® asllari
sistemi  kullanilarak

bakuloviris ekspresyon

bdcek hicrelerinde; Cin merkezli Zhifei Longcom

firmasina ait “ZIFIVAX/ ZF2001”" ve Clover
Biopharmaceuticals firmasina ait “SCB-2019"
asilari ise Cin Hamster Ovaryum (CHO)

hicrelerinde Uretilmistir (Pollet ve dig., 2021;
Kyriakidis, Lépez-Cortés, Gonzalez, Grimaldos ve
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Prado, 2021; “Status of COVID-19 Vaccines within
WHO EUL/PQ," 2021).

Dunya Saglik Orguttnun acil kullanim onayli
asllar listesinde yer alan rekombinant protein
asilarindan Novavaxin, “NVX-CoV2373/Covovax”
icin SARS-CoV-2 ana virus susuna karsin aciklanan
klinik etkinligi  %96,4 olmustur (“Novavax
Publishes Results of United Kingdom Phase 3
Clinical Trial in New England Journal of Medicine,
Demonstrating High Levels of Efficacy of COVID-
19 Vaccine” 2021). Acil kullanim listesinde yer alan
diger iki rekombinant alt birim protein asisindan
bir digeri olan "ZIFIVAX (ZF2001)" 92% ila 97%
arasinda etkinlik gosterirken ZIFIVAX (ZF2001)
asisi halen Faz-l asamasindadir (Yang ve dig.,
2021), (“SCB-2019 as COVID-19 Vaccine (NCT
Number): NCT04405908," 2021).

3.1.1. Rekombinant Protein Agi Uretim
Yoéntemleri

3.1.1.1. DNA Dizisi Se¢imi ve ifade Vektéri
Sistemi:

Uretim prosesinin ilk asamasinda viriisiin belli
bir proteini veya coklu epitoplarini kodlayan
dizilimi virUsten izole edilir. Elde edilen DNA'da
kodon optimizasyonu, eklenecegi ifade vektérine
uygun olarak yapilir (Pino ve dig., 2020). Protein
gerceklestirilecegi uygun
plazmid vektdru secilir ve ilgili gen bolgesi secilen
bu plazmide aktarnlir. Elde edilen rekombinant
plasmid sayisini arttirmak icin bakteri kdltiriinde

sentezinin konaga

cogaltilabilir (Chen ve dig., 2017; Stuible ve dig.,
2021).

3.1.1.2. Huicre Klltlra ve Protein Sentezi:

Cogalan plazmidler saflastirilarak toplanir ve
daha sonra bir transfeksiyon reaktifi kullanilarak
biyoreaktér ya da spinner flasklar icerisindeki
uygun huicrelere yerlestirilir. (Hitchman, Possee ve
King, 2009; Patent No. CN111607003A, 2020).
Optimizasyonu saglanmis kultir ortaminda hedef
proteinin milyonlarca kopyasi sentezlenebilir.

VirUslerin kullanildigi proseslerde farkli olarak
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rekombinant plazmidde c¢ogalan DNA, virls
genomuna eklenir ilgili  protein
hdcrenin enfeksiyonu sonucunda sentezlenir
(Adler, Kelsey, Maik, Ho Song ve Ho, 2020).

ve sentezi

3.1.1.3. Saflagstirma:

Hedeflenen protein konsantrasyonuna
ulasildiginda protein saflastirma islemleri; hicre
icerisinde yer alan proteinin ¢ikarilabilmesi icin
hdcrenin parcalanmasi isleminin yapilmasi ile
baslar. Hucresel kalintilarin  azaltilmasi
saflastirma  prosesinin santifuryj
kullanilabilir. Ardindan prosese ydnelik uygun
saflastirma basamaklari, kromatografik
yontemler; boyut dislama kromatografisi, afinite
kramotografisi, kolon kramotografisi, Tegetsel
Akis  Filtrasyon  (TFF), ultrafiltrasyon ve
diafiltrasyon veya cesitli filtrasyon teknikleri ile

icin
basinda

tamamlanir (Adler, Kelsey, Maik ve Song, 2021;
Patent No. CN112552413A, 2020).

3.1.1.4. Adjuvanlama ve Formiilizasyon:

eklenmesi, hicre

tetikleyebilir

Adjuvan
reseptorlerini

spesifik
ve  enjeksiyon
bolgesinde ve drene olan lenf diglumlerinde
dogal bagisiklik tepkisini indukleyebilir (Pollet ve

dig., 2021). Bu sebeple Uretimin son asamasinda

saflastirlmis  olan proteinler, immun yaniti
uyarmak ve antijen dozunun korunmasini
saglamak icin fiziksel olarak adjuvanlanarak

belirlenen dozda siselenir (Soler ve Houdebine,
2007). Basari ile kullanimda olan rekombinant
protein asilarindan Hepatit B ve HPV asilarinda
adjuvan olarak aliminyum tuzlari kullanilmistir.
Covid -19 pandemisinde gelistirilen rekombinant
protein asilarinda da en sik kullanilan adjuvant
aliminyum hidroksit (Alum) olmustur (Pollet ve
dig., 2021). (NVX-CoV2373/Covovax)
asisinda nanopartikiler formunda kolesterol ve

Novavax

fosfolipitlerle formule edilmis Quillaja saponins,
Matrix-M™  kullanilmistir (Tian ve dig., 2021).
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3.2.VLP (Viriis Benzeri Pargacik)
Asilari ve Uretim Yéntemleri

VLP'ler yapisal olarak virusu taklit eden ayni
zamanda virtsun genetik materyalini tasimadig
icin replike olamayan coklu protein yapilardir.
Zarf ve/veya kapsit proteinlerden olusurlar, lipid
zarf da icerebilirler. Eksprese edilmesi tasarlanan
viral kapsidler konformasyonel olarak virls
orjinalindeki  gibi icin
reseptorlerle fonksiyonel etkilesimleri de virUsu
taklit eder (Roldao, Mellado, Castilho, Carrondo ve
Alves, 2010). Koruyucu asi olarak kullaniimalarinin
yani sira kanser immdunterapi, otoimmunite, alerji
ve bagimhhk tedavilerinde de kullanilabilirler.
Hem humoral (MHC-II stimdlasyonu) hem de

olduklari hicresel

hucresel bazhh bagisiklik tepkisine yol acarlar
(MHC-I) (Al-Barwani, Donaldson, Pelham, Young
ve Ward, 2014). Yaklasik 20-800 nm caplarindan
dolayi lenf digumlerinde tutulabilirler bu sayede
koruyucu T yanitlarini tetiklerler (Tagliamonte,
Tornesello, Buonaguro ve Buonaguro, 2017;
Karandikar, Mirani, Waybhase,
Patankar, 2017).

Patravale ve

Memeli hicreleri, bocek htcreleri, bakteriler
(E. coli), maya ve bitki hucreleri kullanilarak

Uretilebilirler. Memeli hcreleri ile zarfli VLP
yapilari Uretilirken, bakuloviris-bécek
hucrelerinde  komplike ve ylksek  post

translasyonal modifikasyonlara gerek duyulan
VLP'lerin (Tagliamonte,
Tornesello, Buonaguro ve Buonaguro, 2017).

Uretimi tercih edilir

Kanada'da  “Medicago” ve  Amerika'da
“Kentucky BioProcessing”in  klinik
asamalarinda asi adaylari mevcuttur (Study of a

Recombinant Coronavirus-Like Particle COVID-19

deneme

Vaccine in Adults, 2021). Bu asI adaylari Uretimi
icin Nicotinia benthamiana bitkisi transgeni tasiyan
Agrobacterium tumefaciens ile enfekte edilerek gen
modifikasyonu saglanir ve ilgili protein anlatimi
saglanmis olunur. N. Benthamiana manipilasyon
kolayligi ve daha kolay bir agroinfiltrasyon prosesi
ile indirek gen transferi sagladigi icin tercih edilir
(Chen ve dig., 2013). Gen transferinden sonra, 4-6
gunluk inkUubasyon gerceklesir ve VLP Uretilmis
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olur. Hasat edilen bitkiden VLP ekstrakte edilir ve
saflastirilir.

Farkh  bir  teknolojik  yaklasim  olan
SpyTag/SpyCatcher protein (“superglue”)
teknolojisi ile SpyBiotech firmasinin asi adayi
Hepatit B ylUzey antijeni (HBsAg) VLP'lerinin
yuzeyinde koronavirUs spike protein gosterimi
yapar. Bu asi Faz I/l denemesindedir (“SpyBiotech
and Serum Institute of India Announce That the
First Subjects Have Been Dosed in a Phase /1l Trial
of a Novel Virus-like Particle Vaccine Targeting

COVID-19,” 2020; Thrane, 2016).

Ayrica hesaplamali olarak tasarlanmis sentetik
VLP'ler de Ornegin,  RBD,
SpyTag/SpyCatcher aracihgyla sentetik
“SpyCatcher003-mi3” VLP Uzerinde verimli bir
sekilde goriantilenebilir (Tan ve dig., 2021).

mevcuttur.

VLP asilarinda kullanilan  diger anlatim
sistemlerinden biri rekombinant bakulovirus-
(Spodoptera frugiperda - Sf9)
ekspresyon sistemidir (Gopal ve Schneemann,

2018).

bocek hucresi

1980'lerde bakulovirtis vektdrleri viral gen
anlatiminda oldukga tercih edilen bir sistem
olmustur. Yiksek dizeyde protein ekspresyonu,
guvenlik, Olceklenebilirlik ve ©karyotik post-
modifikasyonlarin gerceklesmesi

arasindadir  (Gopal

translasyonel

sistemin avantajlari ve

Schneemann, 2018).

VLP Uretimi icin en yaygin kullanilan iki bécek
hicre tard, Spodoptera frugiperda (5f9 veya Sf21)
ve Trichoplusia ni (T. niveya High Five) hiicreleridir.
T. ni hicreleri, hiicrelerine kiyasla verimi énemli
Olcude arttirir (Gopal ve Schneemann, 2018).

Uretilmesi icin, hedef geni eksprese eden
rekombinant-baculovirus-transfer vektoru
konstrakte ve izole edilir. T. ni hlcreleri viras ile
enfekte edilir, 3 glin sonra hasat edilen kiltirde
hiicrelerin %50'si 6lmus ama liziz olmamis olur.
Pellet ile devam edilir, hicre liziz tamponu ile
muamele  edilir.  Santrifljlendikten  sonra
sUpernatant ile devam edilir. %30 (w/w) sukroz

gradient ve art arda birka¢ %10-40 sukroz
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gradient santrifij uygulanir. Son basamakta elde
edilen orta fazda yer alan mavi tonda beyaz bant
VLP'leri icerir (Gopal ve Schneemann, 2018).

Icosavax firmasinin gelistirdigi 60 kopya RBD
gosterimi yapan VLP asisi olan IVX-411, Seqirus
firmasinin gelistirdigi MF59 adjuvani ile beraber
verilerek faz calismalarina katilmistir. Calisma su
an Avustralya'da Faz I/Il asamasindadir (Icosavax
Initiates Phase 1/2 Trial of COVID-19 VLP Vaccine
Candidate, 2021). Ancak dunyada Faz-lll
asamasina gec¢mis sadece bir tane VLP asisi adayi
olup Medicago firmasi tarafindan Uretilmistir
(Study of a Recombinant Coronavirus-Like Particle
COVID-19 Vaccine in Adults, 2021).

3.2.1. VLP Uretim Yéntemleri

Genel olarak rekombinant protein Uretim
Hulcrelerin Uretimi
VLP yeterli
miktarda yok ise hucreler liziz edilir. Saflastirma
sedimentasyonu,
derin filtrasyon veya TFF ile klarifikasyon islemi

metotlarina benzemektedir.

sonrasl sUpernatant kisminda

basamagindan 6nce hicre

yapihr, boylelikle hiicre debrisi ve agregatlardan
arindirihr. Konakc¢i hicre kontaminantlarindan
bilesenlerinden kurtulmak icin
ultrafiltrasyon/diafiltrasyon (UF/DF) ve membranli
veya ici bos fiberli TFF yontemleri yaygin olarak

veya besiyeri

kullanilmaktadir. VLP ellisyonu icin ise afinite
kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve
hidrofobik etkilesim kromatografisi kullanilir.

Final saflastirma isleminden sonra, filtre ile
sterilizasyon ve final formulasyona gegcilir. Bugtine
kadar VLP asilarinda genellikle aliminyum tuzlari
adjuvan olarak kullanilmistir (Nooraei ve dig.,

2021).

4. Viral Vektor (Adenoviris)
Asilari

Viral vektor asilari, antijeni kodlayan genlerin
replikasyon yetenegi ortadan kaldirilmis bir virise
eklenmesi yolu ile gelistirilen asilardir. Viral vektor
olarak en cok kullanilan virisler Adenoviruslerdir.
AdenovirUsler, zarf icermeyen c¢ift sarmalli DNA
virUsleridir. Boyutlari yaklasik olarak 30-40 kilo
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baz ciftidir. (Vemula ve Mittal, 2010). ilk
Adenovirts 1953'te insan adenoid dokusundan
izole edilmistir (Rowe, Huebner, Gilmore, Parrott
ve Ward, 1953). Adenovirliis genomu nispeten

kompakttir, bu da onu yabanc DNA'nin
yerlestirilmesi icin cazip bir secenek haline getirir.
Adenoviris E1A geninin silinmesi, virGsun

cogalma yetenegini ortadan kaldirir. Bu yetenek,
ornegin E1A proteinini eksprese eden konakg
hiacreler kullanilarak hicre kaltirinde ¢ogalma
sirasinda geri yuklenebilir, bdylece hedeflenen
antijen ¢ogaltiimis olur (Tatsis ve Ertl, 2004).

hastalik
yapan adenovirUsler genetik mudahale sonrasi
SARS-Cov-2 spike protein geni eklenerek insanda
bagisiklik olusturmasi amaclanmistir. Gamaleya
Arastirma

Yapilan c¢alismalarda grip benzeri

Enstitisi  tarafindan  gelistirilen
Sputnik-V, Oxford Universitesi - AstraZeneca
tarafindan gelistirilen Oxford/AstraZeneca (AZA-
1222) ve CanSino Biologics tarafindan gelistirilen
ticari adi Convidecia olan AD5-nCOV asilari viral
(Okyay, 2020).
Adenovirus asilarinin icindeki mikroorganizmalar
canh olmakla birlikte, gugsuzlestirildiklerinden

dolayi insanlarda ciddi bir hastalik yapamazlar.

vektor (Adenovirts) asilaridir

Saklama kosullari 2-8°C arasinda oldugu icin ayri
bir altyapi gerektirmez. Ayrica Adenovirus vektor
BSL-3 ihtiyag
duymadan hucre kltirt tabanli teknoloji ile kisa

bazli asllar, laboratuvarlarina
sUrede wucuz bir sekilde buylk miktarlarda
Uretilebilir ve stoklanabilirler. Viral vektor asilari
sistemik ya da mukozal bir yoldan vektor
verilmesine yanit olarak antijene 6zgt humoral ve
bagisiklk

seviyelerinin gelistirilmesini saglar (Bangari ve

hacre aracih tepkilerinin  yUksek
Mittal, 2006). Bunlarin yani sira, viral vektorler ile
hazirlanan asilarda doz ayari kritiktir, yiksek doz
oldurica olabilir. Viral vektor asilarinda tasiyic
olarak kullanilan virtslere karsi daha 6ncesinde
vucut tarafindan gelistirilmis bagisiklik var ise,
asinin etkinligi dusebilir. Ayni zamanda, viral
replikasyon
kazanma ihtimali gibi dezavantajlari vardir (Sing,
Kumar ve Agrawal, 2019).

vektorlerin Ozelliklerini  yeniden
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4.1. Viral Vektor (Adenoviriis)
Asilarinin Uretim Yéntemleri

Viral asilarin buUyUk o&lgekli Gretimi, verimli
Olceklenebilir Gretim ve saflastirma yontemleri
gerektirir  (Monika Lusky, 2005). AdenovirUs
vektdrlerinin  bUyUmesini destekleyen cesitli
hicre hatlarinin buyuk 6lgekli ¢ogaltiimasi igin
mikrotasiyicili biyoreaktdr sistemleri ve stispanse
hicre biyoreaktor
kullanilmaktadir. Bu buyuk o6lcekli memeli hicre
kaltart sistemleri, 6lcek buyltme potansiyeli,
hasat ve sonraki islem kolayhgi, stirec kontrolt ve
dusuk maliyetlerini  iceren  cesitli
avantajlara sahiptir. Adenovirls vektor Gretimi
icin adherent, insan embriyonik bébrek (HEK 293)

kaltara sistemleri

uretim

hacrelerinin bayudk 6lgekli Gretimi mikrotasiyicili
biyoreaktdr sistemlerinde basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir (lyer, Ostrove, ve Vacante,
1999). Bu sistemler, yuksek bir ylzey-hacim orani
saglamalari nedeni ile yuksek viral titrelere ve
yuksek htcre yogunluklarina ulasiimasini saglar
(U.S. Patent No. 5994134, 1999). SuUspansiyon
de
Olcekli

kaltart  biyoreaktorlerinde Adenovirus
blyuk
gerceklestirilebilir. Bu sistemlerde Adenovirls
vektorlerinin per.C6 (insan

embriyonik retinal hucre hatt)) ve 293SF gibi

vektorlerinin uretimi

dretimi  icin

surekli hicre hatlarnt  kullanilir.  Serumsuz

sispansiyon kultur sistemlerinin ¢alistiriimasi ve
yuksek (1000-10000 L) kadar
Olceklendirilmeleri mikrotastyici kaltar

hacimlere

sistemlerine gére daha kolaydir (Tsao, Condon,
Schaefer, Lio ve Liu, 2001).

Adenovirts vektorlerinin  saflastirlmasinda
genellikle sirali kromatografi veya kromatografi
iceren ki adimlari
(ultrasantrifujleme/filtreleme) kullanilir. Bu iki

asamali islemler, nikleaz ile muamele edilmis

asamali  saflastirma

(Benzonaz/Pulmozim) hiicre lizatindan
Adenovirtsu yakalamak icin bir ilk kromatografi

adimindan ve hticresel ve virissuz proteinlerden

kurtulmak icin  polishing kromatografisinin
(Polishing kromatografi, biyofarmasotik
Uretiminin  son asamasinda ¢ok  klclk
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miktarlardaki safsizhiklarin giderilmesini kaldirabilir. Peptit Uretimi kolay, yeniden

tanimlamak i¢in kullanilan terimdir) kullanildig
bir olusur. Kromatografik
tekniklerinin kullanimi, saflastirma asamasinda
verimi artirmaktadir (Vemula ve Mittal, 2010).

ikinci adimdan

5. Sentetik Peptit Asilar

Peptit asilari, belirli bir patojene karsi bagisiklik
olusturmak icin gelistirilen ve patojenin sahip
oldugu proteinin belirli bir kismini sentetik olarak
taklit eden asilardir. Bu asilarda kullanilan
peptitler, bir antijenin spesifik epitopunu temsil
bir  peptit
olusturmak Uzere sentezlenen 20-30 amino asit
dizisinden olusur (Topuzogullari ve dig., 2020).
Peptit
bagisikhk tepkilerinin induklenmesini saglamak
icin kisa peptit parcalarinin kullanimina dayanan
ve sonug olarak alerjenik ve/veya reaktojenik

eden immunojenik molekulU

astlarl, yuksek oranda hedeflenmis

yanitlardan kaginan alternatif bir asi stratejisidir
(Li, Joshi, Singhania, Ramsey ve Murthy, 2014).

Antijenik epitoplarin bazilari immun yaniti
olusturmakta basaril olurken, bazilari koruyucu
bagisikligin indiklenmesine zarar verebilir. Bu
durum, vyalnizca pozitif
zamanda T ve B hucreleri baglantih bagisiklik
olusturan epitoplarla gelistirilebilen
peptit asilarina ilgi yaratmistir (Sesardic, 1993).
Peptit bazh asilarin Uretimi yuksek guvenlik
laboratuvar calismalari
gerektirmedigi icin geleneksel asilara oranla daha

indukleyen ve ayni

sentetik

ve hiucre kdltara
dusuk maliyetli ve guvenlidir. Ancak peptitler
kicik molekuller olup, immin yanitin dusuk
olmasina sebep
arttirilmasi i¢in, tastyici molekdller ve adjuvanlar

Vijayaraj

olabilirler. immuan  yanitin

eklenebilmektedir (Ozcan, Karahan,

Kumar, Leng Tan, ve Na Tee, 2020).

Dogru tasarlanmis bir asi, giicli ve uzun sireli
hacre disi ve hucresel bagisiklik yaniti olusturmal,
ancak daha da 6nemlisi, hedeflenen hastaliga
karsi koruma saglamalidir. Peptit bazl asilar,
genellikle
olusturulur. Kimyasal sentez, antijenlerin biyolojik

kimyasal ydntemler uygulanarak

kontaminasyonu ile ilgili tim sorunlar ortadan
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tasarlanmaya mdasait, hizli ve uygun maliyetlidir.
Peptitler, spesifik antijen epitopu Uretimi i¢in
Ozellestirilebilirler. Ayni zamanda bu asilar, ¢oklu
epitop yaklasimi kullanilarak tek bir asi icerisinde
birka¢ susu hatta farkli patojeni hedef alacak
sekilde de tasarlanabilir. Peptit asilari, genellikle
suda ¢6zUnur ve temel saklama kosullari altinda
stabildir (genellikle soguk zincir gerektirmezler)
(Skwarczynski ve Toth, 2016).

Gelisen teknoloji ile bircok peptit asisi
calismasi hiz kazanmistir, bunlar; insan immun
yetmezlik virGsu (HIV), Hepatit C virtsa (HCV),
Malaria (sitma), Ayak ve El hastaligi (FMDV), insan
papilloma virusu (HPV) seklinde érneklendirilebilir
(Pelit Arayici, Acar, Karahan ve Mustafaeva, 2016).

Vektor
Devlet Viroloji ve Biyoteknoloji Arastirma Merkezi
tarafindan gelistirilen “EpiVacCorona”, peptit bazl
bir koruyucu asidir. EpiVacCorona Uureticilerine
gore halihazirda
bagisiklik sistemi tarafindan taninacak B hucre
epitoplarini Asida
peptitler, kimerik genin ekspresyon trinu olan bir

Covid-19 pandemisinde Rusya'daki

ise  EpiVacCorona, vicut

barindirmaktadir. tim
tasiyici proteine konjuge edilmistir. Bu kimerik
gen, farkli organizmalardan kaynaklanan iki genin,
yani bir viral nukleokapsid proteinini kodlayan ve
bir bakteriyel maltoz baglayici proteini (MBP)
kodlayan ile

genin konjugasyonu

olusturulmustur. Sonu¢ olarak, viral spike
protein, nukleokapsid proteini ve MBP asiya dahil
edilmistir. Aluminyum iceren bir adjuvan Uzerine
adsorbe edilmis olarak hazirlanan asi, Ocak
2021'de faz calismalarini tamamlamis ve Rusya
Federasyonu

onaylanmistir (Carlson ve Lutmer, 2021).

ve Turkmenistan tarafindan

5.1. Sentetik Peptit Asilarin Uretimi

Aday bir sentetik peptit asisinin gelistirilmesi;
enfektif ajanin immun-aktif boélgesinin se¢imi ile
baslar. Secilen antijenik bolgenin peptitler ile
sentezi ve gerekiyorsa bir tasiyici ile konjugasyonu
saglanir (Li, Joshi, Singhania, Ramsey ve Murthy,
2014). Elde edilen asi adayinin deney hayvanlari
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Uzerinde testi yapilarak, immdunojenitesi ve Peptit ve proteinin arasinda olusturulmak

koruyucu Ozelliklerinin belirlenmesi yapilr. Pre-
klinik calismalarin tamamlanmasinin ardindan
klinik calismalar baslatilir (Faz I-1I-1ll). Asi adayinin
seri Uretimi icin gerekli olan laboratuvar altyapisi
saglandiktan sonra buyuk 6lcek Uretime baslanir
(Moisa ve Kolesanova, 2010). Peptit bazli asilarin
Uretimi; peptit sentezi, peptit tastyic
proteinlerin konjugasyonu ve
adjuvanlama/formulasyon basamaklarini kapsar.

ve

5.1.1. Peptit Sentezi

Sentetik peptit asilarinin Uretiminde en dikkat
cekici epitop  bdlgesinin  secimi
(immunojenik 6zelligi yuksek olan bdlgenin
secimi) ve secilen peptitin uygun ydntemle
Uretiminin saglanmasidir. Basarili peptit sentezi,
uygun recinelerin, baglayicilarin, aminoasitlerin

nokta

ve birlestirme
baghdir. Sentez icin genellikle kati faz peptit
sentez yontemi, sivi faz peptit sentez yéntemi,

modifiye
veya hedef
fragmanlara ayirilmasi gibi yéntemler kullanihr
(Edelstein, Scott, Sherlund, Hansen ve Hughes,
1986), (RU Patent No. 2738081C1, 2021). Peptit
Uretiminin tek bir adimda yapiliyor
enduUstriyel Olcekte yapilacak olan c¢alismalara
maliyet ve zaman agisindan biyutk avantaj saglar.

reaktiflerinin dogru secimine

genetik olarak edilmis

mikroorganizmalar proteinlerin

olmasi

5.1.2. Peptit ve Taslyici Proteinlerin
Konjugasyonu

Peptitlerin bagisiklik yanitini ytkseltmek igin
taslyici bir protein ile konjugasyonu gerekebilir,
bu sebeple peptit sentezinin ardindan tasiyici
proteinin temini veya Uretimi yapilmalidir. Tasiyici
protein olarak; (BSA),
ovalbUmin (OVA), maltoz baglayici protein (MBP),

sigir serum albimin
anahtar deligi limpet hemosiyanin (KLH) veya
farkli rekombinant proteinler kullanilabilir (RU
Patent No. 2738081C1, 2021). Endustriyel 6lgekte
bazi tasiyici proteinler ticari olarak alinabilecegi
gibi, rekombinant olarak da Uretilebilir, fakat
rekombinant protein Uretimi endustriyel 6lcek
icin zaman alici ve maliyetli olabilir.
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istenen kovalent bag icin farkli kimyasallar
kullanilmaktadir; Glutaraldehit, Succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate
(SMCCQ), Sulfo-SMCC EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide gibi. Secilen
konjugasyon ajaninin ilk olarak, tasiyici protein ile
bag yapmasi saglanir (farkl
inkubasyonlar ile). Ardindan sefaroz rezin kolonu
ile saflastirimasi yapilir ve peptitlere baglanmasi
icin tekrar inkUbasyon yapilir. Olusan kompleks,
gecirilir

ve

sicakliklar ve

son olarak sefaroz kolondan ve
baglanmayan peptitlerden arindirilir (RU Patent

No. 2738081C1, 2021).

5.1.3. Adjuvanlama ve Formiilasyon

immin yanitin arttirilmasi ve antijenik yapinin
vucut icerisinde daha uzun sidre kalmasi icin
adjuvanlama yapilr. Adjuvanlama igin; Freund's
adjuvant (CFA, FCA), aluminyum hidroksit veya
MF59 adjuvanlari kullanilabilir (RU Patent No.
2738081C1, 2021).
icerisinde bulunmasi

doz
peptit
sonra
Bu
sicaklik ve adjuvan

Endustriyel olcekte,
gereken

konsantrasyonu belirlendikten
adjuvanlama i¢cin bir tank kullanilabilir.
asamada karisim hiz,
konsantrasyonu cok dnemlidir. (Edelstein ve dig.,

1986).

Sentetik peptit asilar, Uretim kolayligl, uygun
maliyeti ve herhangi bir patojen icermemesi ile
Sentetik
peptit asilarinin Uretimi ve kontrolu ile ilgili WHO
tarafindan 1999 yilinda yayinlanmis bir Annex-|
(World Health

geleneksel asilara goére avantajlidir.

raporu bulunmaktadir
Organization, 1999).

6. mRNA Asilari ve Uretim
Yoéntemi

mRNA asilariilk olarak 1990 yilinda J. A Wollf ve
arkadaslari tarafindan c¢iplak, in vitro transkript
MRNA'nIN
enjeksiyonu sonrasinda in vivo olarak eksprese
edildigi bulundugundan beri dikkatleri Gzerine
(Wolff ve dig., 1990),

edilmis fare kasina dogrudan

cekmektedir (Zhang,
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Maruggi, Shan ve Li, 2019). Daha sonra cesitli
bulasici patojen ve kanser asilart mRNA teknolojisi
kullanilarak calisilmistir.  Kuduz, HIV, ebola bu
bulasici hastaliklara érnek olarak verilebilir (Zhang
ve dig., 2019).

mMRNA asilarinin temel ¢alisma prensibi; yapay
olarak belirli bir veya birden fazla antijenik
immunojeni kodlayabilecek sekilde sentezlenen
MRNA'nin lipid nanopartikuller icerisinde konak
hiicrenin sitoplazmasina iletiimesine dayanir.
Daha sonra konak hicrenin ribozomu ile hicreye
giren transkriptin translasyonu gerceklesir. Son
olarak olusan immunojenik proteinler eksprese
edilir ve hiicre membraninda veya disari salinarak
sunulur. Boylece kisinin kendi hucreleri viral
protein Uretimini gerceklestirir ve hicre icine
virls veya virls parcasl girmeden bagisiklik
saglanmis olur (Kowalzik ve dig., 2021),
(Schoenmaker ve dig., 2021), (Peters, 2020).

Sentezlenen MRNA modifikasyona
bir yapidir. Dolayisiyla uygun
modifikasyonlarla stabilite ve translasyon verimi
artinlabilir. Hem CD4+ hem CD8+ T hucrelerini
ederek guclt  bir bagisikhk yaniti
olustururlar. Buayuk bir kitle icin buayuk 6lcekli

ugratilabilen

aktive

Uretimi diger asilara nazaran daha kolay ve
ucuzdur (Wang, Kream, ve Stefano, 2020),
(Kowalzik ve dig., 2021).

mMRNA asilari hizlh bir sekilde gelistirilebilir

olmasi gibi sahip oldugu &6nemli avantajlar
sayesinde pandemide 6ne ¢ikan calismalardan
olmustur. 2020 yilinda virGsin genomu

sekanslandiktan 10 hafta sonra faz calismalarina
gecilmis ve asi ilk génalliye uygulanmistir (Zeng,
Zhang, Walker ve Dong, 2020). mRNA vicuda
verildikten sonra dogal yikima ugrar dolayisiyla
enfeksiyon ve mutagenez riski en aza iner. Bunun
yaninda mRNA hassas bir yapi oldugu
dagitiminda (Biontech i¢in -70°C, Moderna icin -
20°C) soguk zincir olusturulmalidir. Bu da baz

icin

Ulkelerin aslya ulagimini zorlastirmaktadir (Pardi,
Hogan, Porter ve Weissman, 2018).
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6.1. mRNA Asgisi Uretim Yéntemi

6.1.1. MRNA’nIn Yapisi:

Okaryotik mMRNA'nin 4 ana unsuru bulunur; 5’
Sapka (5 Cap), tercime edilmeyen bdlge
(untranslated region, UTR) (5'UTR VE 3’ UTR), acik
okuma penceresi (open reading frame, ORF), poli
(A) kuyrugu. 5 ucundaki Sapka, translasyonun
baslamasini saglarken mRNA'nin batunlGgunin
korunmasina da yardimci olur. UTR bdlgelerinde
bulunan 6zel sekanslar post transkripsiyonel gen
ekspresyonunun duzenlenmesinde gorev alir.
Dolayisiyla translasyon verimi Uzerinde &nemli
etkileri vardir. ORF, hedef proteinin genetik
bilgisini tasir. Poli (A) kuyrugu mRNA'nin 3
5 dogru
degredasyonundan koruyarak butinlUgu saglar.

ucundan ucuna nukleaz

Bunu PABPye (poli (A) baglanma proteini)
baglanarak gerceklestirir ve bu kuyrugun
uzunlugu PABPye guclu bir sekilde

baglanabilmesi acisindan dnemlidir (Kwon ve dig.,
2018), (El Hajjami, Brantner, Boumlic, Mantri ve
Cebi, 2021).

6.1.2. Plazmid DNA Uretimi,
Linearizasyonu ve Saflastiriimasi

Uretim, sentezlenecek mRNA'nIn gen dizisini
ve bir DNA'ya bagimli RNA polimeraz promotoru
iceren pDNA (plazmid DNA) tasarimi ile baslar. Bu
asama butun prosesi etkileyecegi icin oldukca
onemlidir. Tasarlanan pDNA'lar Escherichia coli
kullanilarak cogaltilir. pDNA, restriksiyon enzimi
ile istenmeyen mRNA formlarindan kacinmak igin
linearize edilir ve DNA'ya bagimli RNA polimeraz
(T7, 13, SP6 gibi)
transkripsiyon (IVT) reaksiyonu icin bir sablon
olarak kullanilir. Linearize edilme stireci is1 (65 °C)
veya EDTA kullanilarak durdurulur. Bu islemler
sonucunda

kullanilarak bir in vitro

ortamda safsizlik  olusturan
restriksiyon enzimleri, DNA fragmentleri, BSA ve
diger kucuk molekuller
uzaklastiriimalar gerekir. Saflastirma icin TFF ve

kromatografi siklikla kullanilan etkili metotlardir

bulunur. Dolayisiyla
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(El Hajjami ve dig., 2021), (Jackson,
Casimiro, Gurunathan ve Derosa, 2020).

Kester,

6.1.3. mRNA Transkripsiyonu, 5’ Ucuna
Sapka Yapisinin Eklenmesi

pDNA'nin saflastirimasindan sonra mRNA'ya
transkript edilmesi gerekir. Bu proses, RNA
polimeraz enzimini ve nukleotid trifosfatlarin
kullanildigi enzimatik bir yontemle gerceklesir.
Sablon olarak kullanilan pDNA mRNAYya
transkript olduktan sonra mRNA'nin yapisini
koruyabilmesi ve hticre icinde ribozom tarafindan
taninabilmesi ucuna Sapka yapisinin
eklenmesi gerekir. Bu yap! ko-transkripsiyonel
olarak veya Ko-
transkripsiyonel metotta bir guanozin trifosfata

icin 5

enzimatik olarak eklenir.

dort cap analog oraninda karisim hazirlanir. 37
°C'lik inkiibasyon sonrasinda DNAaz enzimleri ile
DNA sablonu degrede edilir ve daha sonra
mRNA'lar saflastirilir. Enzimatik reaksiyon ise

mRNA saflastirildiktan sonra ‘vaccina virus
capping’ enzimi kullanilarak gerceklesir. Ko-
transkripsiyonel metot daha ucuz olsa da

enzimatik reaksiyonun verimi daha yuksektir
(Bancel, Issa, Aunins, ve Chakraborty, 2014; El
Hajjami ve dig., 2021).

6.1.4. mRNA Saflagtiriimasi

Uretilen mRNAlarin saflastirma asamasinda,
MRNA disindaki safsizliklari gidermek icin TFF
yéntemi siklikla kullanilir. Bu yéntemin avantaji
saflastirma, konsantre etme ve diafiltrasyonun
tek bir Unitede gerceklestirilebilir olmasidir. TFF'e
alternatif olarak ters fazli iyon ¢ifti, anyon degisimi
veya afinite kromatografisi kullanilabilir (El
Hajjamive dig., 2021; Patent No. WO 2014/152966
Al, 2014).

6.1.5.MRNA'nin Taginmasi

Son asama Uuretilen mRNA'larin vicuda dogru
bir sekilde tasinmasidir. Bunun icin genelde lipid
nanopartikuller kullanilir. Bu sistemler RNA ilaglar
icin en gelismis ve potent uygulamadir. 4 ana
Notral kolesterol,

unsuru vardir. fosfolipid,
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polietilen glikol (PEG)-lipid ve iyonlasabilen
katyonik lipid. Kolesterol, pozitif yukld amin
gruplariicerir. mMRNA'nin anyonik bir yapisi oldugu
icin etkilesime girer. Ayrica hlcreye giris sirasinda
membran flzyonunu kolaylastirir. PEG - lipid
depolama sirasinda agresyonu onler ve partikdl
boyutunu etkiler. Yaklasik olarak 60 - 100 nm
boyutunda  partiktller  olusturur.  mRNA,
partikullerin icerisine enkapsule edilerek hicreye
ulastirilir (Schoenmaker ve dig., 2021). Su anda
MRNA asisi olarak onay almis 2 asi cesidi
bulunmaktadir. Pfizer-BioNTech firmasina ait
BNT162b2 asisi ve Moderna sirketine ait mRNA-
1273 asisi. Her iki asinin da %95 koruma sagladig
bildirilmistir (Baden ve dig., 2021; Polack ve dig.,
2020).

7.Sonug¢

TUom dunyayr etkisi altina almis olan bu
pandemiyi sonlandirmak i¢cin en 6nemli adim
asi  gelistiriimesidir.
Dunya'daki bircok bilim insani bu alanda cesitli
teknolojiler kullanarak farkl Gretim metotlarina
dayah asilar Bu
calismalarin, Covid-19 pandemisi ile micadeleye
pozitif etkilerinin yani sira gelecekteki asi
adaylarina da c¢ok faydali bilgiler saglayacagi

koruyucu etkisi olan

gelistirmeye calismaktadir.

dustnulmektedir. Tim agsi Uretim yaklasimlarini
ele alacak olursak; hizl, disuk maliyetle uretilen,
etkili ve uzun sdreli immun yanit saglayan
yontemler bu yarista 6ne cikacaktir. Geleneksel
yontemler arasinda yer alan inaktif asi Uretim
prosesi gunumuzde bircok virds cesidi
kullanilmaktadir. Bu sebeple
basamaklarinin optimize edilmis olmasi, benzer

icin
dretim
virsler icin kullanilmasinda kolaylik ve hiz
kazandirir. etkisi
adjuvanlarin kullanimi yontemin guvenilirligini

Aliminyum  bazh bilinen
artirir. Saklama kosullari ve tasinmasi nispeten
kolaydir.
dagitimini kolaylastirir (Marcelino ve dig., 2007;
Liang ve dig., 2020).

Bu durum, asinin kiresel olarak

mMRNA
saglamasi

immun
biridir.

asllarinin  yuksek yanit

avantajlarindan Covid-19
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pandemisinde acil durum kullanim onay: alarak
kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir.
Ancak  dusuk kosulu
gerektirdiginden, bazi Ulkeler icin soguk zincir
tasimada zorluk yaratabilir (Verdecia, ve digerleri
2021).

sicaklikta  saklama

Rekombinant  protein  asilant  glvenligi
kanitlanmis asilardir, spesifik immun yanit
ancak  teknolojik alt  yapi
gereksinimleri ve dogal bagisikigin  zayif
aktivatoru olmalari dezavantajlarindandir

(Jeyanathan ve dig., 2020).

olustururlar

VLP asilarinin virasu taklit etmesi ve hastalik
olusturmamasi bu asilarin 6ne ¢ikan ozelligidir.
Ancak zayif gibi
dezavantajlari mevcuttur. (Dai, Wang ve Deng,
2018).

stabilitesinin olmasi

Viral vektor asilari dlcek buydtme ve vektor
gelistirilmesinde avantajlara sahiptir. Ancak
Adenovirtse karsi daha 6nceden immun yanit
olusturmus kisilerde

asinin etkinligi

dusebilmektedir  (Vannucci, Lai, Chiuppesi,

Ceccherini-Nelli ve Pistello, 2013).

Sentetik biyolojinin gelismesi ile sentetik peptit
asllari gibi teknolojik asilar énem kazanmistir.
immuinojenik epitopun peptitler ile sentezlenmesi
prensibine dayanan asilarin Uretimi hizh
kolaydir. Fakat kuclUk peptitler dusik immdin
yanitlara sebep olabilecegi icin ek proteinlerin

ve

eklenmesi gerekebilir (Li, Joshi, Singhania, Ramsey
ve Murthy, 2014).

TUm avantaj ve dezavantajlar ele alinarak
Uretim metotlari degerlendirilmeli ve pandemi
degerli oldugu
unutulmamalidir. incelenen Gretim metotlarinin

surecinde her yaklasimin

ve klinik calismalarin, ginimuzdeki ve gelecekteki

asl cahsmalarina Istk  tuttugu acikca
gorulmektedir.
8. Tesekkur

Turkiye Saghk Enstittileri Baskanhig (TUSEB)
tarafindan desteklenen 11548NL numarali,

““SARS-CoV-2 Virustine Karsi inaktif Viris Asisi ile

26

Rekombinant Asisi Uretimi icin Preklinik Sonrasi
Proses Gelistirilmesi” baslkll proje kapsaminda
hazirlanan derlemede kuruma destekleri icin
tesekkur ederiz.
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