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8 REKOMBINANT ASILARIN TASARIMI

Asilar, diger biitiin tibbi kesiflerle basarilanlardan daha fazla insanin hayati kurtarmistir. Kimi
kaynaklar asilama uygulamalarmi MO 200°li yillara kadar eskiye dayandirsa bile 15.
ylizyildan sonra ¢icek hastaligindan (variola, smallpox) korumak i¢in saglikli kisilerin ¢icek
virtsii ile bulastirilmasi uygulamalarinin (variolasyon) basladigi kabul edilir. Tiirkiye’de
ogrendigi sekliyle cicek virlisti inokulasyonunu Avrupa’da ilk uygulayan Lady Mary Wortley
Montagu’dur (1721). Daha sonra 1796°da Ingiliz doktor Edward Jenner bir siit¢iiniin elindeki
sigir ¢igegi (cowpox) lezyonu ile bir ¢ocugu asilayarak cicek viriisiine (smallpox, variola)
kars1 bagisiklik saglamistir. Bu uygulama ilk asilama uygulamasi olarak kabul edilir

(https://www.who.int/news-room/spotlight/history-of-vaccination/).

Bagisiklik sistem elemanlar tarafindan yabanci olarak algilanan yapilar antijen olarak
adlandirilir. Antijenler bagisiklik sistemi tarafindan tanmirlar ve antikor denilen karsi
proteinler olusturularak nétralize edilirler. Bir antijenin bagisik tepkiyi tetikleme yetenegi
immiinojenisite olarak adlandirilir. Asilar yiiksek hayvanlarin bagisiklik sistem elemanlari
tarafindan yabanci olarak algilanan antijenik yapilardir. Bir viriis veya bakteri gibi bir patojen
antijen olarak algilanabilir. Buna ragmen bagisiklik sistemi bir viriis veya bakteri veya diger
bir patojenin belli bir molekiiliiniin (¢ogunlukla protein molekiiliiniin) belli bir boélgesini tanir
ve tepki gosterir. Genellikle 10-20 amino asit uzunlugundaki bu yapilar epitop (antijenik
determinant) olarak adlandirilir. Bir antijenik yapida ¢ok sayida epitop mevcut olabilir.
Bagisiklik sistemi bu epitoplarin her biri i¢in farkli antikorlar tiretirler. Ast olarak kullanilacak
antijenin veya epitopun immiinojenisitesinin yiiksek olmasi daha gii¢lii bir bagisik tepki
olusmasini saglar.

Geleneksel agilar iki tiptir: 6lii veya canli agilar. Olii asilar inaktive edilmis viriis
pargaciklar1 veya oldiiriilmiis bakteri hiicreleridir. Canli veya atentie asilar ise bazi 6zel
islemler uygulanarak patojenite yetenekleri yok edilmis viriisler veya bakterilerdir. Her iki tip
asinin gelistirilmesi i¢in uzun, karmasik ve pahali tiretim, gelistirme ve saflastirma islemlerine
ihtiya¢ duyulur. Rekombinant DNA tekniklerinin uygulanabilir hale gelmesinden sonra as1
tiretiminde 6nemli gelismeler saglanmistir. Bunlardan bazilar sdyle siralanabilir:

1. Ateniie asilarin elde edilmesinde hedef patojenite genlerinin yonlendirilmis mutasyon
yontemiyle kontrollii olarak inaktivasyonu.
2. Ateniie edilmis veya patojenitesi olmayan bakteri ve virlis suslarina ilave epitoplarin

eklenerek ¢oklu (polivalent) asilarin elde edilmesi.
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3. Bir patojenik polipeptiti kodlayan genin klonlanmasi ve uygun konak hiicrelerde antijenik
polipeptitin biiyiik miktarda tiretilmesi (altlinite agilarinin tiretilmest).

4. Bir veya daha fazla antijenik polipeptitin kodlanmasindan sorumlu genleri tasiyan ve
memeli hiicrelerinde ekspresyon yapabilen DNA molekiillerinin olusturulmasi (DNA
asilarinin tiretilmesi).

5. Antijenik bir polipeptite ait kodonlar1 igeren ve memeli hiicrelerinde translasyonu
yapilabilen mRNA molekiillerinin tiretilmesi (mRNA agilarinin {iretilmesi).

Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak as1 tiretim yontemlerinden ii¢ii daha
ayrintili olarak incelenecektir: Altiinite asilarinin tiretimi, mRNA asilarinin tiretimi ve viral

vektor asilarinin tiretimi.

8.1 Altiinite Asilarinin Uretimi

Alt linite agsilar bir patojene ait proteinlerin tamamint degil bunlardan belli biri ve bir-ikisini
tasir. Bir viral patojen icin bu, yiiksek oranda immiinojenik olmalarindan dolay1 siklikla viral
ortii proteinleridir. Immiinojenisitesi yiiksek bu 6rtii proteinleri saflastirilir, hizli ve etkili bir
bagisiklik olusturmak tizere yiiksek dozda kullanilir. Altiinite asilar, hi¢bir kontamine
patojenik organizma bulundurma riski olmaksizin biiylikk miktarlarda immiinojenik
proteinlerin tiretilebiliyor olmasi nedeniyle olduk¢a popiilerdir. Bir viral altiinite agis1 liretme
basamaklari su sekilde 6zetlenebilir:
1. Viral DNA’nin restriksiyon endoniikleazlarla pargalanmasi,
2. Viral ortii proteininin kodlayan geni uygun bir vektore klonlanmasi,
3. Dogru bir promotorun saglanmasi, dogru okuma g¢ercevesinin olusturulmasi ve ribozom
baglanma bdlgelerinin eklenmesi (eger konak bir prokaryotik hiicre ise) ve

4. Viral genin konak hiicre i¢ine iletilmesi ve ekspresyonu.
Bazen bir proteini kodlayan genin tamami degil o protein i¢indeki epitop bélgesini kodlayan
gen pargasi klonlanir. Eger hedef viriis genomu RNA yapisinda ise dncelikle genomun bir
cDNA kopyasinin olusturulmasi gerekir.

Cogu klonlama ve ekspresyon calismalarinda tercih edilen konak E. coli hiicreleridir.
Fakat E. coli hiicrelerinde iiretilen bazi viral alt {inite asilarinin zayif bir immiinojenisite
gosterdigi ve asilama sonrasi yeterli diizeyde koruma saglamadigi bilinmektedir. Bunun temel
nedeni virlisiin antijenik proteininin insan hiicrelerinde glikolize ediliyor olasina ragmen
bakteri hiicrelerinde bir glikolizasyon mekanizmasi olmamasi ve dolayisiyla viral antijenin
glikolize edilememesidir. Béyle bir problem alt {inite asiy1 kodlayan genin Okaryotik bir

konak hiicre sisteminde ekspresyonun yapilmasiyla ¢o6ziilebilir. Hayvan ve bitki doku
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kiltirleri ve funguslar konak sistemi olarak kullanildiginda antijen polipeptit glikolize
edilmekte ve immiinojenisitesi artmaktadir. Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) asis1 alt iinite

asisina tipik bir 6rnektir.

8.1.1 Hepatit B yiizey antijeni (HBsAg) alt iinite asisinin iiretim stratejisi

Hepatit B viriisii, yaklasik 3200 baz biyiikliigiinde kismen tek zincirli halkasal bir DNA
genomuna sahip Hepadnaviride familyasina dahil edilen bir viriistiir. Insanlarda hepatit b
(serum hepatiti) denilen karaciger harabatina neden olan bir enfeksiyona neden olur. Bu giin
icin diinyada 296 milyon insan1 enfekte ettigi, bu enfeksiyonlardan az bir kisminin
kronikleserek siroz ve karaciger kanseri ile sonucglandigi ve yilda 820 bin insanin
enfeksiyonun sonucu olarak 6ldiigii bilinmektedir (CDC verileri, Temmuz 2022).

Bir alt tinite asis1 liretilmeden 6nce Hepatit B viriis enfeksiyonuna karsi risk grubunda
yer alan insanlar1 korumak iizere enfekte olmus insanlarin kan plazmasindan saflagtirilan
ylizey antijen (S antijen) partikiilleri as1 olarak kullanilmistir. Plazmadan elde edilen bu as1
immiinojnisitesi yiiksek olan iyi bir as1 idi. Fakat bazi dezavantajlar1 da vardi. Bunlardan biri
as1 saflagtirmak {lizere Hepatit B tasiyici bireylerden yeterli miktarda plazma saglanamamasi,
dolayisiyla yeterli miktarda asi elde edilememesidir. Diger bir dezavantaj ise plazmadan
antijenin saflagtirilmasinda karmasik islemlerin uygulanmast zorunlulugu ve saflastirilan
asinin plazma saglayan bireyden gelen tam olarak inaktive olmamis diger enfeksiyon ajanlari
tasima riskidir. Son olarak da yogun kontroller sonucunda bir risk tasimadigi gosterilmis olsa
bile HIV bulagsma korkusu nedeniyle asiya ilgi gosterilmemesidir.

Bu olumsuzluklardan etkilenmeyecek bir as1 iiretmek i¢cin maya (Saccharomyces
cerevisiae) hiicrelerinde Hepatit B ylizey antijeninin bir alt iinite asis1 olarak iiretilmesi
stratejisi gelistirilmistir (Valenzuela ve ark., 1982). Hepatit B genomu tarafindan kodlanan
proteinlerden biri yiizey antijenidir (S antijeni, HBsAg). Oncelikle viral genomun bu antijeni
kodlayan bolgesi (sAg geni) kesilerek klonlanmistir. Daha sonra s4g geni daha iyilestirilmek
tizere yeniden klonlanmistir (Hilleman 1987). Elde edilen rekombinat vektér (pHBS56-
GAP347/33), promotor ve terminat6r dizileriyle beraber s4g genini, E. coli ve maya DNA
bolgelerini igerir (Sekil 8.1). sAg gen bolgesi Hepatit B viriistiniin S antijen proteininin 226
amino asitlik kisminm kapsamaktadir. Bu genin yukarisina maya transkripsiyon elemanlarinin
tantyabildigi GAPDH promotoru ve asagisina da ADH-1 transkripsiyon terminator dizileri
eklenmistir. Boylece bu gen maya hiicresine transfer edildiginde ekspresyonu

gecgeklestirilebilir hale getirilmistir.
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Sekil 8.1: Hepatit B S antijeni polipeptitinin alt iinite asist olarak maya hiicrelerinde
tiretilmesi amaciyla olusturulmus rekombinant vektoriin sematik goriinimii. GAPDH
promotoru gli¢lii transkripsiyon sinyali veren bir promotor dizisi, ADH-1 terminatorii de

transkripsiyon sonlandirma sinyali veren bir dizidir.

Rekombinant plazmitin E. coli kékenli DNA bolgesinde E. coli hiicreleri iginde
replikasyonunun gerceklesmesini saglayacak E. coli replikasyon orijini ve ampisilin direng
geni yer alir. Bu kisim rekombinant vektoriin E. coli konak hiicrelerinde ¢ogaltilabilmesini
saglamaktadir. Rekombinat vektdriin maya kokenli DNA bolgesinde ise maya hiicrelerinde
replikasyonlarini yapabilmeleri i¢in maya 2u plazmitinin replikasyon orijini ve genetik
belirte¢ olarak leu-2 geni yer almaktadir. Bu rekombinant vektor, /eu-2 mutasyonu tasiyan
maya hiicrelerine transfekte edildiginde bir yandan replikasyonla sayisi artirilirken diger
yandan her bir kopya tizerindeki s4g geninin biiyiik 6l¢ekte ekspresyonu geceklestirilir.

Daha sonra bu hiicrelerde iiretilmis olan S antijenlerinin kromatagrafik yontemlerle
saflastirmasi gergeklestirilir. Maya hiicrelerinden bu yontemle saflastirilan S antijenleri 226
amino asit uzunlugundadir ve glikolize edilmislerdir. Yogun molekiiller aras1 disiilfit
baglarinin yardimiyla polimerler olustururlar, bu polimerler konak hiicre tarafindan saglanan
fosfolipit ve diger lipitlere tutunur ve partikiiller olustururlar. Yapilan elektron mikroskobisi
caligmalar1 maya hiicrelerinde olusan S antijen partikiilleriyle insan plazmasindakilerin benzer
oldugunu gostermistir (Sekil 8.2). Partikiil halindeki ve serbest glikolize edilmis S antijenleri
karsilastirildiginda partikiil seklindeyken immiinojenisitenin 1000 kat daha fazla oldugu
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belirlenmistir. Asilama sonrast yapilan Kkarsilastirmalarda rekombinant alt tnite S
antijenlerinin koruyuculugu ile insan plazmasindan elde edilen S antijenlerinin koruyuculuk
diizeyinin ayni oldugu belirlenmistir. Boylece Hepatit B S antijeni alt {inite asis1 maya
hiicrelerinde yeterli miktarda, daha hizli, daha giivenli ve daha ucuz bir sekilde elde

edilmistir.

Sekil 8.2: Saflagtirllmis Hepatit B yilizey antijen partikiillerinin elektron mikrografi
(130000%). Sol panel insan kan plazmasindan sag panel ise maya hiicrelerinden saflagtirilmig

S proteini partikiillerini géstermektedir.

Alt tinite asilar1 muhtemelen gittikge daha yayginlasacaktir. Bunun farkli nedenleri
vardir. 1) Asi ile diger bir hastalik ajaninin bulagsmasi olasiligi olmadigi i¢in normal atteniie ve
6l asilardan daha giivenlidir. ii) Yine klonlanmis genetik materyal olarak siirekli hazir
oldugu icin yeniden {iretilmeleri daha kolaydir. iii) Ayrica daha geleneksel yontemlerle
tiretilenlere gore rekombinant asilar genellikle daha hizli hazirlanabilirdir. iv) Son olarak

rekombinant asilar geleneksel yontemlerle tiretilen asilardan ¢ok daha az pahalidir.

8.2 Genetik Asilar (Niikleik Asit Asilar)

Rekombinant ve geleneksel asilar enfeksiyon hastaliklarin karsi savasta son derece basarili
olmasina ragmen bazi durumlarda {iretilmesi zordur. Bununla beraber kavramsal olarak asi
iretimi i¢in yeni yaklagimlar miimkiindiir, genetik asilar olarak da bilinen DNA asilar1 ve
RNA asilar.

DNA agilar1 bireyi asilamak i¢in dogrudan patojenin genomunu kullanir. Patojenin
genomunun tanimlanmis bir bolgesi veya immiinojenik proteinleri kodlayan belli genler
kullanilir. Hedef genler plazmit veya viral bir vektore klonlanarak bireylere enjekte edilir.

Enjeksiyon sonrasindan insan veya diger bir hayvan hiicresine ulasan DNA ya yikilir ya da
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tasidig1 genlerin transkripsiyonu ve translasyonu (ekspresyonu) gergeklesir. Eger ekspresyon
gerceklesirse ve lretilen protein immiinojenik ise birey patojene karsi etkili bir sekilde
asilanmis olacaktir. Boylece asi DNA’s1 tarafindan kodlanan proteine karsi bagisik tepki
olusacaktir. DNA (ve RNA) molekiiliiniin kendisi immiinojenik degildir. DNA asilar1 giivenli

ve ucuz olmalari bakimindan avantajlidirlar.

8.2.1 mRNA asilan

mRNA asilar1 immiinojenik bir polipeptitin {iretilerek asi olarak bireylere uygulanmasi yerine
dogrudan hedef immiinojenik polipeptiti kodlayan mRNA molekiiliiniin uygulanmasi esasina
dayal1 bir as1 tipidir. Boyle bir asi elde etmek i¢in hedef polipeptit bolgesini kodlayan DNA
molekiilii bir plazmit veya diger tip bir vektoére klonlanir, gerekli manipiilasyonlar yapilir ve
sonra bu rekombinant DNA bdolgesinden in vitro’da mRNA iretilir. In vitro mRNA {iretimine
ge¢cmeden Once klonlanmig DNA iizerinde gerekli modifikasyonlarin yapilmasi gerekir.
Sozgelimi polipeptit ribozomlarda sentezlendikten sonra endoplazmik retikuluma, golgi
kompleksine ve hiicre zarina transferini saglayacak sinyal ve transit dizilerinin; bu dizilerin
olgunlagsma sonrasinda uzaklastirilmasi i¢in gerekli peptidaz tanima dizilerinin eklenmesi gibi
(Sekil 8.3).

Bu giin i¢in SARS Cov-2 viriisiine kars1 gelistirilen iki mRNA asis1 yaygin olarak
kullanimdadir: BNT162b2 (Comirnaty, BioNTech-Pfizer) ve mRNA-1273 (COVID-19
Vaccine Moderna, Moderna). Her iki asinin da dretilmesi i¢in kullanilan teknoloji c¢ok
benzerdir. Virlistin tam biiylikliikteki S proteininin optimum olarak ekspresyonunun
yapilabilmesi i¢in kodonlar optimize edilmistir. Ayrica protein yapisina 6zgiin sinyal dizisi
eklenmistir. Bu {iretilen mRNA molekiilleri flizyon dncesinde ve sonrasinda konformasyonal
degisiklikleri engellemek i¢in iki adet mutasyon igerir.

mRNA agis1 tiretim siireci, RNA polimerazin baglanabilecegi bir promotor da igeren
bir plazmit icine, hedef DNA molekiiliine klonlanmasi ile baglar (Sekil 8.3). Bakteri
hiicrelerinde bu rekombinant plazmitin ¢ogaltimi (amplifikasyonu, ¢ok sayida kopyasinin
olusturulmasi) sonrasinda dogrusallastirilir ve saflagtirilir. Dogrusallastirilmis ve saflastirilmig
bu rekombinant DNA’dan hedef polipeptiti kodlayan bolgeden in vitro’da transkripsiyon
gergeklestirilerek biiyiik miktarlarda RNA elde edilir. Biiyiik 6l¢ekte iiretim ger¢eklestirmek
icin gelistirilmis yeni teknoloji kullanilarak bu RNA molekiillerinin 5° uglarina kep yapisinin

eklenmesi kritik bir iglemdir.
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Sekil 8.3: Bir mRNA agis1 tiretiminin ana asamalari.

In vitro transkripsiyon sonrasinda mRNA saflagtirma basamaklari uygulanir. mRNA

astlarinin, mRNA’nin stabilitesi ve translasyonun etkinligini saglamak {izere 5° ve 3’
translasyonu yapilmayan dizileri modiile edilir (Sekil 8.4). Ayrica tiridinler RNA stabilitesini

artirmak ve spesifik olmayan bagisik tepkiyi azaltmak igin N1-metilpseudoiiridine (m1Y¥)

degistirilir.
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Sekil 8.4: SARS Cov-2 S proteinini kodlayan bir mRNA molekiiliiniin ve bir S polipeptiti

iceren lipit nano pargaciginin sematik goriiniimleri.

Ast uygulamasi i¢in mRNA agilar1 lipit nano partikiilleri (LNP) formunda spesifik lipit
kompleksleri seklinde hazirlanir (Sekil 8.4). Bu LNP yapist mRNA’y1 sadece doku igindeki
yikima karsi korumaz ayni zamanda hiicreye tutunmalarina ve RNA translasyonu igin
sitoplazma igine salinmalarina da yardim eder. LNP yapisi; pospolipitler, kolesterol, 6zel
katyonik lipitler ve etilen glikol lipitleri gibi bilesenlerin 6zel oranlarda karistirilmasiyla elde

edilir.

8.3 Viral Vektor Asilari

Immiinojenik bir veya daha fazla polipeptiti kodlayan genleri klonlayarak ve memeli
hiicrelerinde ekspresyonu yapilacak sekilde manipiile ederek DNA asilar1 elde edilir. Ast
olarak hazirlanan bu DNA molekiilleri eger memeli hiicre c¢ekirdegine ulasirsa burada
transkripsiyonu ve RNA isleme islemleri yapilarak mRNA’ya donistiiriildiikten sonra
sitoplazmaya gegerek ribozomlarda anijenik polipeptit sentezini yonetir. Cogu durumda DNA
astlarinin hiicre ¢ekirdegine etkili bir sekilde ulastirilmasi temel zorluktur. Bu temel zorlugu
asmak tizere DNA molekiiliinii hiicre ¢ekirdegine tasiyacak sistemlerin gelistirilmesine ihtiyag
duyulur. Bu sistemlerden biri viriis kokenli vektorlerdir.

Baz virtisler enfeksiyonun baglamasindan hemen sonra genomik DNA’larin1 konak
hiicrenin ¢ekirdegine etkili bir sekilde iletirler. Sonrasinda genomlarinin replikasyonu ve
proteinlerini ekspresyonu yapilarak yeni viriis parc¢aciklarinin tiretilmesi gerceklestirilir. Viral
enfeksiyon hiicre icin elbette oldiirticidiir; fakat genomlarimi etkili bir sekilde ¢ekirdege
ulastirtyor olmalar1 bu virtisleri DNA asilarinin, asilanacak kisilerin hiicrelerinin ¢ekirdegine

tastmak icin bir ara¢ yapar. Bunun i¢in viriisiin sézgelimi DNA replikasyonunu yiiriiten
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fonksiyonu kontrol eden genom bdlgesi silinirse bdyle bir virlis pargacigl genomunu
cekirdege iletecek fakat genom replikasyonunu gergeklestiremeyecegi i¢in viral enfeksiyon
devam edemeyecektir. Boyle bir virlis genomuna hazirlanmis bir DNA asis1 (DNA
molekiiliis!) eklenirse bu DNA’nin kodladigi polipeptitin transkripsiyonu gerceklesecek,
sonuc¢ta bu hiicrede antijenik polipeptit sentezlenecektir. Bu sekilde hedef bir DNA
molekiliinii hiicre ¢ekirdegine tagimak {lizere tasarlanmis enfeksiyon yetenegi yok edilmis
viriislere vektor virlisler denir. Vektor virlis olarak farkli viriis gruplart kullanilir. Bunlar
arasinda adenovirtisler, herpes viriisler, vaksinia viriisleri ve retroviriisler sayilabilir.

DNA asilarinin hiicre ¢ekirdegine ulastirilmasinda vektor olarak kullanilan viriislerden
birisi adenoviriislerdir. Insan ve maymun adenoviriis suslar1 bu amag icin gelistirilmislerdir.
Bu virtislerin genomunun E1 bélgesi replikasyondan sorumlu bélgedir. Yine E3 bolgesi de
bazi viral savunma fonksiyonlarin yiiriitiilmesinden sorumlu diger bir bolgedir. Bu viriisiin E1
bolgesine as1 olarak gelistirilmis DNA molekiilt yerlestirildiginde replikasyon fonksiyonu
yok olur ve virlis ¢ogalamaz (Sekil 8.5a). Boylece bu viriis, cogalamayan ama genomunu
cekirdege transfer edebilen bir vektor asiya doniisiir. Bu adenoviriis vektorii, ast DNA
bolgesiyle beraber genomunu c¢ekirdege ulastirir, sonra asi DNA bolgesinden antijenik
polipeptitin ekspresyonu gergeklesir. Fakat temel problem c¢ogalamayan bir viriis
par¢acigindan asi olarak kullanmak {izere yeterli miktarda {iretilmesidir.

SARS Cov-2 i¢in gelistirilen asilardan birisi ChAdOx1-S (University of Oxford,
AstraZeneka) asisidir ve modifiye edilerek hazirlanmis maymun adenoviriisii (sempanze
adenoviriis Y25) vektor olarak kullamlmstir. Oncelikle viriisiin E1 genom bélgesi silinerek
yerine SARS Cov-2 ylizey antijen genini (S geninin) tamamu integre edilmistir (ChAdOx1-S).
Boylece manipiile edilmis S DNA geni virlis yapisina eklenirken viriistin replike olmasi ve
¢ogalmasi da engellenmistir. Bu viriisiin E3 bolgesi de ayrica silinmis ve viriis ¢ogalmasinin
engelleniyor olmasi daha da kesinlestirilmistir. Boyle bir genoma sahip bir viriis pargacigi
normal insan doku kiiltiirti hiicrelerinde ¢ogalamaz. Bunun i¢in viral E1 genini tasiyan hiicre
hatlarindan olusan doku kiiltiirleri kullanilmistir (Sekil 8.5b). E1 fonksiyonu, yani viral
replikasyon i¢in gerekli enzimler doku kiiltiir hiicreleri tarafindan genomlarina integre olmus
bir E1 DNA’s1 tarafindan saglandigi i¢in bu doku kiiltiirlerinde vektor adenovirtis ChAdOx1 -
S biiyiik miktarlarda tiretilmistir. ChAdOx1-S vektér adenoviriisiin ¢ogaltilmasi i¢in insan
embriyonik bobrek hiicre hatti olan HEK293 hiicre hatti kullanilmigtir. Biiytik miktarda
vektor parcaciklarinin saflastirilmasi i¢in, doku kiiltiir hiicrelerinin deterjanlarla pargcalanmasi

ve diger hiicre bilesenlerinden ve viral RNA’dan saflastirilmasi islemleri gerceklestirilir.
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Sekil 8.5: a) E1 ve E3 bolgeleri modifiye edilmis adenoviriis genomu, b) Vektor adenoviriisiin
E1 DNA’s1 tastyan hiicre hatlarinda ¢ogaltilmasi ve ¢) vektor adenoviriisiin agilanan bireyin
hiicrelerinde SARS Cov-2 S antijeninin iiretilmesi ve hiicre ylizeyine transferi.

HEK293 hiicre hatlarinda ¢ogaltilan ve saflastirilan ChAdOx1-S vektor as1 kas igine
uygulandiginda viriisiin tutunma ve penetrasyon mekanizmalar1 yardimriyla sitoplazmaya ve
orandan ¢ekirdege ulasir. Replikasyon fonksiyonundan sorumlu E1 bélgesi bulunmadigr igin
adenoviriis ¢ogalamaz. Buna karsin E1 bolgesinde yerlesik durumdan S geninin
transkripsiyonu gerceklesir (Sekil 8.5¢). Uretilen bu S proteinleri hiicre yiizeyinde transfer
edilir ve bagisik sistem hiicreleri tarafindan taninirlar ve bagisik tepki olusturulur.

Hiicre ¢ekirdeginde S geninden mRNA iiretildigine gére mRNA asilariyla ayni sonuca
ulagildigr dusiiniilebilir. Ancak adenoviral vektor asilar ilizerinden mRNA {iretilme
mekanizmas1 ¢ok daha karmasiktir. Oncelikle adenoviral vektor DNA’sinin ¢ekirdege

gegmesi, sonra c¢ekirdekte translasyonunun yapilmasi, yine g¢ekirdekte RNA isleme
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islemlerine tabi tutulmasi ve sitoplazmaya transfer edilmesi gerekir. Yapilan calismalar
cekirdekte oncti S mRNA’sina alternatif splayslama ve farkli bolgelerden poliadenilasyon
islemlerinin uygulanmis oldugunu gdstermektedir. mRNA agilarinda ise sitoplazmaya

dogrudan mRNA molekiilii ulasir ve sadece S polipeptiti iretilir.

8.4 Endiistriyel ve Sosyal Boyut

As1 arastirma ve gelistirme yetismis eleman ve biiyiik yatirim gerektiren bir alandir. Bu
nedenlerle as1 endiistrisine yatirim yapan girisim sayisi azdir. Bu girisimcilerin ¢ogu ABD ve
Avrupa orijinlidir. Ag1 iretiminin diinyanin daha gelismis belli bolgelerine yogunlagmis
olmasi salgin sartlarinda as1 dagitiminda ayrimciliga neden olmakta ve 6zellikle dusiik gelirli
bolgelere ast ulasmasini zorlastirmaktadir. Sinirli a1 stoku ve esit olamayan dagitim kiiresel
esitsizliklere neden olmaktadir. So6zgelimi serviks kanserine karst mevcut insan
papillomaviriis (HPV) asisinin hastalik sikliginin daha yiiksek oldugu diisiik gelirli tilkelere
ulagsma oramt %41 iken yliksek gelirli iilkelerde bu oran %383’tiir. COVID-19 agilarinin
saglanmasinda daha agir bir esitsizlik goézlemlenmistir. Cin, Hindistan ve Breziya gibi
tilkelerde as1 arastirma ve gelistirmesine yatirim yapan girisimcilerin sayisi gittikge
artmaktadir.

Yeni bir aginin gelistirilmesi olduk¢a pahali ve zaman alan stirecleri igerir. Yeni bir ast
gelistirmenin maliyeti 1991 yilinda 231 milyon ABD dolar1 iken 2003 yilinda 802 milyon
dolara, 2010 yilinda da 1 milyar dolara ulasmistir. Bu hesaplamalar biitiin masraflari i¢erecek
sekilde hesaplanmistir: olumsuz sonuglanmais iirtin arastirma gelistirme masraflari, lisanslama
sonrast klinik ¢alismalar ve {iretim stireclerinin iyilestirilmesi. Lisanslama i¢in hazir yeni bir
ast elde etmek i¢in 600-800 milyon dolarlik bir harcamaya ihtiya¢ oldugu hesaplanmaktadir.
Bir girisim bdyle bir {iriin i¢in yillik 100 milyon dolar yatirim yapmasi durumunda ancak 6-8
yilda {irlinii hazir hale getirebilir. S6zgelimi insan papillomaviriis ve rotaviris asilar1 14-16

yilda tamamlanabilmistir. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7151793/)

2021 yilinda 141 milyar ABD dolarn degerinde 16 milyar doz as1 piyasaya
sunulmustur. Bu say1 2019 yili pazar hacminin hemen hemen 3 kat1 (5.8 milyar doz) ve pazar
degerinin neredeyse 3.5 kat1 (38 milyar dolar) kadardir. 2019-2021 yillar1 arasindaki bu farki
olusturan ana neden COVID-19 agilaridir. Bu durum ag1 tiretiminin saglik ihtiyaclarina bagl

olarak nasil biiytik bir hizla arttigini gostermektedir (https:/www.who.int/news/item/09-11-

2022-who-releases-first-data-on-global-vaccine-market-since-covid-19). Kiiresel rekombinant

as1 pazar biiytikliigii 2021 yilinda 8.1 milyar dolar olarak gergeklesmistir. 2031 yilinda yillik
%11.4°1uk bir artisla 24.7 milyar dolara ¢ikmasi 6ngoriilmektedir.
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