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Icindekiler

Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Proje tek bir as1 ile Hanta, Nipah ve Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) viriislerini hedef
almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére, bu viriisler %50’lerden %75 lere varan Sliim
oranlarina sahiplerdir [1, 2, 3]. Ayrica Hanta ve KKKA viriisleri Tiirkiye’de yaygin olarak
goriliirken, Nipah viriisli diinya ¢apinda pandemi riski yiiksek olan viriisler listesindedir [4].
Viriislerin 6liim oranlarinin yiiksek olmasi, Tirkiye’de ve diinyada goriilme sikligiin ciddi
olmasi ve bu viriislerin kesin as1 ve ilaglarinin olmamasi nedeni ile proje i¢in bu viriisler segildi.
Proje, potansiyel salgin ya da pandemi riski tasiyan bu viriislerin yol actig1 hastaliklara; diistik
maliyetli, yliksek koruyuculuk saglayan ve {i¢ viriisii de hedef alacak sekilde ¢oklu epitop igeren
protein bazli yerli ve milli bir as1 gelistirmeyi amaglamaktadir (Figiir 1). Her virlisiin ¢esitli
epitoplarini igeren iki farkli gen dizisi tasarlanacaktir. In silico ortamda denenen epitoplarin
hepsi bagisiklik i¢in en uygun olanlardir. Viicuda giren bu epitoplar, bagisiklik sistemi
tarafindan tanmacak ve olas1 bir viriis kapma durumunda bagisiklik harekete gegecektir. ilave
olarak tasarlanacak ikinci bir gen dizisi, aginin ikinci dozunu olusturabilmesi ya da ilk doza
ilave edilmesi hedeflenmektedir. Boylece, ¢esitli epitoplar kullanildigi i¢in asinin bagisiklik
tarafindan taninma ve antikor olusturma ihtimali yani asinin koruyuculugu yiiksek oranda
artacaktir. Asi, hayvan ve insan deneylerinden basariyla ge¢cmesi halinde satisa hazir hale
gelecektir. Viicuda kan ve dil alt1 yollar1 ile basari oranina goére bir veya iki doz halinde
verilmesi planlanmaktadir.

Problem/Sorun:

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore, Nipah viriisii hem insandan insana hem de hayvandan
insana bulagma 6zelligine sahiptir. Asemptomatik belirtiler gdsterebilirken, agir akut solunum
yolu hastaliklarina ve beyin iltihabina neden olabilir. Bu nedenle, Nipah, %75 6liim orani ile
DSO’niin dncelikli hastaliklar listesinde yerini almistir. KKKA viriisii ise keneler araciligiyla
bulasip %88 oraninda belirti gostermezken %40°lik bir 6liim oranina sahiptir. Ayrica, ates ve
agr1 gibi baz1 semptomlara da sebep olabilmektedir. Kemirgenler yoluyla bulasma gosteren ve
Pulmoner ve Hemorajik Renal Sendromu’na sebep olan Hantaviriisleri ise kusma, agr1 ve ates
gibi semptomlarla kendini gostermektedir. Buna ek olarak %50’ye varan 6liim oraniyla
ilkemizde goriilen riskli bir viral hastaliktir. Bu ii¢ viral hastalifin herhangi bir tedavi
yontemleri ve asilari olmadigr igin insanlig1 tehdit etmektedir. COVID-19 pandemisi, viral
hastaliklarin hem ciddi halk saglig1 sorunlarina sebep oldugunu hem de toplumlar1 sosyal,
egitim ve ekonomik alanlarda olumsuz etkilediklerini ortaya koymustur. Bu kapsamda, Nipah,
KKKA ve Hanta viriisleri de potansiyel bir problem olarak ¢6ziim beklemektedir [1, 2, 3].

Coziim

Nipah, KKKA ve Hanta viriislerinin uygun epitoplar1 birlestirilerek yapay bir gen dizisi elde
edilecektir. Hanta viriisiiniin Tiirkiye’de en ¢ok goriilen varyanti (strain) da dahil olmak {izere
[4] bes varyantina (Hantaan, Dobrava- Belgrade, Seoul, Gou viriis ve Amur) uygun ortak



epitoplar kullanilacaktir [5]. Kisaca; Nipah, KKKA ve Hanta (bes varyant) viriisleri i¢gin ikiser
cesit epitop kullanilacaktir. Kullanilacak epitoplarin her biri, in silico ortamda test edilerek
secilen en iyi epitoplardandir [5, 6, 7, 8]. Bu epitoplar MHC-I, MHC-II, B ve T hiicre
reseptorleri ile son derece uyumlu epitoplardir. Epitoplarin arasina uygun "linker" dedigimiz
baglant1 fragmantlar1 eklenecektir (EAAAK ve GGGGS). Ek olarak, bagisiklik sistemini
harekete gecirme [9] ve hiicreye epitoplari tanitma [10] konusunda Onemli rolleri olan
adjuvanlar ile gen dizisi desteklenecektir (CXxTB ve LT-IIc) (Figiir 1). Daha sonra, gen
dizisinden elde edilen protein biyoinformatik araglar kullanilarak yar1 émiir, hidropatikligin
genel ortalamasi (GRAVY), alifatik indeksi ve kararsizlik indeksi gibi degerler agisindan
ExPasy ve Swiss Prot araglariyla test edilecektir [11]. Aym sekilde ikinci bir gen dizisi daha
hazirlanacak ve bu dizi ayni viriislerin farkli ve etkili diger epitoplarini icerecektir.
Olustururken herhangi bir sorun olmamasi adina bu 6zel gen dizileri sirketlerden siparis
edilecektir. Elde edilen genler, uygun restriksiyon enzimleri ile kesilecek ve ardindan ayni
enzimler sayesinde pET-28b [12] adli ekspresyon vektoriine klonlanacaktir. Klonlanan bu
vektor, protein ekspresyonu igin Escherichia coli BL21(DE3) bakterisine elektroporasyon
yontemi ile aktarilacaktir. Daha sonra, bu bakteriler uygun ortamda g¢ogaltilacaktir. Ekspres
edilen proteinler, bakterilerden izole edilecektir. Ardindan SDS-PAGE deneyi ve Western blot
analizi ile proteinlerin baz1 6zellikleri test edilecektir [13]. Bu analizlerden sonra proteinlere,
uygun dengeleyiciler (stabilizer) eklenerek tam anlamiyla bir asi1 elde edilmis olacaktir.
Ardindan, as1 gii¢ testine tabi tutulduktan sonra hayvan deneyleri i¢in kullanima hazir hale
getirilecektir. Hayvan deneyleri i¢in Erciyes Universitesi As1 Arastirma ve Gelistirme Merkezi
gibi alaninda uzman kurumlarla anlasilacaktir. Asi, bu deneyleri basar ile gectiginde klinik
denemeler i¢in Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanligi (TUSEB) na bagvuru yapilacaktir daha
sonra siseleme i¢in alaninda uzman ilag firmalari ile anlasilacaktir. En son adim olarak da insan
deneyleri, faz 1, 2 ve 3 asamalar1 igin geng ve orta yastan saglikli insanlar segilecektir.
Kullanimi i¢in herhangi bir sorun goriilmedigi takdirde bu asilar 60 yas iistii, kronik hastalig
olanlar ve alerjisi olan insanlar iizerinde denenecektir. Olumlu sonuglar alindig1 takdirde as1
halkin kullanimina acilacaktir. Asi, insanlara kan yoluyla ya da dil altina sivi formda
verilecektir. Elde edilen iki farkli protein ayn1 miktarda karistirilarak bir sisede toplanacaktir ya
da ikinci diziyi igeren as1 ayr1 bir doz olarak hastaya verilecektir (Figiir 2).

4. Yontem

01. Yapay ¢oklu-epitop genin tasarimi ve testi

Nipah, KKKA ve Hanta viriislerinin ag1 iiretimine en uygun epitoplarin1 bulmak i¢in makale
taramasi yapilmistir. Makaleler, in silico ortamda toksisite, etkinlik, guanin-sitozin (GC)
icerigi, antijenite, hidrofobiklik (%), alerjenite, niifus kapsami (%), ¢oziiniirliik gibi degerler
acisindan her bir potansiyel epitopu test etmislerdir. Aralarindan bagisiklik tarafindan
taninabilecek ve bagisikligi harekete gegirebilecek seviyede olan epitoplar segilmis ve
makalelerde bunlar agikga belirtildi. Belirtilen ve 6zenle segilen bu epitoplar arasindan projenin
amacina uygun olanlar sec¢ildi. Bu epitop dizilerinin basina ve sonuna bagisiklik sistemini
tetikleyici adjuvanlar eklendi (Figiir 1) (CxTB ve LT-lIc). Bu adjuvanlar sayesinde asinin



bagisiklik tarafindan bulunma sansi artacaktir. Bu epitoplar ve adjuvanlarin arasia “linker”
dedigimiz protein kodlamayan baglanti fragmantlari eklendi (EAAAK ve GGGGS). Bu
fragmantlar sayesinde eklenen epitoplar birbirine baglanacak ve belirli bir uzaklik saglayarak
proteinlerin birbirine temasini en aza indirecektir. Epitoplarin birlesmesi sonucunda olusan
proteinin pH, yar1 Omiir, hidropatikligin genel ortalamasi (GRAVY), alifatik indeksi ve
kararsizlik indeksi gibi 6zellikleri Expasy ProtParam ve Swiss Prot biyoinformatik araglarla
test edilmistir. Elde edilen verilen; pH degeri 8.18, memeli viicudunda (in vitro) yar1 émiir 30
saat, GRAVY degeri -0.071, kararsizlik indeksi 33.35, alifatik indeksi 86.08 seklindedir ve
protein kararlt haldedir. Bu degerler bir proteinin as1 yapimi i¢in uygun oldugunu
gostermektedir. Epitop dizimizin iki ucuna restriksiyon enzimleri Xhol (3’ yonii) ve Nhel (5’
yonii) eklenir. Swiss Model ile proteinin kuarterner yapist modellenir (Figiir 3). Son olarak,
proteini saflastirmak icin kullanilacak olan nikel afinite kromatografi metodu i¢in proteini
sentezleyecek olan vektordeki DNA’ya histidin etiketi eklenir.

02. Yapay genin transformasyonu ve ekspresyonu

Hazirlayip siparis edilen gen, temin edilecek pET-28b ekspresyon vektoriine Xhol ve Nhel
restriksiyon enzimleri kullanilarak klonlanir. Genimizi igeren plazmitin, Escherichia coli
BL21(DE3) bakterisine transformasyonu elektroporasyon yontemi ile gerceklestirilir. Besin
yoniinden zengin, sik¢a kullanilan ve kanamisin iceren LB agarda 37°C’de bir giin boyunca
bakterilerin inkiibasyonu gergeklestirilir. Daha sonra, transformasyonu tamamlanmis koloninin
kanamisin i¢eren LB besiyerine inokiilasyonu gergeklestirilir ve bakteriler 37°C’de inkiibe
edilir. Bu inkiibasyondan sonra, bakteriler %1 konsantrasyon oraniyla taze besiyerine alinir ve
kiiltlir ortaminda OD600 degeri 0.5-0.6 degerlerine ulasincaya kadar biiytitiiliir. Bakteriler bu
degere ulastiktan sonra indiikleme metodu uygulanir. Bunun i¢in, bakterilere aktardigimiz
genin ekspresyonunu indiikklemek amaciyla besiyerine izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozit
(IPTG), son konsantrasyon 1 mM olacak miktarda eklenir. Inkiibasyondan bir giin sonra,
bakteriler santrifiij yontemi ile pellet olarak elde edilir. Elde edilen pelletin SDS (sodyum
dodesil siilfat)-jel loading buffer ile tekrardan siispansiyonu yapilir ve bu soliisyon 100°C’de 3
dakika boyunca isitilir. Isitma isleminden sonra soliisyona bir dakikalik maksimum hizda
santrifiij islemi uygulanir. Daha sonra, oda sicakligina getirilen pellet %15’lik SDS-PAGE
(sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel) ile analiz edilir ve sonuglara gore proteinin 39 kDa
oldugu dogrulanmis olur [13, 14].

03. Proteinin Western blot analizi

SDS-PAGE deneyinden sonra proteinlerin varligi tespit edilir ve sirada Western blot yontemi
ile istedigimiz proteinin antikorlar sayesinde analizi ve dogrulanmas1 var. Her bir viriis antikoru
icin ayr1t membran hazirlamak gerekecegi i¢in toplamda 3 membran {izerinden deney yiiriitiiliir.
Poliviniliden floriir (PVDF) membranlari, metanolde bir dakika beklettikten sonra distile suda
membranlar yikanir ve sonra transfer buffer icerisine yerlestirilir, membranlar kullanilana kadar
orada beklerler. Ortalama 39 kDa’luk bir protein elde etmeyi bekledigimiz igin yari-kuru
transfer gergeklestirilir. SDS-PAGE jelde elde edilen isaretleyici (marker) ile proteinler,
hazirlanan PVDF membrana yari-kuru transfer sistemi kullanilarak aktarilir. Transferden sonra
membranlar, PBS-T i¢inde %1 yagsiz kuru siit ile 37°C’de 1 saat siireyle bloke edilir. Daha
sonra birincil antikor secimi sirasinda Hanta, Nipah ve Kirim Kongo Kanamali Atesi



virtislerinin birincil antikorlart kullanilir. Her membran igin farkli bir viriis antikoru kullanilir
ve lic membran da bir gece antikorlarla inkiibe edilir. Daha sonra baglanmamis antikorlarin
yikanip atilmasi i¢in TBS ile 30 dakika boyunca g¢alkalayici iizerinde bekletilir. Bu islem {i¢
defa tekrar edilir. Ikincil antikorlarin uygulanmasi sirasina geldigimizde 1 saat boyunca
37°C’de uygulama gerceklestirilir. Baglanmamus ikincil antikorlarin yikanip atilmasi igin yine
membranlar TBS i¢inde 30 dakika boyunca bekletilir. islem ii¢ defa tekrar edilir. Membranlarin
gorlintiilenmesi i¢in membranlar {izerine ECL (gelismis kemiliiminesans) dokiiliir ve 5 dakika
boyunca karanlikta bekletildikten sonra kemiliiminesans ya da kolorimetrik ile goriintiileme
yapilir [13].

04. Proteinin hazirlanmasi

Western blot analizinde istenen proteinin varligi tespit edildikten sonra sirada, kalan
bakterilerden proteinin toplanmasi ve hazirlanmasi var. Rekombinant proteini elde etmek i¢in
bakteri hiicreleri hasat edilir ve 6000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Daha sonra,
hiicrelerin ayrilan pellet kismi PBS (Fosfat Tampon Salin) ile yikanir. Pellet yikandiktan sonra
lizozim, TritonX ve Tris-HCI igeren liziz buffer ile tekrar siispanse edilir. Siispansiyondan
sonra, hiicreler 15 dakika boyunca 30°C’de inkiibe edilir. Daha sonra, sonikasyon ile hiicreler
parcalanir ve 10,000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edilir. Santrifiijden elde edilen pellet,
3 M iire igeren 1 mM NacCl, %0,5 TritonX-100 ve %2 sodyum deoksikolat ile yikanir. Yikama
isleminden sonra, pellet 8 M iire iceren 2 mM EDTA, 5 mM B-Merkaptoetanol ve 50 mM Tris—
HCI ile siispanse edilir. Elde edilen siispansiyon 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilir. Santrifiij ile elde edilen siipernatantta bulunan histidin etiketli rekombinant proteinleri
saflastirp elde etmek amaciyla, siipernatantin Ni%*-NTA (nikel-nitrilotriasetik asit) agaroz
metal kiireler (bead) ile 4°C’de 1 saat boyunca inkiibasyonu gerceklestirilir. Ardindan,
stipernatant 1060 g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilir. Metal kiirelere baglanan proteinler liziz
buffer ve 10 mM imidazol iceren yikama buffer ile onar dakikalik inkiibasyon arasiyla ticer
defa yikanir. Yikama isleminden sonra, proteinler 4°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilir.
Daha sonra, proteinlerin liziz buffer ve 500 mM imidazol iceren eliisyon buffer ile proteinlerin
metal kiirelerden ayristirilma islemi gerceklestirilir. Nikel afinite kromatografisi isleminden
sonra, ayristirilan proteine 50 mM sodyum asetat buffer soliisyonunun i¢inde 48 saatlik bir
diyaliz islemi uygulanir. Ardindan, proteinin katyon degistirici kolona aktarilmasi ile
rekombinant proteini elde etmek i¢in son saflastirma islemi uygulanmis olur. Bu adimlarin
ardindan elde ettigimiz protein SDS-PAGE ile analiz edilir ve uzun siire korunmasi amaciyla -
20°C’de %25-50 (w/v) gliserol ya da etilen glikol i¢eren soliisyonda saklanir [13, 15].

05. Proteinin, KKKA, Nipah ve Hanta Viriisiiniin as1 immiinojeni olarak etkinliginin
ol¢iilmesi

05.a. In vitro gii¢ testi (potency test)

Etkinlik testi ile klinik etkinlik arasindaki korelasyon, asi kullaniminin temelini olusturur.
Alternatif yontemler arasinda deneysel hayvan ikamesi ve serolojik ikame yer alir. ilk yontem,
orijinal kullanicilar yerine benzer klinik semptomlar1 olan hayvanlar1 kullanmak ve bu hayvan
asisinin etkinligini dolayli olarak test etmektir. Serolojik yontemde ise asmin etkinligi,



asilamadan sonra antikor titre dlizeyi saptanarak degerlendirilir. Bu yontem, viriisleri nétralize
etme deneylerini ve ELISA'nin her tiiriinii igerir. Asinin giicliniin test ederken dogrudan ELISA
(Enzim bagli immiinosorbent deneyi), dolaylt ELISA, dogrudan sandvi¢ ELISA, dolayl
sandvi¢ ELISA teknikleri uygulanabilir. Bu test i¢in Oncelikle ii¢ viriis i¢in de monoklonal
antikor (MADb) satin alip alinamayacagina bakilir eger imkéan dahilinde degilse bu antikorlari
laboratuvar ortaminda iiretilir. Bunun i¢in {ic hamster her birine farkli bir viriis diisecek sekilde
ti¢ viriisle enfekte edilir. Hamsterlarin asit sivisindan monoklonal antikor (MAD) elde edilir ve
afinite kromatografisi ile saflastirilir. Daha sonra sandvi¢ ELISA metodu kullanilir. Bir
plakanin 96 oyugunun her birine karbonat-bikarbonat tamponu ile seyreltilmis 0-1 ml MAb (0.9
ug/oyuk) ilave edilir. 37°C'de 18 saat inkiibasyondan sonra, plaka PBS ile yikanir ve bir bloke
edici soliisyon ilave edilir. Inkiibasyondan sonra plaka, %0.05 Tween-20 (PBS-Tween) ile
takviye edilmis PBS ile yikanir. Viriislerin seri iki kat seyreltmeleri iki kopya halinde (0.1
ml/kuyucuk) yapilir. Plaka inkiibe edilir ve ardindan yikanir. Bagh viriis epitoplari, 0-1 ml
peroksidaz-konjuge MAb'nin eklenmesiyle saptanir. Inkiibasyondan sonra fazla konjugat
yikanarak uzaklastirilir. Substrat soliisyonu daha sonra her bir kuyucuga ilave edilir. Oda
sicakliginda 30 dakika beklettikten sonra 5 N H2SOg4 soliisyonu eklenir ve 492 nm ve 630 nm'de
optik yogunluk (OD) bir SJ otomatik okuyucu ile o6l¢iiliir. ELISA titre, (Viriis iceren
reaksiyonlarindaki ortalama OD degerleri) — (kontrol reaksiyonlarindaki ortalama OD
degerleri) olarak ifade edilir. Bu islemlerin hepsi ii¢ viriise ayr1 ayr1 uygulanir [16].

05.b. Hayvan asilama ve deneyleri

Hanta ve Nipah viriisleri i¢in ortak olan denek hayvani Syrian hamster iken KKKA i¢in STAT-
1 sinyal yolag1 eksik olan bir fare modeli uygundur. KKKA Syrian hamsterlar1 enfekte edemese
de canlida antikor olusmasini saglar. Bu yiizden de ilk hayvan deneyleri i¢in Syrian hamster
ortak model olarak kullanilabilir. Syrian hamsterlar ii¢ farkli gruba ayrilir ve deneyin 0. ve 14.
giinlinde Grup 1’de bulunan hamsterlarin her birine 1.0 ml as1 enjekte edilir. Grup 2’deki
hamsterlara ise sadece adjuvanlar enjekte edilir. Grup 3 ise kontrol grubu olur ve herhangi bir
tedavi almazlar. Hayvanlarin her birinden enjeksiyondan 6nce ve sonra diizenli araliklarla kan
ornegi alinir ve ELISA testine maruz birakilir. Bdylece antikor varligi tespit edilir. Hayvan
deneylerine gecildigi zaman, asilanmis hamsterlar yaklasik 0.1 ml’lik toplamda 0.3 ml’lik ii¢
viriisli de iceren soliisyonlar ile enfekte edilir. 7 giin boyunca canlilar klinik igaretler ve 6liim
orani agisindan giinliik olarak incelenir. Mevcut asilarda, hayatta kalma orani test grubunda
%70'1 gegmeli ve kontrol grubunda %20'den az olmalidir [13].

06. Klinik calismalar

Klinik ¢alismalar ii¢ asamali bir siirectir. Faz I sirasinda, kiigiik gruplara deneme asis1 yapilir.
Faz IT' de klinik calisma genisletilir ve as1, amaglanan kisilerle benzer 6zelliklere (yas ve fiziksel
saglik gibi) sahip kisilere verilir. Faz III' te as1 binlerce kisiye verilir ve etkinlik ve giivenlik
acisindan test edilir. Faz I caligmasi, saglikli insanlarda giivenligini degerlendirmek icin as1
adaymin tanitilmasindan olusur. Bir aginin faz I deneyinde her aday as1 ile ya da bir kontrol
grubuyla- tipik olarak plasebo grubu- deneye tabi tutulur. Birincil gézlem, giivenligin (olumsuz
bir olayin yoklugu) tespiti ve bir bagisiklik tepkisinin kanit1 i¢indir. Asinin veya plasebonun
uygulanmasindan sonra, antikor iiretimi, saglik sonuglar1 (hedeflenen enfeksiyon veya baska



bir enfeksiyondan kaynaklanan hastalik gibi) hakkinda veri toplanir. Deneme protokoliinii
takiben, tedavi ve kontrol gruplart arasinda sonuglarda gozlemlenen farkliliklarin istatiksel
onemini dlgmek icin belirtilen istatiksel test yapilir. Asinin yan etkileri de not edilir ve bunlar,
aday asinin Faz II denemesine gecip gecmeyecegine dair verilen karara katkida bulunur. Faz
I’ ye gegis, kiiciik bir saglikli goniilli kohortunda Faz I' den elde edilen immiinojenik ve
toksisite sonuglarina dayanir. Faz II, daha ¢esitli insan gruplarindaki reaksiyonlar1 belirlemek
ve farkli programlari test etmek i¢in as1 hedef popiilasyonunda (~ yiizlerce insan) daha saglikli
goniilliilerden olusur. Benzer sekilde, Faz III denemeleri, toksisiteyi, immiinojenisiteyi ve doz
denemelerini ¢ok daha biiyiik bir 6lgekte izlemeye devam eder. Asi, onaya ve ardindan genel

iiretime sunulmadan 6nce dogal hastalik kosullarinda giivenli ve etkili oldugu gosterilmelidir.
[17, 18].

5.  Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

Babhsi gecen viriisler i¢in tedaviyi destekleyici bazi ilaglar bulunmaktadir, fakat higbir viriisiin
resmi bir agis1 bulunmamaktadir. Projede, {i¢ viriise ayn1 anda as1 gelistirmek hedeflenmektedir.
Ayrica bu asitya Hanta virlislinlin 5 (bes) varyant1 dahildir. Kisaca proje; Nipah, KKKA ve
Hanta (5 varyant1) viriisleri ile savagsmaktadir. Asinin koruyuculugunu arttirmak adina ilk dizide
bulunmayan epitoplari igeren ikinci bir gen dizisi tasarlanacaktir. Bu sayede epitop ¢esitliligi
artacak ve bagisiklik sistemi tarafindan viriislerin daha ¢esitli epitoplar1 tanimasi saglanacaktir.
Simdiye kadar tek bir asida bu kadar ¢ok virlis ayn1 anda hedeflenmemistir. Ayrica yapilan
arastirmalar dogrultusunda projedeki gibi birden fazla gen dizisi tasarlayarak asi kalitesini
arttiran bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu yonleriyle projemiz bir ilk olacaktir. Nipah ve KKKA
viriislerine tasarlanan asilardan biri rekombinant antijen agis1 iken digeri hiicre kiiltiirii agisidir.
Bu asilar heniiz onay alacak seviyeye gelmemislerdir. Hanta Viriisii i¢in ise resmi bir a1
caligmas1 bulunmamaktadir. Ayrica, protein bazli tasarlayacagimiz bu asi, geleneksel asi
yontemlerinden farkl olarak bir patojen icermez bu yilizden daha giivenli ve daha ekonomiktir.
Ek olarak, as1 korkusu olanlar i¢in dil alt1 segenegi hep mevcut olacaktir. Projenin en 6nemli
yonii ise, li¢ farkl viriisiin epitoplarinin bir proteinde toplanarak as1 yapilmasidir. Bu, diinyada
ilk ve tek, yerli ve milli bir as1 ¢calismasi olacaktir.

6. Uygulanabilirlik

Projemiz, fikrimizin deneysel ve analitik arastirmalarimiz ile desteklenmesiyle 3. teknoloji
hazirlik seviyesini tamamlamis bulunmaktadir. Gen tasarlandiktan sonra verilen siparisin
elimize ulagmasi yaklasik bir ay siirecektir. Daha sonra genin bakteriye transforme edilip hasat
edilmesi ise yaklasik bir ay siirmektedir. Hasadin ardindan elde edilen genin Western blot
analizi yapilir. Son olarak proteinin hazirlanmastyla preklinik 6ncesi deneyler dort ay gibi bir
stirede tamamlanmis olacaktir. Bir sonraki agsama olan ve protokoliinii halihazirda hazirlamis
oldugumuz laboratuvar ortamindaki preklinik deneysel caligmalarinin yaklasik ii¢ ayda
tamamlanmasi ile projemiz, 4. teknoloji hazirlik seviyesine ve deneysel calismalardan elde
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edilen verilerin ¢evresel sartlarda denenmesi ve dogrulanmasi ile sonraki teknoloji hazirlik
seviyelerine ulasacaktir. Elde ettigimiz genin basarisint 6l¢mek i¢in gerceklestirilmesi gereken
in vitro ve in vivo deneyler bu asamalarda gerceklestirilecektir. Hazirlanan asinin canlilarda
meydana getirecegi bagisiklik tepkileri bu deneyler ile gézlenebilir. Daha sonra, bu deneylerden
elde edilen sonuglara gore asinin goniillii insanlar tlizerinde ve uzmanlar esliginde klinik
deneyleri gergeklestirilecektir. Bagisiklik tepkileri olgiileceginden dolay1 en Kritik ve zaman
alan asama klinik deneyler olacaktir. Goniillii kisilerin yas, cinsiyet, hastalik ge¢misi gibi
ozellikleri bu asamada dikkate alinacak ve bu 6zelliklere gére doz ayarlama yapilacak ve klinik
deneylerin gidisati sonucglara gore belirlenecektir. Bu parametreler goz oniine alinarak asinin
kullanim i¢in uygunlugu tespit edilecektir. Uygun gdriilmesi halinde hazirlanan as1, hastane ve
saglik ocaklar1 gibi uygun ortamlarda uzmanlar esliginde insanlara kan veya dil alt1 yoluyla
verilecektir. Yaygin goriilen ve pandemi riski bulunan viriisler i¢in tasarladigimiz bu asinin,
kolayca taginabilir bir formda olmasi sayesinde basta iilkemizde olmak {izere hedef kitlemizde
ayrmtili sekilde acikladigimiz yaklasik 20°den fazla iilkede kullanilmas: beklenmektedir. Iki
farkli gen dizisi tasarladigimiz i¢in asinin insanlar {izerindeki koruyuculugunun yiiksek olmasi
bu yiizden de diinya ¢apinda ciddi bir basar1 yakalamasi beklenmektedir. Ug viriisii hedef alan
bu asinin, bu kadar ¢ok iilkede gerekli olmasi sebebiyle devletimize bilim ve tip alaninda
saglayacag1 katkilarin yaninda biiyiik bir ekonomik fayda saglayacagin1 da 6n gérmekteyiz.
Uluslararas1 bir pazara sahip olan bu projemiz, lilkemize iist diizeyde bir doviz akist
gergeklestirirken ayni zamanda kurulacak tesis ile tlkemizin ihtiyact olan istihdami
saglayacaktir. Projemiz karma as1 statiisiinde oldugundan ve rekombinant protein igerdiginden
dolay1 yurtdis1 satist i¢in bes dozu en az 50- 60 dolar civarinda bir fiyatlandirmaya tabi
tutulacaktir [19]. As1 projelerinin ulasabilecegi pazar payi i¢in bir karma as1 6rnegi verecek
olursak; difteri, bogmaca ve tetanos (DTP) as1 pazarimin 2019 yilinda 4,758,8 milyon dolar
degerinde oldugu ve %5,1'lik bir tahmini biiylime ile 2027 yilina kadar 7.054,4 milyon dolara
ulagmasi beklenmektedir [20].

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

372 amino asitten olusan gen dizisinin temini i¢in 349 dolar kadar bir iicret verilmesi gerekiyor.
Bunun disinda gerekli olan E. coli BL21(DE3) bakterileri ve deney igin gereken kimyasallar ve
cihazlar danigman hocamizin laboratuvarindan karsilanacaktir. Ayrica bu kimyasallarin, genin
siparisi ve antikorlarin satin alinmasi halinde maliyeti nasil etkileyecegi Tablo 1°de
gosterilmistir. Hayvan deneyleri ve klinik calismalar Erciyes Universitesi As1 Arastirma ve
Gelistirme Merkezi gibi uzman kurumlar elinde gerceklesecektir. Proje ortakligi s6z konusu
oldugu icin bu agamalarda bu kurumlarla anlasilacak, en sonda siseleme islemleri i¢in ise ilag
firmalar1 ile bir anlasma imzalanacaktir. Pfizer tarafindan gelistirilen COVID-19 asisinin
arastirma gelistirme maliyeti 1 milyar dolar olarak agiklanirken Moderna’nin AR-GE
harcamalar1 955 milyon dolar1 bulmustur [21]. Bizim projemizin AR-GE maliyeti bu
karsilagtirmaya gore ¢ok daha diisiik olacaktir. Preklinik ¢alismalardan onceki deneylerin
bitmesi ortalama dort ay gibi bir zaman alacaktir. Preklinik ¢aligmalarin da ortalama ti¢ ay kadar
stirmesi beklenmektedir. Yaklasik yedi aylik bir ¢calismadan sonra klinik deneylere gecilecektir.



En zaman alic1 adim klinik ¢alismalar olacaktir. Bu deneyler goniilliiliikk esasina dayali oldugu
icin ortalama bir siire séylemek zor olacaktir (Figiir 2).

8.  Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Tokat, Sivas, Yozgat, Corum ve Erzurum gibi Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) viriisii
tasima ihtimali yiiksek olan kenelerin yasadigi sehirlerdeki insanlar oncelikli konumda
olacaktir. Asilamaya baslarken de gen¢ ve orta yastan saglikli insanlar segilecek ve asimin
giivenilirligi kanitlandiktan sonra alerjisi olan, 60 yas lstii ve kronik hastalig1 olan insanlar
asilanacaktir. Tiirkiye diginda ise Iran, Rusya ve Ozbekistan’da yogun vakalar goriiliirken
Asya’nin neredeyse tamamindan orta siddette KKKA vakasi goriilmektedir [22, 23]. Nipah
virlisii ise Avustralya’da, Hindistan’da, Cin’de ve Tayland, Malezya ve Endonezya gibi Hint
ve Kuzey Pasifik Okyanusu arasinda yer alan iilkelerde salgina sebep olmustur [1, 24]. Bu
iilkelerde yasayan vatandaslar da kullanicilar arasindadir. Hanta viriisii ise Zonguldak, Bartin,
Istanbul, Ordu, Giresun ve Sivas bolgelerinde cogunluktadir. Diinya’da ise Isveg, Norvec,
Finlandiya, Almanya, Alaska, Amerika, Kanada, Uruguay, Paraguay, Bolivya, Brezilya, Sili,
Arjantin, Cin ve Rusya gibi bolgelerde vakalar yogun olarak goriiliirken, Avrupa Kitasinin
kalan kisimlarinda orta siddette Hanta Viriisti vakasi goriilmektedir. Kullanicilar arasinda bu
iilkelerde yasayan insanlar da dahildir [25].

9. Riskler

Proje hayata gecirilirken olusabilecek en temel risk:

Epitoplarin bagisiklik sistemini indiikleyememesi olabilir. Bu riski en aza indirmek i¢in sayisiz
literatiir arastirmasi ve protein analizleri yapmis olsak da bu risk her zaman vardir. Boyle bir
durum olmas1 halinde, secilen epitoplarin disinda ayni kalite ve giicte uygun bagka epitoplar
secilecek ve tekrardan yeni bir gen dizisi tasarlanacaktir. Kalan adimlar tekrarlanacaktir. Eger
istedigimiz protein ekspresyonunu elde edemezsek, yedekte bulunan gen dizimizi farkli bir
plazmite klonlayabiliriz, kullandigimiz kimyasallarda bir sorun olmasi ihtimaline kars1 farkli
laboratuvarlardan az miktarda kimyasal talep ederek elimizdeki kimyasallarda sorun olup
olmadigini test edebiliriz, bakteride sorun varsa diye baska bir E. coli susu deneyebiliriz, eger
sorun halen ¢o6ziilemediyse son ¢are olarak inkiibasyon siiresi, konsantrasyon miktar1 gibi bazi
protokol adimlarin1 degistirmeyi deneyebiliriz.

Laboratuvarda deney sirasinda olusabilecek giivenlik a¢181 ise en aza indirilecektir. Laboratuvar
onliigi, steril eldivenler ve ihtiya¢ dahilinde koruyucu gozliik gibi kisisel koruyucu ekipmanlar
olmadan deneye baslanmayacaktir. Bu ekipmanlarin diginda klasik laboratuvar kurallar1 gegerli
olacaktir. Kullanilan cam beherin kirilmasi, kullanilan E.coli'nin kisinin iizerine bulagmasi,
Western blot ve SDS-PAGE deneylerinde kullanilan cam plakalarin kirilmasi, yine bu
deneylerdeki gii¢ cihazinin dogru kullanilmamasindan 6tiirti olusan elektrik sorunlari, hayvan
deneylerinde ignenin kisiye batmasi ya da hayvan tarafindan 1sirilma s6z konusu olabilir. Bu
tir kirilmalar, 1siriklar, batmalar ve elektrik sorunlari sirasinda kisi yaralanirsa ilk yardim
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gerekebilir fakat bunun disinda ilk yardim gerektirecek kadar biiytik riskler mevcut degildir.
Hesaplanan risk skoru R <21°dir (disiik risk) (baz alinan kaynak: 26).

LT-llc

372

Figiir 1: 372 amino asitten olusan 6rnek iki gen dizisinden biridir. Adjuvanlar (yesil ve gri
bolgeler), baglanti fragmantlar1 (linker) (sar1 ve kirmizi bolgeler) ve Nipah, Kirim Kongo
Kanamal1 Atesi ve Hanta viriisii epitoplar1 (mavi, pembe ve mor bdlgeler) bulunmaktadir.

Yapay coklu- -
mimotop genin Klinik Deneyler
dizaym ve testi (Zaman kisitlamasi

(1 ay) yok)

Yapay genin
transformasyonuve Preklinik Deneyler

ekspresyonu (3 ay)
(1 ay)

Proteinin Western
blot analizi

(1 ay)

Proteinin
hazirlanmasi

(1 ay)

Figiir 2: Yontemin 6zet halindeki diyagrami ve zaman planlamasi
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Figure 3: Tasarlanan proteinin Swiss Prot tarafindan tahmin edilmis kuaterner yapisi

Tablo 1: Projenin kimyasallar agisindan tahmini maliyetini gosteren tablo

Malzemeler Miktar Fiyat Kullanim Yeri

Tasarlanan gen 4 mikrogram 349 dolar Gen tasarimi

Hantaviriis MAb 200 uL 892 dolar WB, ELISA

Nipah viriis MAb 3mg 795 dolar WB, ELISA

KKKA MADb 0,5mg 605 dolar WB, ELISA

LB Agar 250 ¢ 86,83 dolar Gen transformasyonu
ve ekspresyonu

Western Blot kiti 50 deneme 180 dolar WB

TBS 1L 86 dolar wB

PVDF membran 1EA 422 dolar wWB

Tris-HCI 25¢ 115 dolar Protein hazirlama

Triton X 1L 165 dolar Protein hazirlama

PBS 100 g 14,77 dolar WB, Potency, Protein
hazirlama

H2S04 1L 16,83 dolar Potency test

TOPLAM 3.727,43 dolar
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