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Coronavirus disease (COVID-19): AŞI ARAŞTIRMA- GELİŞTİRME ÇALIŞMALARI

Cenk KIĞ
Aralık 2020

“Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)” 

Etkeni: SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome)-(coronavirus 2).

Elektron mikroskobunda taç yapısına benzer (latince taç: corona). 

Ter zincirli, pozitif-sens RNA genomuna sahip zarflı bir virus.  

SARS-Cov2 yapısal proteinleri: 

spike (S1+S2), 

zarf (E), 

membran (M)

nucleokapsid (N).

https://proteopedia.org/wiki/index.php/Coronavirus_Disease_2019_%28COVID-19%29
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SARS-CoV-2 Spike (S) Protein 

Spike protein konak hücreye tutunma ve giriş sürecinde rol oynayan en önemli moleküllerden. 

S proteini, işlevsel bakımdan iki domene ayrılır: S1   ve S2 

S1: reseptor bağlanması (konak hücreye tutunma),
S2: membrane füzyonu (konak hücreye giriş)

Front. Med. 2020, 14(2): 126–135 https://doi.org/10.1007/s11684-020-0767-8

SARS-CoV-2, hücrelere giriş için ACE2 reseptörünü kullanmaktadır.

Yüksek derecede ACE2 ekspresyonu yapan hücrelerimiz:  

Akciğer hücreleri (alveolar hücreler), 

Gastrointestinal system hücreleri (enterositler ve özafagus hücreleri), 

böbrek (proksimal tübül hücreleri)

Kan damarları (endoteliyal hücreler)

(Lan, J., Ge, J., Yu, J. et al. Crystal structure of the SARS-CoV-2 spike receptor-binding domain bound to the ACE2 receptor. Nature 581, 215–220 (2020)). 

SARS-CoV-2 Cell Entry Depends on ACE2 and TMPRSS2 and Is Blocked by a Clinically Proven Protease Inhibitor,
Cell, Volume 181, Issue 2, 2020, Pages 271-280.e8, ISSN 0092-8674, https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.052.

Spike proteininin [Reseptör Bağlanma Domeni (RBD)],   ACE2 reseptör
molekülleriyle sıkı bir etkileşim gösterdiği anlaşılmıştır. 
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Hücrelere giriş için önemli olabilecek diğer proteinler de bulunmaktadır: 

CD147: transmembran glikoprotein (tutunma ve hücre girişi için önemli)

GRP78: glucose-regulated protein , önemli bir sinyal reseptörü

Furin: Proteaz (füzyon ve hücre girişi için önemli)

Neuropilin-1: transmembran reseptör protein  

eLife 2020;9:e61390 DOI: 10.7554/eLife.61390

Science  13 Nov 2020:Vol. 370, Issue 6518, pp. 856-860 DOI: 10.1126/science.abd2985

Cell, Volume 181, Issue 2, 2020, Pages 271-280.e8, ISSN 0092-8674, https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.052.

Transmembran proteaz  serin 2 (TMPRSS2): TMPRSS2 membranda yer alan bir peptidazdır. 

Spike proteininin kesilerek aktive olması ve bu sayede, virusun konak hücreye tutunabilmesini
sağlamaktadır.   

SARS-CoV-2 (Covid-19) Infection Process
https://www.youtube.com/watch?v=SvA1s5S9rQ0
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CORONAVIRUS ENFEKSİYONU
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SARS-CoV2 enfeksiyoununa karşı
verilen immun yanıt

(sadeleştirilmiş gösterim)

Özelleşmiş bazı B ve T hücreleri
hafıza hücreleri olarak farklılaşır.
Hafıza hücreleri uzun süre bağışıklık
sağlayabilir.

Sitotoksik T hücreleri enfekte
hücrelerin tanınıp, öldürülmesi
sürecinde rol oynrlar.

Dokularda virusla karşılaşan, özelleşmiş
Antijen Sunan Hücreler virusu
fagositozla hücre içine alır ve parçalar.

Virusa ait molekülleri (antijenleri) hücre
yüzeyinde sergilerler (sunarlar). Antijen
sunumu T hücrelerini aktifleştirir.

Yardımcı T hücreleri (Th) immune yanıtın
düzenlenmesinde rol oynar. B ve T hücrelerinin
aktifleşmesini sağlar.

B hücreleri tarafından üretilen antikorlar,
virusun hücrelere bağlanmasını
engelleyebilir. Virüsleri işaretleyerek
parçalannmalarını sağlayabilir.
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Bağışıklığın çok kısa süreli olmayabileceği yönünde, bulgular olsa da 
henüz kesin bilgi yok…

Doğal COVID efeksiyonlarında Bağışıklık yanıtının kalıcılığı:

Spike proteinine karşı üretilen antikor varlığının 6 ay ve sonrasında devam ettiği
gösterilmiş. 

Spike-spesifik hafıza hücrelerinin sayısı 6 ay ve sonrasında saptanabiliyor.

T hücre (CD4+ ve CD8+) sayısı 3-5 ay içinde hızla düşüyor gibi gorunuyor.

Tehlikeyi önceden tanıtarak immun sistemi eğitmek… 

Jiskoot W., Kersten G.F.A., Mastrobattista E., Slütter B. (2019) Vaccines. Pharmaceutical Biotechnology. 
Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-030-00710-2_14

Aşının amacı:

İmmun sistemi uyararak

patojene karşı uzun süre

koruma sağlayabilecek

humoral ve hücresel
yanıtının sağlanmasıdır.   
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Aşı Çalışmalarıyla İlgili WHO verleri (12 Kasım 2020)

160 üzeri preklinik aşamada (12si TR’den)

48 adet klinik deneme aşamasında olan aşı var:

Faz3 aşamadaki 11  aşının:

• 4 tanesi inaktive, 
• 4 adet viral vektor
• 1 protein altbirimi, 
• 2 mRNA aşısı

mRNA aşıları: Moderna, BionTech Pfizer

Klinik araştırmalar derneği: 
18 kasım 2020 tarihli webinar sunumları
(Prof. Dr. Murat Akova)
(https://www.youtube.com/watch?v=Jio_E9Gp2Z4)

Örnekler:
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Örnek:
Novavax (recombinant nanoparticle vaccine technology)  
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Viral vektör aşıları
Spike proteinini şifreleyen gen, insan hücrelerine girebilen ancak hastalık yapma yeteneği bulunmayan virüslere aktarılır. 
En sık kullanılanları, adenovirüsler ve lentivirusler.  
Bu virüsler enjeksiyonla hücrelerimize bulaştırılır. 
Bu virusların taşıdığı spike proteini şifreleyen gen  hücrelerimizde anlatım yapıp spike protein üretilir.  
Spike protein karşı immune yanıt oluşr.

Örnek:
Sputnik (Rus yapımı)
Oxford–AstraZeneca (İngiliz)

İnaktive aşı
Daha önceden denenmiş ve görece güvenli sayılabilecek bir teknoloji.

Hazırlanması zor.

Viral Vektör Aşıları
Vektöre karşı önceden gelişmiş immun yanıt bulunabilir.

Ekspresyon kısa süreli.

Protein altbirim aşıları
Viral partikül bulunmaması olası yan etkileri azaltıyor.

İmmunojenite kısıtlı olablir, hafıza oluşmayabilir.

RNA Aşıları
Host genomuna entegrasyon riski az (doğrudan translasyon yapılıyor) 

Kısa sürede yüksek derecede ekspresyon sağlanabiliyor.

RNA moleküllerinin stabiliteleri kısıtlı

COVID-19 Vaccine: A comprehensive status report Simran Preet Kaur,  Vandana
Gupta , Virus Research, Volume 288, 15 October 2020, 198114              

AŞI GRUPLRININ KARŞILAŞTIRILMASI
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MODERNA AŞISI (Amerika) PFIZER/BIONTECH  AŞISI  (Almanya)

• mRNA aşısı.
• 18 yaş üstü 30.000 gönüllü.
• Koruyuculuk oranı yaklaşık %95.
• Beklenen dışında (kas ağrısı, ateş, vb.) yan etki görülmedi.
• -20C’de saklandığında 6 ay dayanıklı.
• +4C’de (buzdolabında) saklandığında 30 gün dayanıklı

• mRNA aşısı.
• 18 yaş üstü 43.538 gönüllü.
• Koruyuculuk oranı yaklaşık %95.
• Beklenen dışında (kas ağrısı, ateş, vb.) yan etki görülmedi.
• -70C’de saklandığında 6 ay dayanıklı.
• +4C’de (buzdolabında) saklandığında 5 gün dayanıklı

SINOVAC VERO (Çin)

• İnaktive aşı (2005 yılında çalışmalar başlamış)
• İlk bulgular olumlu.
• Koruyuculuğun mRNA aşılarına göre kısıtlı olabileceği

yönünde bulgular var (ancak bu yorum için daha erken). 
• Beklenmeyen yan etki yok. 
• Aşının vücutta iyi tolere edildiği ve koruyucu antikor

üretimini teşvik edebildiği rapor ediliyor. 

November 17, 2020. The  Lancet, Safety, tolerability, and immunogenicity of an inactivated SARS-CoV-2 vaccine in healthy adults aged 18–59 
years: a randomised, double-blind, placebo-controlled, phase 1/2 clinical trial. DOI:https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30843-4

https://doi.org/10.1016/S1473-3099(20)30843-4
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https://www.nature.com/articles/d41586-020-03326-w
Nature news, 23.11.2020

Oxford–AstraZeneca Aşısı (İngiltere) 

• Adenoviral vektör aşı
• Koruyuculuğun mRNA aşılarına göre kısıtlı olabileceği

yönünde bulgular var (ancak bu yorum için daha erken). 
• İlk aşıda ikinci aşılamadan daha düşük doz verildiğinde

koruyuculuğun %90 oranlarına yükseldiği anlaşılmış.
• Beklenmeyen yan etki yok. 

• Adenoviral vektör aşı
• 18794 kişide denenmiş
• Koruyuculuğunun %91,4 oranlarında olduğu belirtiliyor.
• Beklenmeyen yan etki yok. 

Spunik V  Aşısı (Rusya) 

https://www.nature.com/articles/d41586-020-03326-w
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İlk bulgulara göre, mRNA aşılarının koruyuculuğu daha yüksek gibi
görünüyor. Ancak kesin bir sonuca ulaşmak henüz mümkün değil.

Aşının koruyuculuğu ne kadar süreli olacak???

Etkinliği ve güvenilirliği nasıl olacak???

Toplu aşılamalar başlamadan
yanıt vermek zor…

AŞI GELİŞTİRME ÇALIŞMALARINDA ORTALAMA TEST SÜRESİ
10-15 YILDIR
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Çok yüksek maliyetli yatırımlar söz konusu olduğundan, aşı adayı olarak değerlendirilecek hedefler seçilmeden
önce, bir çok sorunun yanıtı alınabilmelidir.

• Hangi molekül hedef olarak seçilmeli?
• Hedef proteininin hangi bölgesi seçilirese, yeterli immunojeniteye sahip olabilir?  
• Seçilen polipeptid dizisi hücrede sentezlendiğinde doğru katlanabilecek mi?
• İmmunojenite nasıl yükseltilebilir ?
• Enjeksiyon sonrasında mRNA moleküllerinin, dokuda degrade olmadan hücrelere giriş oranını nasıl iyileştirebiliriz?
• Viral vektörlerin hücrelere giriş potansiyelleri artırabilir mi?
• Hedef proeinin ekspresyon düzeyi arttırabilir mi?
• Hedef proteinin ekspresyonu konak hücrelere toksik etki gösterir mi?
• Allerjik reaksyon tetikleme olasılığı var mı?
• Bu parametreler önceden tahmin edilebilir mi?

Bu soruların yanıtları, moleküler ve biyoinformatik tekniklerle araştırılabilir.

AŞILARIN AR-GE ÇALIŞMALARI NASIL YAPILIYOR? 

Epitop seçimi: BNT162b1 is a lipid-nanoparticle-formulated, nucleoside-modified mRNA vaccine that encodes the trimerized
receptor-binding domain (RBD) of the spike glycoprotein of SARS-CoV-2. (Lan, J., Ge, J., Yu, J. et al. Crystal structure of the SARS-CoV-2

spike receptor-binding domain bound to the ACE2 receptor. Nature 581, 215–220 (2020)).

Immunojenitenin iyileştirilmesi: The RBD antigen expressed by BNT162b1 is modified by the addition of a T4 fibritin-derived 
foldon trimerization domain to increase its immunogenicity  by multivalent display .  (Güthe, S. et al. Very fast folding and association 

of a trimerization domain from bacteriophage T4 fibritin. J. Mol. Biol. 337, 905–915 (2004)). 

Şifrelenen polipeptidin doğru katlandığının validasyonu: The proper folding of the RBDs in the resulting protein construct has 
been confirmed by high resolution structural analysis (A.B.V. et al., manuscript in preparation). 

LNP ile hücelere giriş oranının arttılrılması: The vaccine RNA is formulated in lipid nanoparticles for more-efficient delivery into 
cells after intramuscular injection. (Pardi, N. et al. Expression kinetics of nucleoside-modified mRNA delivered in lipid nanoparticles to mice 

by various routes. J. Control. Release 217, 345–351 (2015)).

Örneğin, Uğur Şahin ve ekibi tarafından geliştirilen aşıda:

• neden Spike proteininin RBD domeni seçildi,
• immunojinite nasıl yükseltildi, 
• katlanmanın doğru olduğu nasıl anlaşıldı, 
• hücrelere giriş yeteneği nasıl iyileştirildi?
• mRNA stabilitesi nasıl artırıldı?

2000li yılların başlarında elde edilen veriler temel oluşturmuştur:
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İmmunoinformatik
Laboratuvar deneylerinden önce, olası hedeflerin tahmin edilmesi amacıyla uygulanabilen ve bilgisayar yazılımlarıyla hedef moleküllerin
oluşturabileceği immun reaksiyonları tahmin etmeye yarayan modellemeler…

(Autodocking yazılımları, Autodock Vina software gibi…) 

Örnek, in silico (bilgisayar modellemelerine dayanan) yaklaşım
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Atomik düzeydeki etkileşimlerin incelenmesiyle aşı adayı
olarak kullanılabilecek epitoplar (polipeptidler) 
belirlenebilir.

Örneğin, Spike/ACE2 bağlanması için kritik olan bölgeler.

Hedef DNA dizilerin saptanması ve klonlanması.

Kar, T., Narsaria, U., Basak, S. et al. A candidate multi-epitope vaccine against 
SARS-CoV-2. Sci Rep 10, 10895 (2020). https://doi.org/10.1038/s41598-020-67749-1

Hedef belirlendikten sonra seçilen polipeptidi (antijeni) vücudumuzdaki hücrelere sentezlettirmek mümkün olabilir:

Hedef polipeptidi şifreleyen genetik bilgi hücrelere aktarılabilir:

a. DNA molekülü olarak (DNA aşıları) veya virüsler aracılığıyla (viral-vektör aşıları)
b. mRNA molekülü olarak (mRNA aşıları)

(DNA aşıları) (mRNA aşıları)

mRNA aşıları transkripsiyon aşamasına
gerek duyulmadan doğrudan protein 
sentezini başlatabilir.

DNA aşılarının hücrelere hedef
proteini sentezlettirebilmesi için 
öncelikle transkripsiyon aşaması
gereklidir.

DNA                           mRNA
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1. Seçilen hedef polipeptidi şifreleyen DNA dizisi taşıyıcı bir DNA molekülüyle birleştirilir. 
2. İkinci bir taşıyıcı DNA molekülünde ise viral partüküllerin oluşumu için gerekli genleri içeren DNA dizileri bulunur.
3. Hazırlanan bu rekombinant moleküller hücrelere aktarıldığında seçtiğimiz hedef proteinin ekspresyonunu yapan virus benzeri yapılar oluşur. 
4. Bu virüsler içine girdikleri hücrelere seçtiğimiz hedef proteini bol miktarda sentezlettirir.

(Gen terapileri için de benzer yaklaşımlar kullanılıyor).

Linearize with RE

Örneğin, virüsler kullanılarak hedef protein (örneğin, Spike protein) hücrelere sentezlettirilebilir

Hedef proteini
şifreleyen DNA dizisini
taşıyan viral partiküller.

Pozitif zincirli RNA virüslerinden türevlenen mRNA aşıları genel olarak iki sınıfa ayrılabilir:

mRNA aşılarına biraz daha yakından bakalım

1. Çoğalmayan tipteki mRNA aşıları: Hedef proteini (antijeni) şifreleyen diziye ek olarak , translasyona katılmayan diziler ve polyA kuyruğu
bulunur. Hücrelere girdikten sonra geçici olarak antijen ekspresyonunu sağlarlar. 

Stabilite ve immunojeniteyi arttırmak amacıyla baz modifikasyonları, özel diziler eklenebilir.

2. Kendi kendine çoğalabilen SA-mRNA aşıları: Antjieni şifreleyen dizi ve diğer dizilere ek olarak, RNA-bağımlı RNA polimeraz enzimi
şifreledikleri için hücre içinde kendilerini çoğaltablirler.   

Hücre içinde, antijeni şifreleyen mRNA molekülünün çok sayıda kopyasını yaparlar ve bu sayede sitoplazmada kısa sürede bol miktarda
antijen sentezlenir.  

Hücrede viral patojenler gibi davrandıklarından hem humoral hem de hücresel immune yanıt mekanizmalarını daha etkin bir şekilde
uyarabilirler (viral enfeksiyon taklidi).

Front. Immunol., 27 March 2019 | Advances in mRNA Vaccines for Infectious Diseases https://doi.org/10.3389/fimmu.2019.00594
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mRNA aşıları, DNA molekülleri kalıp olarak kullanılarak, in vitro transkripsiyonla büyük ölçekte üretilebilirler.  

Molecular Therapy Vol. 27 No 4 April 2019 ª 2019 The American Society of Gene and Cell Therapy

Lipit Nanopartiküllerle (LNP) kaplanarak mRNA moleküllerinin hücre içine girme frekansı arttırılmaktadır.
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mRNA aşılarıyla ilişkili olabilecek potansiyel riskler:

DNA aşılarına göre daha güvenli görünse de bazı sorulara henüz yanıtt verilemiyor:

Daha önce onaylı bir RNA aşısı bulunmadığından potansiyel riskler bilinmiyor (lokal ve sistemik enflamatuvar
yanıtlar?, Otoimmun reaksiyonlar?)

Milyonlarca kişide denenmesi ve uzun süreli takipler sonunda bu sorulara yanıt verilebilir.  

mRNA aşıları :

Kimyasal prosedürlerle büyük ölçekte kolayca üretilebilirler (hücre kültürü gereksinimi yok),

Yüksek düzeyde antijen ekspresyonu sağlanabilir. 

Sitoplazmada kalıcı değildir, zamanla parçalanıp yok edilirler, bu nedenle teorik olarak genoma integre olma potansiyeli bulunmaz.

Özellikle SA-mRNA aşıları enfeksiyonu takilt ettiğinden, viral-vektör aşılarına göre daha yüksek bir immun yanıt tetikleyebilmektedirler.   

mRNA moleküllerinin stabilitesi ve translasyon etkinliği, 3 boyutlu yapısal modifikasyonlarla iyileştirilebilmektedir. 

AVANTAJ VE OLASI KISITLAR


