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UZERE PSEUDOVIRUSLERIN URETIMIi

Zehra KOSEOGLU

Inoni Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
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Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Seval CING YILDIRIM

SARS-CoV-2, noétralize edici antikorlarin ana hedefi olan Spike proteinini kullanarak
hiicrelere girmektedir. Bu nedenle, antikorlarin ve serumlarin Spike aracili viral
enfeksiyonu nasil etkiledigini 6lgen analizler, bagisikligi incelemek i¢in dnemlidir.

SARS-CoV-2, biyogiivenlik diizeyi 3 olan bir virlis oldugundan, bu tiir testleri giivenli bir
sekilde yapmanin yolu, biyogiivenlik diizeyi 2 olan viral partikiilleri Spike ile
pseudotiplendirmektir. Bu tiir pseudotiplemeler artik tek dongiilii lentiviral, retroviral ve
VSV partikiilleri i¢in tanimlanmistir. Ancak bu islemlerde kullanilan reaktifler ve
protokoller gelistirilmelidir.

Bu calismada notralizan antikor testlerinde kullanilmak {izere, BSL-2 laboratuvarlarinda
gerceklestirilen, HEK293T hiicre hattinin transfeksiyon prosediirii kullanilarak, insan
bagisiklik yetmezligi viriisii ¢ekirdegi (HIV-1), GFP proteini raportorli ve SARS-CoV-
2’nin spike (S) proteinini igeren pseudoviriisler iiretilmistir. Stab plazmid kiiltiirlerinden
plazmidlerinden izolasyonu, kompetent bakteri hiicrelere transformasyonu ve izole edilen
pDNA’larin transfeksiyon i¢in 6zellestirilmis hiicre hatti olan HEK293T ye transfeksiyonu
ile pseudoviriisler olusturulmustur. Uglii plazmid transfeksiyonunda, Plazmid #39196
(pHIV-Luc-ZsGreen), plazmid #12263 (pCMV-delta R8.2) ve plazmid #149543 (pGBW-
m4137384) kullanilmstir.

Pseudotiplemenin basarisi, pHIV-Luc-ZsGreen plazmidinin GFP i¢in gen kodlamasini
entegre ettiginden, GFP 1s1mas1 ile degerlendirilmistir. Transfeksiyonun 48. Saatinde GFP
1s1malart hiicre hattinda tespit edilmistir. As1 uygulamalarindan sonra yapilan nétralizan
antikor testlerinde kullanilmak iizere giivenli ve kolay elde edilebilir bir yontemle
pseudovirtsler tiretilebilmistir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, SARS-CoV-2, pseudoviriis, basak proteini, notralize
edici antikorlar.
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SARS-CoV-2 enters cells using the Spike protein, which is the target of neutralizing
antibodies. Therefore, the assays that measure how antibodies affects Spike-mediated viral
infection are important for studying immunity. Since SARS-CoV-2 is a biosafety level 3
virus, the safe way to perform such tests is to Spike pseudotyping biosafety level 2 viral
particles. Such pseudo-typing has now been defined for single-cycle lentiviral, retroviral,
and VSV particles. However, the reagents and protocols used in these procedures must be
developed.

In this study, pseudoviruses containing human immunodeficiency virus core (HIV-1), GFP
protein reporter and spike (S) protein of SARS-CoV-2; using the transfection procedure of
the HEK293T cell line, were produced in BSL-2 laboratories for use in neutralizing
antibody tests. Pseudoviruses were generated by isolation of plasmids from stable plasmid
cultures, transformation into competent bacterial cells, and transfection of isolated pDNAs
into HEK293T, a specialized cell line for transfection. Plasmid #39196 (pHIV-Luc-
ZsGreen), plasmid #12263 (pCMV-delta R8.2) and plasmid #149543 (pGBW-m4137384)
were used in triple plasmid transfection.

The success of pseudotyping was assessed by GFP irradiation, as the pHIV-Luc-ZsGreen
plasmid integrates the gene coding for GFP. GFP irradiation was detected in the cell line at
48 hours of transfection. Pseudoviruses could be produced with a safe and easily
obtainable method to be used in neutralizing antibody tests performed after vaccine
administration.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, pseudovirus, spike protein, neutralizing antibodies.



1. GIRIS

SARS-CoV-2, Coronaviridae ailesinin Betacoronavirus cinsine ait zarfli, pozitif duyarli,
tek sarmalli bir RNA viriisiidiir. Wuhan kentinde deniz iiriinleri ve canli vahsi hayvanlarin
satildig1 bir pazarin viriisiin kaynagi oldugu diistiniilmektedir (Decaro ve Lorusso, 2020).
Uluslararasi Viriis Siniflandirma Komitesi, virtisii genom analizleri sonucuna gore Siddetli
Akut Solunum Sendromu Coronaviriis-2 (SARS-CoV-2) olarak adlandirdi. Bu viriisiin yol
agtign hastalik da DSO (Diinya Saglik Orgiitii) tarafindan “Coronavirus Disease 2019
(COVID-19)” olarak ilan edilmistir (Pal vd., 2020). Viriis, saglik, calisma, egitim ve
sosyal yasam dinamiklerini kokten etkilemis ve kisa siirede tliim diinyay1 etkisi altina
almistir. Viriisiin yayilmasin1 6nlemek ve tedavi edici ilaglar gelistirmek i¢in virlisiin
hiicreye girigini anlamak gerekmektedir. SARS-CoV-2'nin yiizeyindeki basak (Spike, S)
proteininin, insan anjiyotensin donistiiriicii enzim 2 reseptoriine baglanarak konak hiicre
tanima yoluyla viral tropizmden sorumlu oldugu tespit edilmistir (Xiang vd., 2022). S
proteini, reseptdr baglanma alani (Receptor Binding Domain-RBD) yoluyla ACE2 ile
etkilesime girerek hiicreye girer ve onu enfekte eder. Iyilesen COVID-19 hastalari, spike
glikoproteine kars1 yiiksek antijenitelerini gosteren notralize edici antikorlar (Neutralizing
antibody-nAb'ler) gelistirebilmektedir. Notralizasyon, in vivo ve in vitro sistemlerde
homolog olan antikorlar tarafindan enfeksiyona neden olma yetenegine sahip bir viriisiin
bulagiciliginin bloke edilmesidir (Klasse, 2014). Gergek patojenik SARS-CoV-2 ile
deneyler, yliksek diizeyde biyogiivenlige (BSL3) sahip laboratuvar kosullar1 gerektirir.
Fakat biyogiivenlik diizeyi daha diisiik olan BSL-2 laboratuvarlarinda, SARS-CoV-2 nin
GFP (Green fluorescent protein) ve Spike proteini (SARS-CoV-2) tasiyan pseudotiplenmis
lentiviriisler giivenli bir sekilde calismalar yapalabilmektedir. Pseudoviriisler, yiiksek
patojenite ve enfektiviteye sahip canli viriisler kadar verimli olup, hiicre girisine aracilik
eden heterolog bir zarf proteini ile kaplanmig viriis parcaciklaridir. Pseudoviriisler otonom
replikasyon yetenegine sahip degildir ve yalmizca tek bir dongii i¢in konakgi hiicreleri
enfekte edebilir. Lentiviriislerin omurgasi, pseudoviriis olusturmak igin kullanilmaktadir.
Pseudoviriislerin in vivo transfeksiyonlarinin olusumu, pseudoviriisler tarafindan taginan

GFP raportorlerinin 1s1mas1 ile revers fliioresans mikroskobu ile goriintiilenerek



belirlenebilmektedir. Bu nedenle, pseudoviriisler, viral enfeksiyonlarin calisiimasinda,
monoklonal antikorlarin ve antiviral ilaglarin taranmasi ve degerlendirilmesinde ve agilama

sonrast serumda noétralize edici antikor titrelerinin saptanmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Xiang vd., 2022).

Lentivirtisler, Retroviridae ailesindeki yedi cinsten biri olarak siiflandirilir.
Lentiviriislerin ¢ap1 yaklasik 80-120 nm'dir ve iki pozitif yiiklii tek sarmalli RNA igeren bir
genoma sahiptir. Aynm1 zamanda ¢ift lipidli bir zarla kapl bir protein kapsidi vardir.
Lentiviris genomu yaklasik 9-10 kb boyutundadir. Lentiviriisler, viriis replikasyonu,
entegrasyonu ve ilgili genlerin ekspresyonu i¢in gerekli olan 600-900 niikleotit
uzunlugundaki homolog bolgelere (long terminal repeat, LTR) sahiptir. Bu homolog
bolgeler, U3, R ve U5 boliimlerine ayrilmigtir. Tiim retroviriislerde ortak olan gag, pol ve
env genlerine ek olarak, diizenleyici ve yardimci proteinleri kodlayan baz1 diziler de igerir.
Lentiviriisler boliinmeyen ve bdliinen hiicre tiplerini enfekte edebilirler (Milone ve
O’Doherty, 2018).

Bu c¢alismanin amaci, BSL-2 laboratuvarlarinda gerceklestirilecek ndtralizan antikor
testlerinde kullanilmak tizere, HEK293T hiicre hattinin transfeksiyon prosediiriinii
kullanarak insan bagisiklik yetmezligi viriisii ¢ekirdegi (HIV-1) ve GFP proteini

raportorlii, SARS-CoV-2’nin spike (S) proteinini igeren pseudoviriislerin olusturulmasidir.

1.1 SARS-CoV-2 ve COVID-19 Pandemisi

1.1.1 SARS-COV-2 pandemisinin mevcut durumu

Aralik 2019'un sonlarinda, Cin'in Hubei eyaletindeki Wuhan'daki birka¢ saglik tesisi,
nedeni bilinmeyen pndmonili hastalar1 bildirildi (Zhu vd., 2020).Diinya Saglik Orgiitii
(World Health Organization, WHO) bu hastaliklarin etmeni olan yeni bir viriise, yeni 2019
koronaviriis (2019-nCoV) adim verdi. Ayrica DSO (Diinya Saglik Orgiitii), COVID-19
salginini, 30 Ocak 2020’de uluslararasi bir halk saglig1 acil durumu olarak ilan etti. DSO,
11 Subat 2020'de, 2019-nCoV'nin neden oldugu yiiksek bulasiciliga sahip bu yeni
koronavirlis hastaligin1 resmi olarak Coronavirus Hastaligi-2019 (COVID -19) olarak
adlandirdi.  Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) ise 2019-nCoV'u Siddetli Akut Solunum Sendromu

Coronaviriisii olarak siniflandirdi (Wang vd., 2020a).



1.1.2 COVID-19'un epidemiyolojik 6zellikleri

Oncelikle salgmin kaynagi olan Cin'in Wuhan kentindeki SARS-CoV-2 vakalarini
tanimlamak ve hastalik etmeni olan viriisii karakterize etmek i¢in bes hastadan alinan
virion 6rnekleri alinmistir. 2002-2003'te SARS-CoV, Cin'de siddetli akut solunum yolu
hastaliklar1 salginina neden oldugu tespit edilmistir; MERS-CoV ise, 2012'de Orta Dogu'da
bulunmus ve Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS) pandemisine neden oldugu
belirtilmistir. (Otter vd., 2016; Gao vd., 2016). SARS-CoV-2 genomu, koronaviriislerde
ortak olan 6 ana ORF'den olusur ve SARS-CoV-2 dizisi, SARS-CoV ile neredeyse %70 ve
MERS-CoV ile yaklasik %40 benzerlige sahiptir (Zhou vd., 2020 ; Chen vd., 2020;
Victor vd., 2020; Eurosurveillance Editorial Team, 2020). SARS-CoV-2, daha once
tanimlanan BatCoV RaTG13 ile %96,2 genetik dizi benzerligine sahiptir, bu da yarasalarin
biiyiikk olasilikla SARS-CoV-2'nin konakgist oldugunu disiindiirmektedir (Paules vd.,
2020; Lu vd., 2020; Ji vd., 2020; Lau vd., 2019). Bu benzerlik, yarasa CoV'nin insanlara
bulagmasinin, CoV'ler i¢in bir rezervuar gorevi gorebilen bir ara konak¢inin varligiyla
kolaylastirilmis olabilecegi fikrini akilllara getirmistir. Pangolinler, SARS-CoV-2 i¢in bir
koprii konakg1 gorevi gorebilecek birincil siipheli olarak kabul edilmistir (Mallapaty,
2020). Pangolin-CoV, genom analizi sonucunda, SARS-CoV-2 ile % 91.02 oraninda
benzerlik gdstermistir. Bu durum , onu genetik benzerlik agisindan BatCoV RaTG13'ten
sonra insan SARS-CoV-2 ile en yakindan iligkili ikinci canli yapmaktadir (Boni vd.,
2020). Ayrica insanlardaki SARS-CoV-2'nin genetik olarak Pangolin-CoV'a diger SARS-
CoV'lerden daha yakin oldugu tespit edilmistir (Pamukeu, 2021). Bulgular, pangolinlerin
ara konak olarak hareket ettigi hipotezini desteklemektedir. Kopekler, 6rdekler, domuzlar
ve tavuklar enfeksiyon olusmasina izin vermeyen insanlara yakin olan hayvanlardir
(Pamukgu, 2021). Insanlarda oldugu gibi, kediler ve yaban gelincigi de SARS-CoV-2
virisii i¢in ideal konaklardir (Shi vd., 2020). SARS-CoV-2’nin, enfekte ve enfekte
olmayan kisilere yakin ve korunmasiz temasla, sporlar ve damlaciklar araciliiyla bulastig
goriilmiistiir (Jayaweera vd., 2020). Enfeksiyonun birincil kaynagi semptomatik ve
asemptomatik bireylerdir. Dolayli dokunma yoluyla bulagma, viriisiin yayilmasinin baska
bir yoludur. Eller, viriis igeren damlaciklarla kontamine olduktan sonra kisiler ellerini
burun, goz ve agizdaki mukoza zarlariyla temas ederek enfekte olmuslardir (Pamukcu,
2021). Ayrica SARS-CoV-2’nin aerosol olarak iletimi gesitli aragtirmalarda belirtilmistir
(Morawska vd., 2020). COVID-19 salgmi sirasinda yiiriitilen bir arastirmaya gore,
SARS-CoV-2 acrosoller yoluyla yayilabilmektedir. Bu nedenle, hava yoluyla bulagsma,



COVID-19 bulasmasiin birincil yoludur (Meselson, 2020; Chan, Yuan vd., 2020).
SARS-CoV-2, son arastirmalara gore insan bagirsak organoidlerini ve epitel hiicrelerini
enfekte etme yetenegine de sahiptir. Sonug olarak, SARS-CoV-2 sindirim sistemi yoluyla
da yayilabilmektedir (Lamers vd., 2020). COVID-19 hastalarinda ¢ok sayida organda
viral RNA tespit edilmistir. SARS-CoV-2, yalnizca solunum O6rneklerinden degil, ayni
zamanda bazi COVID-19 hastalarmin idrarindan da izole edilmistir (Sun vd., 2020).
SARS-CoV-2 ile enfekte olan dokuz hamile kadin iizerinde yapilan bir ¢calismada, virtisiin
hamilelik sirasinda bebege bulasabilecegine dair kanit bulunamamistir. Bununla birlikte,
cesitli aragtirmalar, enfeksiyonun gebeligin tigiincii trimesterinde meydana gelmesi

durumunda SARS-CoV-2'nin bulasabilecegini de gostermistir (Chen vd., 2020).

Hamileliginin son ii¢ ayindaki SARS-CoV-2 teshisi konan bir hastanin bebegine SARS-
CoV-2 bulastigi ve bebekte norolojik bozulmalara neden oldugu saptanmistir. Bagka bir
ornekte, yeni dogan bebeklerin sitokin ve anti-SARS-CoV-2 IgM antikorlar seviyeleri,
fiziksel temas olmamasmna ragmen yiikselmistir ve bu da transplasental gegisi
gostermektedir (Dong vd., 2020). Perinatal SARS-CoV-2 bulasma olasiligi minimumdur.
Giincel raporlar perinatal bulagmanin miimkiin oldugunu, ancak nadir oldugunu

belirtmektedir (Egloff vd., 2020).

SARS-CoV-2 klinik semptomlari yasa gore degismektedir. Herkes risk altinda kabul edilir
ve mevcut epidemiyolojik verilere gore riskli yas medyani yaklasik 50'dir (Guan vd.,
2020). 60 yasin iizerindeki hastalarda solunum yetmezligi ve uzun siireli hastalik seyri riski
daha yiiksektir. 60 yasin altindaki bireylerde hastalik daha az siddetlidir (Liu vd., 2020).
Bir aragtirmaya gore, Cin'deki 72.314 hastanin ¢ogu (% 87) 30 ile 79 yaslar1 arasindadir.
Dokuz yasin altindaki ¢ocuklar arasinda 6liim olmamustir. Ancak 70-79 yas grubunda vaka
6liim oran1 (CFR) % 8.0, 80 yas ve iizeri grupta ise CFR %14.8'dir (Pamukgu, 2021).
Diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik, kronik akciger hastali§i ve kanser gibi
cesitli eslik eden hastaliklar1 olan bireyler i¢cin CFR sirasiyla %10.5, 7.3, 6.3, 6.0 ve 5.6'dir.
Bu bulgulara gore, COVID-19 hastalarinin komorbid bozukluklardan 6lme olasiligi,
olmayanlara gore daha fazladir (Wu ve McGoogan, 2020). Alt1 yasin altindaki 1000'den
fazla enfekte olan ¢ocuklarda, medyan yas 6.7’dir ve ¢ocuklarin ¢ogunlugu daha az siddetli
semptomlar gostermistir (Lu vd., 2020). COVID-19 olan 65 yas tistii hastalar ise, 6zellikle
akut solunum sikintis1 sendromu (Acute respiratory distress syndrome, ARDS) ve

komorbiditesi olanlardan daha yiiksek 6liim riski altindadir (Du vd., 2020).



1.1.3 COVID-19'un Kklinik o6zellikleri ve patogenezi

DSO-Cin Ortak Misyonu arastirmasina gore, enfeksiyonlarin % 80'i zatiirre ve zatiirre dist
vakalar dahil olmak iizere hafif ila orta siddette, % 13.2'1 agir hastalik gelistiriyor ve %
6.8'1 yogun bakim gerektiren kritik derecede tehlikeli hastaliga sebep olmaktadir (Rapor of
the World DSO-Cin Koronaviriis Hastalig1 Ortak Misyonu 2019 (COVID-19), n.d.). Ates,
Oksiiriik ve bitkinlik, COVID-19'un yaygin semptomlaridir, ancak daha az yaygin ve
anormal semptomlar da bildirilmistir. Semptomlarin siddetine gére COVID-19 ii¢ seviyeye
ayrilir: hafif, siddetli ve kritik. Bireylerin ¢ogu ise siddeti olmayan semptomlar
gosterdikten sonra iyilesmektedir (Hu vd., 2020). Ayrica asemptomatik enfeksiyon
vakalar1 da kaydedilmistir (Huang vd., 2020). Cizelge 1’de, COVID-19’un semptomlari
ve COVID-19'un ii¢ farkli siddet seviyesi 6zetlenmektedir (Wang vd., 2020).

Siddetli COVID-19, takipne (hiperventilasyon, dakikada 30'dan az nefes), istirahatte
oksijen satiirasyonu <%93 olarak tanimlanir. Buna karsilik kritik hastalik, mekanik
ventilasyon gerektiren solunum yetmezligi, septik sok veya diger organ islev bozuklugu
veya yogun bakim destegi gerektiren yetmezlik olarak tanimlanir (Adil vd., 2021). Yaslilar
(60 yas tstii) ve diyabet, hipertansiyon, obezite, kanser, kronik solunum hastaligi,
kardiyovaskiiler hastalik ve karaciger hastalifindan muzdarip olanlar ciddi ve kritik
hastalik agisindan en yiiksek risk altindadir (Guan vd., 2020). Bir arastirmaya gore, her
yastan ¢ocuk enfekte olabilir. Cocuklardaki enfeksiyonlarin ¢cogu asemptomatik veya orta
derecede iken, kiiciik cocuklarda, 6zellikle yeni doganlarda, sonuglar % 7-10 oraninda
ciddi ve kritik hastalik sikligiyla siddetli olabilir (Dong vd., 2020). Siddetli ve kritik
COVID-19'un patogenezi karmasiktir ve birka¢ hipotez One siiriilmiistiir. En yaygin
aciklama, SARS-CoV-2'nin akcigerlerdeki anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)
reseptorleri araciligiyla hiicreleri enfekte etmesi, hiicre patlayana kadar hiicre igi viral
replikasyonu tetiklemesi ve diger hiicreleri enfekte eden cok sayida virlis partikiilii
salmasidir (Pamukc¢u, 2021). Bu ayni zamanda dogustan gelen ve adaptif bagisiklig
aktive ederek potansiyel olarak bir sitokin firtinasini tetikler ve hem lokal hem de sistemik

olarak doku hasarina neden olur.



Cizelge 1.1: COVID-19’un klinik semptomlar: ve ii¢ farkli seviyesi.

Pnomoni semptomlar1 arasinda kas agrisi, bas agrisi, ates, nefes
darh@, kuru oksiiriik, konfiizyon, bogaz agrisi, burun akintisi,
gogiis agrisy, ishal, kusma, titreme, balgam iiretimi, hemoptizi, nefes

Klinik Belirtileri .o o . . VP -
darhgy, bilateral pnomoni anoreksi ve gogiis agrisi yer alir. Yogun
bakim hastalarinda daha yiiksek seviyelerde plazma sitokinleri (IL2,
IL7, 1L10, GSCF, IP10, MCP1, MIP1A ve TNFa) goriiliir.

Hafif Ates, yorgunluk, oksiiriik, pndmoni dis1 ve hafif pndmoni
Dispne, kan oksijen doygunlugu %93'iin altinda, solunum

Ug farkh siklig1 <30/dak, arteriyel oksijenin solunan oksijen

COVID-19 Siddetli fraksiyonuna oranin kismi basinc1 <300 ve/veya 24 ila 48 saat

Seviyesi icinde akciger infiltratlariin >%350'sinin tiimii potansiyel

olarak bir yogun bakima ihtiyaci olan hasta.
ARDS, solunum yetmezligi, ¢oklu organ fonksiyon

Kritik  bozuklugu veya yetmezligi, septik sok, pihtilasma fonksiyon
bozuklugu

Siddetli COVID-19'lu hastalarda, onemli ol¢iide daha disiik CD4+T hiicreleri, CD8+T
hiicreleri, B hiicreleri, dogal dldiiriicii hiicreler, monositler, eozinofiller ve bazofillerin yani
sira daha yiliksek bir notrofil sayisi tespit edilmistir (Cao, 2020). Akcigerlerde masif
notrofil ve makrofaj infiltrasyonu meydana gelir ki bu da hiyalin membran birikmesine ve
yaygin alveoler yikimina neden olarak solunum yetmezligine ve ARDS'ye yol agar
(Pamukcu, 2021). Sistemik inflamatuar yanit, kalp, karaciger ve bobrekte pan-sistemik
hasara neden olarak ¢oklu organ islev bozukluguna ve immiin aracili hasara neden
olmaktadir. Yaslilarda daha kotii sonuglar olmasina ragmen, hi¢ kimse herhangi bir yasta
ciddi hastaliklara karsi bagisik degildir (Dong vd., 2020). Ayrica, 60 yasin altindaki
hastalar arasinda obezite, hastaneye yatis i¢in en onemli risk faktoriidiir (Lighter vd.,
2020). Siddetli ve hayati COVID-19'un patofizyolojisi i¢in alternatif teoriler literatiirde
sunulmustur. Fakat bunlarin daha fazla calisma ile dogrulanmasi gerekmektedir. Bir
arastirmaya gore, ACE2 reseptorii kalpte yiiksek seviyelerde ifade edilir ve bu da gdgiiste
sikigma ve carpinti gibi semptomlara sebep olmaktadir (Zheng vd., 2020). Onceden
mevcut kardiyak kronik rahatsizliklari olmayan ve sonunda Glen hastalarn % 11.8'inde
hastaneye yatis sirasinda kardiyak spesifik troponinlerdeki artigin, agirt miyokardiyal hasar,
miyokardit ile kanitlandig1 gibi, ciddi COVID-19 hastaliginda olas1 bir 6liim nedeni oldugu
gosterilmistir (Zheng vd., 2020). Baska bir ¢alismada, kritik diizeydeki hasta bireylerde
SARS-CoV-2 viremisine bagli olarak trombotik olaylar, yaygin intravaskiiler pihtilagsma ve
anti-fosfolipid antikorlarinin gegici artiglar1 gézlenmistir (Zheng vd., 2020). Ciddi

solunum yetmezligi, SARS-CoV-2'nin periferik sinir terminallerini enfekte etme



yeteneginden kaynaklanabilir ve bu da daha sonra sinaps baglantili bir yoldan beyin sapina
girmesine yol agabilmektedir. Bu néroinvaziv potansiyelin siddetli COVID-19 hastalarinda
solunum yetmezliginde rol oynadigi one siriilmistir (Li vd., 2020). SARS-CoV-2'nin
hemoglobinin 1-beta zincirini hedefledigini ve porfirini yakalayarak insan hem

metabolizmasini inhibe ettigi iddia edilmektedir (Ghareeb vd., 2021).

1.1.4 SARS-COV-2’nin smiflandirmasi

Insan CoV'lar1 (HCoV'ler), omurgalilar1 enfekte eden tek sarmalli, segmentsiz, pozitif
RNA genomuna sahip zarfli viriislerdir (Masters, 2006). Mevcut siniflandirmaya gore
Corona viridae ailesi iginde 27 alt cins, bes cins ve iki alt ailede toplam 39 CoV tiiriinii
bulunmaktadir (Siddell vd., 2019). Uluslararasi Viriis Taksonomisi Komitesi (ICTV),
HCoV'leri dort ana cinse aywrmustir: AlphaCoV (alfakoronaviriisler), BetaCoV
(betakoronaviriisler), GammaCoV (Gamakoronaviriisler) ve DeltaCoV (deltakoronaviriisler).
Ayrica bunlari genotipik ve serolojik degerlendirmeye gore Coronaviridae ailesinin

Coronavirinae alt ailesi altina yerlestirmistir (Wu vd., 2020).

AlphaCoV ve BetaCoV sadece memelilere bulasmaktadir. GammaCoV ve DeltaCoV ise
kuslart enfekte eder. Ancak nadiren memelileri de enfekte edebilirler (Woo vd., 2012).
Insanlarda solunum yolu hastaliklarina genellikle alfa ve betakoronaviriisler yol
agmaktadir (Pamukcu, 2021). ki yiiksek patojenik viriis olan SARS-CoV ve MERS-CoV,
insanlarda ciddi solunum sendromuna neden olurken, diger dort insan koronaviriisi,
HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 ve HKUL, iist solunum yollarinda daha hafif
enfeksiyonlara neden olmaktadir (Su vd., 2016).

Taksonomik bir grup olarak, HCoV-229E ve HCoV-NL63 AlphaCoV olarak
siniflandirilirken, HCoV-HKU1, HCoV-0OC43, SARS- ve MERS-Cov BetaCov olarak
tanimlanir. SARS-CoV ve MERS-CoV, Sarbecovirus ve Merbecovirus alt tiirlerinin alt
gruplaridir (Van Boheemen vd., 2012). Ozellikle yeni ortaya ¢ikan SARS-CoV-2, SARS-
CoV ve MERS-CoV'dan farklidir, bu nedenle SARS-CoV-2'nin Sarbeco viriisii alt tiiri
altindaki taksonomik siniflandirmasi gecicidir ve ek kanitlara bagli olarak degisim

gosterebilecektir (Gorbalenya vd., 2020) (Sekil 1.1a,b ) (H. Lu, 2020).



(a)

Riboviriae
(Realm)

Negarnaviricota
(Phylum)
| | |

Picornavirales Nidovirales Tymovirales
(Order) (Order) (Order)

Coronaviridae
(Family

Coronavirinae Torovirinae
(Subfamily) (Subfamily)

| 1 | 1
AlphaCoV BetaCoV GammaCoV DeltaCoV Torovirus Bafinivirus
(Genera) (Genera) (Genera) (Genera) (Genera) (Genera)

" 'HCoV-229E
! HCoV-NL63 !
o (Steain) __/

1 | | | |
Embecovirus Sarbecovirus Merbecovirus Nobecovirus Hibecovirus
(Subgenera) (Subgenera) (Subgenera) (Subgenera) (Subgenera)

T P (e | EE—

* HCoV-HKU1 ) " SARS-CoV } ! )

| HCoV-OC43 | | SARS-CoV-2 | | ME;rSa'ig;’V :

(__(owain) 1 & (swan) i !
(b)

0.05
e

HCOV-229E |
_E HCoV-NL63 a-CoVs
TGEV

Bat-SL ZC45 )
_|:[ Bat-SL ZXC21
SARS-CoV-2

SARS-CoV
MERS-CoV

HCoV-0C43
MHV-A59
IBV
SW1

HKU11
HKU17

B-CoVs

7/

y-CoVs

8-CoVs

Sekil 1.1: Bilinen yedi HCoV i¢in taksonomik (a) siniflandirmasi ve konumlari, ve (b)
Molecular Evolutionary Genetics Analysis 6 yazilimi kullanilarak S genine dayali olarak
olusturulan CoV'lerin filogenetik aga¢ analizi (Biswas vd., 2020).

1.1.5 insanlar1 enfekte eden koronaviriislerin kokeni

Son arastirmalar, HCoV'lerin gelisimini hizlandirilmis kentlesme ve hayvan gifteiligi ile
iligkilendirmistir. Cilinkii bu faaliyetler sik tiir aligverisi ve basitlestirilmig tiir bariyeri

gecisinin yani sira bu viriislerde genomik rekombinasyona olanak tanimaktadir (Jones vd.,



2013). Yarasalar, ¢esitli CoV'lerin ev sahibi olarak biliniyordu. CoV'lerin yarasalardan
insanlara dogrudan gecisi kesin olarak belirlenmemis olsa da, araci konaklar araciligiyla
dogrudan temas yoluyla insanlara ge¢isi, olasi bir bulasma mekanizmasi olarak kapsamli

bir sekilde varsayilmistir (Banerjee vd., 2019).

Cin'in Foshan kentinde kaydedilen ilk SARS-CoV vakas1 Kasim 2002'de bildirildi (Ge vd.,
2015). Bu vaka, 28 iilkeye yayilarak 8.090 vaka ve 772 6liimle sonuglandi (Ge vd., 2015).
SARS-CoV'nin kdokenine dair ilk kanit, maskeli palmiye misk kedilerinde ve rakun
kopeklerinde tespit edilmistir. Shenzhen'deki bir hayvan pazarinda Cinli yaban gelincigi
porsuklarinda SARS-CoV'ye 6zgii antikorlarin tespiti, arastirmacilarin bu hayvanin insan
bulasma kaynagi oldugunu diistinmelerine yol a¢gmustir (Drexler vd., 2014). Bununla
birlikte, daha ileri arastirmalar, vahsi veya yapay lireme tesislerinde bulunabilen hurma
misk kedileri arasinda SARS-CoV benzeri viriislerin yayilmasini1 destekleyen kanitlarin
yoklugu bu hayvanlarin yalnizca tesadiifi konakgilar oldugunu gostermistir (Sekil 1.2)
(Wang vd., 2006). Diger benzer arastirmalar, SARS-CoV ile iliskili genetik olarak farkli
CoV'lerin Cin at nal1 yarasalarinda da tespit edildigini ortaya koydu ve bu tiirlerin bu essiz
HCoV igin bir rezervuar gorevi gorebilecegini gosterdi (Lau vd., 2005). Afrika ucan
tilkilerindeki (Pteropus spp.) Ebola viriisiine iliskin bir agiklama ile birlikte, bu kesifler,
yeni viral enfeksiyonlara ev sahipligi yapan yarasalara dikkat ¢ekmistir (Leroy vd., 2005).

Benzer sekilde, Haziran 2012'de Suudi Arabistan'in Cidde kentinde ilk MERS-CoV vakasi
tespit edildi (Ge vd., 2015). Kasim 2019'a kadar 28 iilkede 859 6liimle sonuglanan 2.492
kayith MERS-CoV vakas1 saptanmistir. Ata virilisiiniin yarasalardan tek horgii¢li develere
gececegi 30 yildan fazla bir siire 6nce tahmin edilmisti ve bu tahmin o zamandan beri
serolojik verilerle dogrulandi. Tek horgiiclii develer, MERS-CoV i¢in Onemli bir
rezervuardir (Miiller vd., 2014). (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2: HCoV iletiminin sematik gosterimi. Ara konaklar yoluyla yarasalardan insanlara
SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2 bulasmasi (Kirtipal vd., 2020'den alinmstir).

Son SARS-CoV-2 pandemisi, Oliimciil virlislerin  kesfedilmemis vahsi zoonotik
rezervuarinin varligin ortaya koydu (Malik vd., 2020). Cin'in Wuhan kentindeki bir canli
hayvan pazari, 2019'daki SARS-CoV-2 salginiyla ilgiliydi. Bat-SL-CoVZX45 ve bat-SL
CoVZX2 genomlarinin % 96'stn1 SARS CoV-2 ile paylasan iki SARS benzeri CoV,
yarasalarin SARS-CoV-2'nin dogal konakgilari oldugu gosterildi (Xu vd., 2020). Bununla
birlikte, aracit konak ve virlisiin insanlara bulasma yolu bilinmiyordu. SARS-CoV-2'nin
yarasalardan insanlara bulagmasi ilk olarak S proteini icinde homolog rekombinasyon ile
meydana gelir (Ji vd., 2020). Pangolinler (Manis spp.), pangolin CoV'lere %99 genetik
benzerlikleri nedeniyle daha sonra SARS-CoV-2 i¢in olasi bir ara konak olarak tanimlandi
(Sekil 1.2).

1.1.6 SARS-CoV-2'nin yapisi

SARS-CoV-2 kiireseldir, zarflidir, yaklasik 80-120 nm g¢apindadir. Elektron mikroskobu
altinda, zarf, gilinesin koronasina benzeyen 20 nm boyutunda tag benzeri sivri uglara

sahiptir, bu nedenle adi koronaviriistiir (Sekil 1.3) (Park, 2020). Spesifik olarak, SARS-
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CoV-2 pargaciklarinin, 9-12 nm sivri uglar ile 60-140 nm ¢apinda kiiresel sekilli oldugu
gosterilmistir (Zhu vd., 2020a). Virionun lipid ¢ift katmanli zarfi iginde, +ssRNA ve
kapsid proteinlerinden olusan bir kompleks iceren sarmal simetrik niikleokapsidler
bulunur. SARS-CoV-2'nin ana yapisi dort ana yapisal protein tarafindan insa edilmistir:
Basak (S), zar (M), niikleokapsid (N) ve zarf (E). Bu yapisal proteinlerin dordii de SARS-
CoV-2 genomunun 3' ucunda kodlanmistir (Pamuke¢u, 2021). 150 kDa molekiiler agirliga
sahip transmembran S glikoproteini, viriisiin yiizeyinden uzanir. S protein homotrimeri,
hedef hiicre membranindaki ACE2 reseptoriine baglanmaktan sorumludur. Bir konake1
hiicre proteaz1 bu glikoproteini S1 ve S2 olmak {izere iki alt birime boler. Konak viral
aralig1 ve hiicresel tropizm, reseptor baglama alanini (RBD) ve N-terminal alanini (NTD)
iceren C-terminal alan1 (CTD) ile karakterize edilen S1 alt birimi tarafindan belirlenir.
Membran flizyonuna, bir dahili membran fiizyon peptidi (FP), iki 7-peptid tekrar1 (HR), bir
zar proksimal dis bolgesi (MPER) ve bir transmembran alan1 (TM) igeren S2 alt birimi
aracilik etmektedir (Guo vd., 2020; Li, 2016).

Yiizey yapisal proteini olan M glikoproteininin molekiiler agirligi, viral birlesmede 6nemli
bir role sahiptir (Neuman vd., 2011). SARS-E proteini viral olusum ve olgunlasmada rol
oynar. Viriislin niikleik asidi N proteinine baglanmaktadir. Bu da N proteinin viral genom
ve replikasyon dongiisiine dahil oldugu anlamina gelir (Schoeman ve Fielding, 2019).
Spike, zarf, zar ve niikleokapsid genlerini iceren dort yapisal genin yanisira, pplab ve ppla
proteinlerini, 3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b, 9b yardimci proteinleri ve ORF10 bdlgesini

sentezleyen gen bolgeleri de mevcuttur (Sekil 1.3).

Nucleocapsid (N)

, .l.“.“\.‘h\. Membrane (M)
/ 'l' \ Spike (S)

Sekil 1.3: Coronavirusun sematik ¢izimi (Kirtipal vd., 2020).
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1.1.7 SARS-CoV-2'nin genom organizasyonu

SARS-CoV-2 genomunun niikleotid uzunlugu 26.0 kb ile 32.0 kb arasinda degismektedir,
degisken sayida agik okuma ¢ercevesine (ORF) sahiptir ve genomik organizasyonu bilinen
diger HCoV'lere olduk¢a benzerdir (Song vd., 2019 ; Qin, 2019). Bugiine kadar
karakterize edilen koronaviriisler, ¢ok sayida ylizeye yansitilan ¢ivi benzeri sivri uglara
sahip zarfli, segmentsiz, tek sarmalli (ss) viriislerdir ve 5'-baslik ve 3'-poli(A) ile pozitif
sens RNA genomuna sahiptirler. kuyruk, replikaz poliproteinlerinin translasyonel sentezi
icin fonksiyonel mRNA olarak hareket etmesine izin verir (Wang vd., 2020). On alt1
yapisal olmayan protein (nsps), genomun yaklasik % 67'sini olusturan ilk ORF tarafindan
kodlanirken, yapisal ve yardimci proteinler kalan ORF'ler tarafindan kodlanir. 5' ve 3'
konumlarinda iki ¢evrilmemis bolgeye (UTR) sahiptir (Chan vd., 2020; Wu vd., 2020).
SARS genomu CoV-2'ler, ORFla ve ORF1b bolgesinden iki poliproteini on alt1 nsps'ye
(nsp1-16) cevirerek viral genom replikasyonu ve transkripsiyonunu baslatir. Ek olarak,
SARS-CoV-2 genomu dort yapisal ve alti adede kadar yardimer protein igerir (3a, 6, 7a,
7b, 8, 9b ve 10), ancak bu proteinlerin translasyonu i¢in subgenomik RNA'lar (sgRNA'lar)
gereklidir (Sekil 1.4). Viriisiin pozitif sens RNA yapis1 nedeniyle proteinlere ¢evrilmeye

hazir olan viral genom, konak hiicreye girdikten sonra salinir (Naqgvi vd., 2020).
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(Genom, ¢evrilmemis iki bolimle (UTR'ler) gevrili tek bir uzun agik okuma cergevesi igerir. Genom, 5’
UTRs-orfla-orfS-orf3a-orfE-orfM-orf6-orf7a-orf7b-orf8-orfob-orfN-orf10-3'UTR seklinde siralanir.
ORFlab, ppla ve pplab olmak iizere iki biiyiik polipeptidin iiretilmesinden sorumludur. Bu iki poliprotein,
ribozomal g¢ergeve kaymasi ile ifade edilir. Genom dort yapisal proteinden olusur: spike proteini (S), zarf
proteini (E), zar proteini (M) ve niikleokapsid proteini (N) ve ayrica alt1 yardime1 protein: 3a, 6, 7a, 7b, 8, 9b
ve 10. Dort yapisal proteinin birincil alanlar gosterilmektedir).

Sekil 1.4: SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2 genomundaki (a) genom
organizasyonunun ve (b) fonksiyonel alanlarin sematik gosterimi (Shereen vd., 2020)

ORFlab
Yapisal Olmayan Poliproteinler (nsps)

ORFlab ¢evrildiginde, iki biiyiik yapisal olmayan poliprotein iiretir. Bu poliproteinler, 16
farkli nsp tiretmek igin islenir (Pamukgeu, 2021). Poliprotein bdliinmesinde iki proteaz yer
alir: Birincisi, nsp3 tarafindan kodlanan papain benzeri proteazdir (PLpro). ikincisi, nsp5

tarafindan kodlanan ana proteaz olan serin tipi Mpro (3CLpro)'dur (Tu vd., 2020).

ORF 2-10

Dort yapisal ve alti yardimer proteini kodlayan dizilere sahiptir. Golgi aygitinda bu
proteinlerin bazilari glikozillenir (Sakr vd., 2021).
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Yapisal Proteinler
S Proteini

S proteini, 1273 amino asitten olusur ve 150- 200 kDa kiitleye sahiptir. Viral yiizeyde
bulunur ve koronayi olusturur. Bir homotrimer olarak islev goriir ve 20 asparajin bagh
glikan sinyal dizisi igerir (Fehr ve Perlman, 2015). Protein, reseptor baglanmasindan (S1)
ve membran fiizyonundan (S2) sorumlu iki ana alt birim igerir. S1 alt birimi, reseptor
baglama alan1 (RBD) igerir (Heald-Sargent ve Gallagher, 2012). S1 alt biriminin
RBD'sinin reseptor baglama motifi ile ACE2 reseptorii arasindaki etkilesim, konakei
hiicrelere girisi saglamaktadir. Tiim CoV'lerde konakei-viriis entegrasyonu sirasinda,
konakgi1 proteazlar ve katepsinler gibi lizozomal proteazlar S proteinlerini pargalar (Shang
vd., 2020). Bu proteaz, konak¢1 hiicreye viral giriste ¢ok kritik bir rol oynamaktadir. S
proteini, anti-viriis nétralize edici antikorlar i¢in ¢ok dnemli bir hedeftir ve i¢indeki 6nemli

mutasyon, patogenezde onemli degisikliklere yol acabilir.
M Protein

Viriis yiizeyinde yapisal proteinler arasinda en bol bulunan proteindir ve viriis sekli i¢in
ana yapi iskelesi saglar (Arndt vd., 2010). M proteini 230 amino aside ve 25-35 kDa
kiitleye sahiptir. Bu yapisal proteinlerin en kiigiigiidir (Arndt vd., 2010). Bu protein,
konakg¢1 hiicreye giriste ve virlis olgunlagsmasinda rol oynar (Thomas, 2020). Viral
enfektivitenin, M proteininin viral S proteinine ve membran fiizyonunu kolaylagtiracak
olan konak¢inin ylizey reseptorlerine baglanma yetenegi ile baglantili oldugu one
striilmistiir (Pamukeu, 2021). Koronaviriis virion birlesimi ve morfogenezindeki énemi
nedeniyle M proteini, viral replikasyon kontroliinde ve genomik RNA'min viral partikiil

paketlenmesinde 6énemli bir rol oynayabilir (Hu vd., 2003).
N Protein

43-50 kD'luk bir molekiiler agirliga sahip olan bu protein, RNA'ya baglanabilir ve arginin
ve lizin aminoasit dizileri araciligiyla onunla etkilesime girebilir (Chang vd., 2006). N
proteini, RNA genomuna baglanan tek proteindir (de Haan vd., 2005). N proteini, bir N-
terminal alan1 (NTD) ve bir C-terminal alan1 (CTD) olmak iizere iki ayr1 alandan olusur.
Optimal RNA baglanmast i¢in bu iki alanin da katkisinin gerektirdigi ileri siiriilmiistiir
(Chang vd., 2006). Bu proteinin, viral olmayan ve viral RNA arasinda ayrim yapma
yetenegi gibi islevleri etkileyebilecek ve virlis olgunlagsmasini ve toplanmasini

etkileyebilecek sekilde birden fazla pozisyonda fosforile oldugu bilinmektedir (Chen vd.,
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2019). Fosforilasyon i¢in temel mekanizma ise belirsizligini korumaktadir. N proteini
ayrica viral transkripsiyon kontroliine ve genomik RNA replikasyonuna da dahil olabilir
(Cong vd., 2020). Molekiiler diizeyde, N'nin birincil rolii, viriis genomu RNA'sin1 uzun
sarmal RNP'lere paketlemek ve viral genom ve membran proteini M ile etkilesimler
yoluyla virion diizenegine katilmaktir (Pamuke¢u, 2021). Tanisal ve immiinojenik bir

antijen olarak, N proteini ayrica konak¢1 immiin yanitinda immiinodominant bir antijendir

(Bai vd., 2021).
E Protein

~74-109 amino asit uzunlugunda ve 8.4-12 kDa molekiiler agirliga sahip kii¢iik bir hidrofobik
proteindir (Pamukgu, 2021). E proteini, ana yapisal proteinlerin en kii¢iigli ve en az
bilinenidir. Tomurcuklanan viriislerde iyon kanali fonksiyonu, viroporin aktivitesi ve viral
montaj igin gereklidir (Schoeman ve Fielding, 2019). E ve M proteinlerinin birlikte
ekspresyonu, S proteininin konake1 hiicrelerde ER-Golgi ara bolgesine veya Golgi bdlgesine
hareket etmesine neden olur. Apoptoz, E protein genindeki bir mutasyon tarafindan indiiklenir
(Schoeman ve Fielding, 2019). E proteini icermeyen igermeyen rekombinant CoV'lerin
onemli Olgiide azalmus viral titreler sergiledigi, viral olgunlasmay1 engelledigi veya yetersiz
soy trettigi gosterilmistir. Bu nedenle viriis {iretimi ve olgunlasmasinda E proteini 6nemli bir

goreve sahiptir (DeDiego vd., 2007; Ortego vd., 2002)
Aksesuar Proteinler

OREF 3a, 3a yardimci proteini kodlar ve 828 niikleotid uzunlugundadir (Wang vd., 2020).
Protein 3b'nin SARS-CoV-2 iizerine yapilan yeni arastirmalarda kesfedilmistir (Wu vd.,
2020). ORF 6, 61 amino asitli Orf6 aksesuar proteinini kodlayan 186 niikleotidli bir gendir
(Wang vd., 2020). ORF 7a ve ORF 7b sirasiyla 366 ve 132 niikleotid icerir (Wang vd.,
2020). Protein 7a'min, apoptozu indiikleyerek ve enfekte hiicrelerde hiicre dongiisiinii
durdurarak ve proinflamatuar sitokinlerin iiretimini uyararak viral patogenezde roli aldigi
distiniilmektedir (Schoeman ve Fielding, 2019). ORFS, 366 niikleotid protein kodlayan
bir gendir. inflamasomlar1 aktive ettigi ve hiicre ici stres yollarini baslattigi gosterilmistir
(Shi vd., 2019). Bir enfeksiyon meydana geldiginde, konakg1 hiicre 97 amino asitli bir
protein olan ORF9b'yi salgilar. Mitokondriyi hedefleyerek, immiinolojik kaginma
siirecinde 6nemli olan esnek adaptor TOM70 ile baglant1 kurar. ORF 10, 117 niikleotid
kodlama dizisidir (Wang vd., 2020). ORF10 proteininin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu
PCR tabanli yontemlerden daha hizli tanimlamak icin kullanilabilecegi beklenmektedir

(Khailany vd., 2020).
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1.1.8 SARS-COV-2'nin yasam dongiisii ve coronaviriislerin hiicre girisi

SARS-CoV-2 viriisiiniin bir konak hiicreye girebildigi ii¢ temel siire¢ vardir: reseptore
baglanma, proteoliz, ve endozomlarda membran fiizyonunun tetiklenmesi (Sekil 1.5)

(Boopathi vd., 2020).
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Sekil 1.5: SARS-COV-2'nin yasam dongiisii (Vkovski vd., 2021).

Hem endozomlar hem de plazma membran fiizyonu, SARS-CoV-2 igin giris
mekanizmalaridir. ACE2 reseptorii ile S glikoprotein etkilesimi, her iki kisimda da
konformasyonel degisiklikler gerektirir. SARS-CoV-2 durumunda, proteaz TMPRSS2 ve
lizozomlar, S proteinini iki pargaya boler: S1 ve S2 (Wang vd., 2020). S1 segmenti,
ACE2'ye baglanan RBD'yi igerirken, S2 bileseni membran fiizyonu i¢in ¢ok onemlidir
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(Brielle vd., 2020). Baglanmanin ardindan viriis, bir endositik yolla fiizyona ugrar ve viral
RNA'y1 sitoplazmaya birakir (Wang vd., 2008). Endozomlarin i¢i, bir proton pompasinin
varligindan dolay: asidik bir pH'a sahiptir (Gerasimenko vd., 1998). Ek olarak, sistein
proteazlar, biiyiikk olasilikla katepsin, viriisiin sitoplazmadan pH'a bagli bir sekilde
salimmasini saglar (Sekil 1.6) (Hoffmann vd., 2020). Endozomalden bagimsiz olmayan
girig, alternatif giris mekanizmasidir. Hiicre zariyla iligkili serin proteaz, TMPRSS2, S

proteinini S1 ve S2 alanlarina aktive eder/parcalar.
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(S proteininin S1 alani, konak hiicre yilizeyindeki ACE2 reseptorii ile etkilesime girdiginde, S2 alanindaki
konformasyonel degisiklikler, i¢sellestirmeye ve ardindan membran fiizyonuna neden olur. Diisiik bir pH ve
pH'a bagl sistein proteaz katepsin L, endozomal siireci destekler. Diger giris mekanizmasi endozomal
olmayan/klatrin bagimsiz mekanizmadir. S proteininin TMPRSS2 tarafindan S1 ve S2 alanlarina bdliinmesi
aracilik etmektedir).

Sekil 1.6: SARS-CoV-2 ana hiicreye giris modeli (Shereen vd., 2020).

Virlistin - genomu, hiicrenin sitoplazmasina salindiktan sonra, konak¢t hiicrenin
mekanizmasi tarafindan bir mRNA olarak ¢evrilir, bu da RNA sentezi i¢in gerekli
enzimlerin iiretilmesiyle sonuglanir (Pamukeu, 2021). Ilk gen, replikasyonu baslatan
replikaz enzimine gevrilir. PLpro ve Mpro, bu enzimi 16 nsp'ye doniistiiren iki viral
proteazdir. Replikasyon siirecinin bir pargasi olarak, negatif iplikli RNA sentezlenir ve
genomik RNA i¢in bir sablon olarak kullanilir. (Pachetti vd., 2020). sgRNA'lar, replikaz

poliproteinlerinin asagi akiginda yer alan yapisal ve yardimei genler i¢in mRNA'lar olarak
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hizmet eder. Lider dizinin (TRS-L) 3' ucunda bulunan transkripsiyon diizenleyici diziler
(TRS'ler), her TRS dizisinde transkripsiyonu sonlandiran RdRp yoluyla transkripsiyonu
kontrol eder. Bu nedenle, transkripsiyon islemi siireksizdir ve ortaya c¢ikan sgRNA,
yapisal, yapisal olmayan ve yardimci proteinlere ¢evrilir ve yeni viriislerin olusumuyla
sonuglanir (Sakr vd., 2021). Replikasyon, transkripsiyon ve translasyonun ardindan
endoplazmik retikulum ve Golgi aygit1 virion partikiillerini birlestirir (Masters, 2006).
SARS-CoV-2 viriisiiniin montaj siireci hala bir sir olarak kalmaktadir. Coronaviriis
bulagmis hiicreler, iki farkli siire¢ yoluyla virionlar1 serbest birakir: sarmal niikleokapsidler

ve viral zarf yapist.

N proteini ve RNA, niikleokapsidi olusturur. Bazen M proteini de tespit edilir (de Haan ve
Rottier, 2005). N proteini, cesitli islevleri olan bir glikoproteindir. Replikasyon ve
transkripsiyonu kolaylastirmak i¢in Oncelikle lider RNA'ya baglanir. Viral genom ile
etkilesime girer ve onu riboniikleoprotein (RNP) kompleksi adi verilen sarmal bir yapi
icinde kapsiiller (McBride vd., 2014). Ek olarak, N proteini nsp3 ve M proteinleri ile
etkilesime girerek genomu bir araya getirmek i¢in replikasyon-transkriptaz kompleksini
(RTC) olusturur (Hsieh vd., 2005). ikinci adimda, viral zarf, hiicrelerin hiicre ici zarlarinda
birlestirilir. Normal olarak, hiicresel zarlardan tomurcuklanan viral niikleokapsid, zarfl
viriisler igin zarlar1t saglar. ERGIC (ER-Golgi Intermediate Compartment), SARS-
CoV'lerin hiicre i¢i zarlarda olustugu yerdir. Daha sonra liimen i¢inde tomurcuklanma
gerceklesir ve partikiiller ekzositoz yoluyla salinir (Gupta vd., 2021). Viral zar proteinleri,
viral zarfin gelisiminde ¢ok onemlidir. M ve E proteinleri virion montaji ve salimi icin
gereklidir, ancak E proteini sadece eser seviyelerde saptanabilir. Sonug olarak, montaj
cogunlukla M proteinleri arasindaki etkilesimlere baglidir (De Haan vd, 2000). M proteini
ayrica niikleokapsid baglanmasi i¢in bir matris gorevi gorerek tomurcuklanmanin

ger¢eklesmesine izin verir.

1.2 COVID-19 Onleme: As1 Gelistirme

SARS-CoV ve MERS-CoV ilgili yapilan oOnceki arastirmalar, SARS-CoV-2'ye karst
notralize edici antikorlar1 aktive etmek i¢in potansiyel antijenlerin tanimlanmasini
kolaylagtirmistir (Zost vd., 2020). Spike proteininin S1, RBD ve S2 alt birimleri dahil
olmak tlizere SARS ve MERS asilari, 6nemli nétralize edici antikor titreleri iiretmektedir
(Dai vd., 2020). Etkin ve giivenli bagisiklama i¢in istenen antijen bulundugunda

adjuvanlar, endiistriyel islemler ve dagitim mekanizmalar secilebilmektedir. SARS-CoV-
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2'nin genomik ve yapisal bilgilerinin hizli erisilebilirliginin yan1 sira (R. Lu vd, 2020),
gelismis yeni asilama platformu teknolojileri de as1 gelistirmeye yardimci olmustur (Lurie
vd., 2020). SARS-CoV-2 proteinleri ve alt birimleri, canli zayiflatilmis ve inaktive edilmis
viriisler, bir viral antijeni kodlayan niikleik asitler, replike olan ve olmayan viral vektorler,

virlis benzeri partikiillerin timii COVID-19 asilar1 olarak gelistirilmektedir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2: Farkli tipte COVID-19 asilarinin gelistirilmesi

As1 formu Antijen Uretimi Avantajlari Dezavantajlar:
Inaktive Tilim virion  Is1, kimyasallar veya Giivenli ve yapimi1  Asir1 duyarlilik
Edilmis Virus radyasyon basit, yiiksek olas1 bir neden
uygulamalariyla viriis notrlestirici olabilir.
pargaciklar etkisiz hale titrelere sahip
getirilir. antikorlar.
Canly/ Tiim virion  Viriilans azaltilmasi Daha az yan etkisi ~ Fenotipik veya
Zayiflatilmig vardir ve bagisiklik  genotipik
Virus sistemi yliksek reversiyon tiim yas
diizeyde aktive gruplari i¢in uygun
olur. degildir.
RNA S proteini Antijen tiretmek i¢in Daha yiiksek Yiiksek
genetigi degistirilmis derecede istikrarsizlik ve
RNA iiretimi uyarlanabilirlige giivenlik endiseleri
sahip ve gii¢lii bir
bagisiklik tepkisini
tetikleyebilen basit
yapl.
DNA S proteini Antijen liretmek igin Gelistirmesi ve Belirli bir tagima
genetigi degistirilmis iretmesi kolay aracina ihtiyag
DNA iiretimi olan yiiksek titreli ~ vardir. Azaltilmig
notralize edici bagisiklik tepkileri
antikorlar giivenli ~ ve tekrarlanan
ve etkilidir. kullanimdan
kaynaklanan
toksisite.
Rekombinant S proteini Biitiin veya alt birim Yiiksek giivenlik, Yiiksek maliyet,
protein antijenik bilegenleri stirekli iiretim ve azalmig
uretilir. hiicresel ve immiinojenisite ve
hiimoral bir tekrarlanan dozlara
immiinolojik tepki  ve adjuvanlara
ortaya ¢ikarma duyulan ihtiyag.
yetenegi.
Viral Vektor S proteini Hedef genin genetigi Yiiksek diizeyde Segenek olarak
Bazli Viriis degistirilerek iiretim hiicresel ve ¢esitli immiinolojik
hiimoral bagisiklik  yanitlarin
tepkilerini indiikler ~ sunulmasi.

ve giivenlidir.

1.2.1 Niikleik asit asilari

Enjeksiyondan sonra bir bagisiklik tepkisini tetikleme potansiyelinin kesfedilmesinden bu
yana, bulasici hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklara kars1 asilar i¢in ¢ok

sayida klinik deneyde niikleik asitler kullanilmistir (Lopes vd., 2019). Niikleik asitlere dayali
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asilar, yapilmasi kolay, giivenli ve yliksek oranda immiinojenik olduklari i¢in umut vericidir.
(Hasson vd., 2015). Genellikle bir hedef antijeni kodlayan plazmit vektorleri olan DNA
agilar, bilylik miktarlarda kolaylikla yapilir. Tipik protein/peptid veya tam viriis asilarindan
farkli olarak, oldukga kararli oldugu i¢in DNA i¢in soguk depolama gerekli degildir (Kutzler
ve Weiner, 2008). T hiicresi aktivasyonu, APC'lerin MHC | ve II'lerinde antijenik peptitler
gostermesine neden olan transgen ekspresyonu tarafindan tetiklenir. Ciplak plazmid DNA
agilari, adaptif immiin yanit1 artirmak i¢in birka¢ enjeksiyona veya bir adjuvan eklenmesine

ihtiya¢ duyan yeterli bir immiinolojik yanit olusturmaz (Hobernik ve Bros, 2018).

COVID-19 pandemisi, DNA kullanan onceki ¢aligmalarin aksine, birgogunun S antijenini
eksprese eden mRNA ile bagisiklamaya baktig1 niikleik asit asilar1 agisindan bir paradigma
kaymasina tanik oldu (Jackson vd., 2020). mRNA bir hiicrenin ¢ekirdegine girmez ve
antijenik proteinlere translasyon i¢in konake1 hiicrenin sitoplazmasina iletilmesi yeterlidir
(Pamukcu, 2021). Bagisiklik tepkileri, gelencksel protein veya tam virilis asilar1 yerine
mRNA agilar1 kullanilarak giivenli, verimli ve diisiik maliyetli bir sekilde uyarilabilir
(Pardi vd., 2018). Ote yandan, kararsizlik ve in vivo dagitim, {istesinden gelinmesi
gereken sinirlamalardir ve in vivo yar1 dmrii ve antijen translasyonunu gelistirmek i¢in ¢ok
sayida modifikasyon ve dagitim stratejisi kullanilmistir (Kariké vd., 2008; Kauffman vd.,
2016). DNA ve mRNA molekiillerinin APC'lere in vivo teslimi biiyiik bir zorluk olmustur.
Niikleik asit agilarinin immiinojenisiteyi artirma yetenegi, niikleik asit dagitim teknolojisi
gelistikge artmustir (Suschak vd., 2017). Fiziksel yaklagimlar (Wells vd., 2000), katyonik
peptit dagitimi (Zeng vd., 2020), lipid ve polimer bazli dagitim (Espeseth vd., 2020) lipid
iceren zara basarili bir sekilde niifuz etmek i¢in kullanilmistir. Iyonize olabilen bir
katyonik lipid, kolesterol, polietilen glikol (PEG) ve dogal olarak olusan fosfolipidler
(LNP'ler), mRNA'larin taginmasi i¢in en ¢ok kullanilan araclardan biri haline gelmistir.
mRNA agilarinin faz III klinik aragtirmalarinin 6n sonuglari, COVID-19'u 6nlemede yiizde
95 (Polack vd., 2020) ve vyiizde 94,5 etkinligini gosterdi. Pfizer/BioNTech'in
BNT162b2'si, 2 Aralik 2020'de Birlesik Krallik'ta ve 11 Aralik 2020'de Amerika Birlesik
Devletleri'nde acil kullanim i¢in onaylanmistir ve su anda tiim diinyada yaygin olarak
uygulanmaktadir. Ek mRNA agilama platformlar1 olusturulmus ve olaganiistii bagisiklik ve
etkililik i¢in dogrulanmigtir (Petsch vd., 2012). Ayrica, mRNA-1273 (Moderna) igin
semptomatik COVID19'un dnlenmesine yonelik MRNA bazli asilar %94 oraninda etkilidir.
BNT162b2 ve mRNA-1273 asilarinin karsilagtirmali etkinligi Dickerman ve digerleri

tarafindan incelenmistir. mRNA-1273 asistnin  alicilarinin, BNT162b2  asisinin
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alicilarindan daha yiliksek bir SARS-CoV-2-baglayici antikor yanitina sahip oldugunu
bulmuslardir. mRNA igerigi, iki as1 arasindaki etkinlik farkini agiklayabilir (Dickerman
vd., 2021). Soguk zincir dagitimmin zorluklarina ragmen, COVID-19 mRNA agilart,
kiiresel saglik krizini azaltmaya yardimci olma ve bulasici hastaliklarin 6nlenmesinde umut

verici potansiyele sahiptir.

1.2.2 Protein alt birim asilar:

S proteininin antijenikligi ve yapisi lizerine yapilan ¢aligmalar, S2 alt birim alaninin hem
SARS-CoV hem de SARS-CoV-2'ye karsi nétralize edici antikorlari indiikledigini ortaya
koymaktadir. S1, RBD ve S2 alanlar1 kullanilarak nétralize edici olmayan antikorlarin
tiretimini Onleyen alternatif protein asilar1 gelistirme ¢abalar1 olmustur (L. Liu vd, 2020).
Bununla birlikte, protein alt birimlerinin immiinojenisitesi sinirhdir ve adjuvanlar
yardimiyla immiin yanit tetiklenmelidir (Pamukc¢u, 2021). SARS-CoV-2'nin diger yapisal
proteinlerinin epitoplart da as1 adaylar1 olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir (Ahmed
vd., 2020). Ozellikle yiiksek oranda immiinojenik ve bol miktarda iiretilen N proteini,
potansiyel bir as1 hedefi olarak kabul edilmistir (Dutta vd., 2020). Yapisal alt birim
proteinlerine kars1 T hiicresi tepkilerinin baskin ve uzun siireli oldugu gézlenmis olup, alt

birim agilari artik klinik deneylerde denenmektedir (Grifoni vd., 2020).

1.2.3 Canhi-zayiflatilmis ve tam olarak inaktive edilmis viriisler

Coronavirtsler, replikasyon i¢in gerekli olmayan ve in vivo olarak modifiye edilerek
zayiflamaya neden olan yapisal olmayan proteinlere sahiptir. Ornegin, birkag zoonotik
koronaviriisii zayiflatmak igin E proteinlerinin silinmesi uygulanmistir (Pamukeu, 2021).
Birka¢ canli zayiflatilmis viral as1 i¢in klinik oncesi denemeler devam etmektedir ve
Codagenix'ten COVI-VAC, faz I'de COVID-19'a karsi canli zayiflatilmis bir asidir
(NCT04619628). Cocuk felci, hepatit A ve grip, etkisiz hale getirilmis virtisler kullanilarak
etkili bir sekilde tedavi edilmistir (Nunnally vd., 2015). Inaktive viriis asilari, viriisleri
hiicre kiiltiiriinde gogaltarak ve ardindan formaldehit veya beta-propiolakton depurinasyon
ile etkisiz hale getirerek firetilebilir (Qiang vd., 2020). RNA'lar1 yok edildiginden canli
zayiflatilmig virlislerden daha giivenli olduklar diisiiniiliirken, hala bagisiklik tepkilerini
aktive edebilen saglam viral epitoplar icerirler (Watanabe vd., 2020). Inaktive edilmis
virlislerin immiinojenisitesi, replike olamamalar1 nedeniyle azalir ve uzun siireli
bagisiklama, ad juvanlarla birka¢ enjeksiyon gerektirir (Lauring vd., 2010). Sinovac
COVID-19 asis1 CoronaVac, Sinovac Biotech tarafindan iiretilen inaktif bir viral COVID-
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19 asisidir. Brezilya, Sili, Endonezya, Filipinler ve Tirkiye'deki Faz III klinik
denemelerinde test edildi ve Sinopharm BIBP ve Covaxin gibi diger inaktive COVID-19
astlar1 gibi klasik teknolojiyi kullanmaktadirlar. Tiirkiye'nin Faz III bulgulart % 83,5
etkinlik ortaya koymustur. Brezilya'nin faz III ¢calismasindan elde edilen bulgular Lancet'te
yayinlandi ve ylizde 50,7 semptomatik enfeksiyon onleme ve ylizde 83,7 hafif vaka 6nleme
ortaya ¢ikardi1 (Palacios vd., 2021; Tanriover vd., 2021). DSO, 1 Haziran 2021'de acil

kullanim i¢in Sinovac-CoronaVac COVID-19 asisin1 onaylamistir.

1.2.4 Rekombinant viral vektorler

Rekombinant viral vektorler, hedef hastaliklarin antijenlerini ifade etmek i¢in kullanilan
uyarlanabilir asilama platformlaridir (Ura vd., 2014). Hedef antijen(ler) i¢in genleri
iletmek i¢in viral vektorler kullanilir (Waehler vd., 2007). Teslimat i¢in rekombinant viral
vektorlerin kullanimi, dogal enfeksiyonu taklit eden ve bir adjuvana ihtiya¢c duymadan
onemli T hiicresi yanitlarin1 uyaran bir sistemdir (Humphreys ve Sebastian, 2018).
Rekombinant viral vektorler, verimli tiretimleri nedeniyle as1 uygulamasi icin de ¢ekicidir
(Choi ve Chang, 2013). Adenoviriis tip 5 (Ad5) tipik olarak antikor titreleri sergilemistir
(Mercado vd., 2020). Bu as1 yonteminin insan olmayan primatlarda ve insanlarda HIV ve

Ebola bagisiklamast i¢in etkili oldugu kanitlanmistir (Barouch vd., 2018).

SARS-CoV-2 S proteinini kodlayan AdS5 vektoriiniin kas igi iletimi, Faz II klinik
deneylerinde degerlendirilmistir (F.C. Zhu, Li vd., 2020).

Insanlar gegmisten giiniimiize birgok salgin hastalikla miicadele etmisler ve ¢ok yiiksek
sayilara ulasan 6liim vakalar ile karsilasmislardir. Kus gribi, cicek hastaligi, Ispanyol
gribi, sart humma, veba, kolera, Ebola, MERS ve SARS gibi salginlar kimi zaman belirli
cografyalarla smirli salginlar olarak goriilmiis, kimi zaman da kitalar arasinda yayilarak
pandemiye donilismiistiir. Pandemi siire¢lerinde salginin Onlenmesi i¢in bir¢ok as1
gelistirme ¢alismalart yiiriitiilmiistiir. Asilarin asil hedefi uygulama sonrasinda kisilerde
spesifik antikorlarin istenilen diizeyde iiretilmesidir. Konuya bu agidan bakildiginda etkili
bir agmin gelistirilmesi aslinda etkili antikor iiretimi ile olabilmektedir. Her bir asinin
etkinligi tretilen antikor diizeyi ile sinirlidir. Bu yilizden asi1 gelistirme caligmalarinda
noétralizasyon antikor testleri yapilmaktadir. Notralizan antikor testlerinde canli SARS-
CoV-2 viriisii yerine bu viriisii basariyla temsil eden pseudoviriislerin kullanilmasi
giivenlik acisindan olduk¢a oOnemlidir. Pseudoviriisler, gen terapi ve ilag gelistirme

calismalarinda da siklikla kullanilmaktadir.
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1.3 Pseudoviriisler ve Notralizan Antikor Testleri

Canli SARS-CoV-2 ¢aligsmalari, biyogiivenlik seviyesi 3 laboratuvarlariyla sinirlidir. Bu,
SARS-CoV-2 aragtirmasini diinya ¢apindaki ¢ogu arastirma laboratuvari i¢in erisilemez
hale getirmistir ve alternatif bir ¢oziim olarak pseudoviriisler, SARS-CoV-2'ye kars1 as1 ve
terapotiklerin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamustir. Pseudoviriisler, cekirdegi,
omurgast ve ylizey proteinleri farkli virlislerden tiiretilen bir tiir rekombinant virlistiir
(Sanders, 2002). Pseudoviriislerin ig¢indeki genler, dogal yiizey protein ekspresyonunu
ortadan kaldirmak icin genellikle degistirilmekte veya modifiye edilmektedir.
Pseudoviriisler ilk olarak 1960'larda, bilim adamlarinin sigirlardan izole edilen bir
vezikiiler stomatit viriisii (VSV) lizerinde ¢alismaya baslamasindan sonra gelistirilmistir.
Kiiltiirde 1yi replikasyona ek olarak, daha sonra ylizey proteini VSV-G'nin tiim okaryotik
hiicrelere girisi kolaylastirdigini ve viriisii yalnizca pseudoviriis olarak degil, ayn1 zamanda
DNA'y1 terapotik amaglarla hiicrelere iletmek icin yararli bir vektdr haline getirdigi
gozlenmistir. 11k Ebola agis1 bir VSV platformu kullanilarak gelistirilmistir ve daha yakin
zamanda viriis, kanser hiicrelerini aramak ve yok etmek i¢in de tasarlanmistir. Daha sonra
alternatif yiizey proteinlerini eksprese etmek icin ilave bir plazmit kullanilmistir. Bu da
duyarli konake1 hiicreleri enfekte edebilen ancak hiicre i¢inde yalnizca tek bir tur igin
cogalabilen bir pseudoviriis liretimini saglamistir (Ory vd., 1996, ve Zhang vd., 2017).
Viral ylizey proteinleri, pseudoviriisiin konak¢r hiicrelere girisinde ¢ok onemli roller
oynamaktadir. Pseudo viral ylizey proteinlerinin konformasyonel yapilari, dogal viral
proteinlerinkine yiiksek diizeyde benzerlige sahiptir; bununla birlikte, pseudoviriisler
yabanil tip (YT) viriislere kiyasla viriilans1 azaltmig ve biyogiivenlik seviyesi 2
laboratuvarlarinda giivenli bir sekilde islenmelerine olanak saglamis bulunmaktadir
(Welch vd., 2016). Sonug olarak, pseudoviriisler hiicresel tropizm, reseptor tanima, ilag
kesfi ve antikorlarin ve asilarin gelistirilmesi ve degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bartochs vd., 2003, Radoshitzky vd., 2007, Yang vd., 2020, Nie vd.,
2017, Zettl wvd., 2020). Pseudoviriislerin tiiretiminde lentiviriislerin  omurgasi

kullanilabilmektedir.

1.3.1 Lentivirisler

Retroviridae familyasinin yedi cinsinden biri olarak simiflandirilan lentiviriisler, primat ve
primat olmayan retroviriisler olmak tizere dokuz virlis olusmaktadir. Retroviriis ailesinin

tamamu replikatif, genetik organizasyon ve yap1 Ozellikleri bakimindan benzerdir.
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Lentiviriislerin genomunun ¢apt 80-120 nm civarindadir Ve tek sarmalli iki pozitif yiikli RNA
igerir. Ayn1 zamanda, viral RNA'nin hiicresel genoma entegre edilmis ¢ift kathh DNA'ya ters
kopyalandig1 benzersiz bir replikatif stratejiye sahiptir (Coffin J.M. vd., 1997). Niikleokapsidi
olusturan replikasyon ve yapisal proteinler i¢in gerekli enzimlere sahiptir. Ek olarak, bir ¢ift
lipit zan ile kapl bir protein kapsidine sahiptir (Adamson ve Jones, 2012). Lentiviriis
genomlarinda ortak retroviral genlerin Otesinde birkag diizenleyici genin varligi, bunlarn
gelismis veya daha karmasik retroviriisler olarak kabul edilmesine yol agmistir. Bu diizenleyici
genler, konak¢i hiicre savunmasim devre dist birakmak, replikasyonu diizenlemek ve
bagisiklik tepkilerini koreltmek gibi cesitli ve oldukga 6zel gorevlere sahiptir. Ayrica, bazi
proteinler bulasic1 pargaciklar olarak paketlenebilir ve viral replikasyonun ilk asamasinda
sentezlenebilir (Bukrisky ve Haffar, 1999). Lentiviral vektorler, in vivo veya in vitro olarak
boliinen ve boliinmeyen hiicrelerin genomlarina entegre olma yetenegine sahiptir (Naldini ve
Verma, 1999). Lentiviriis genomu ortalama olarak 9-10 kb'dir. Lentiviriisler, ilgili genlerin
viriis replikasyonu, entegrasyonu ve ekspresyonu i¢in gerekli 600-900 niikleotit uzunlugunda
homolog boélgelere (LTR: uzun terminal tekrarlari) sahiptir. Bu homolog bdlgeler (LTR: uzun
terminal tekrarlart) U3, R ve U5 boliimlerine ayrilmistir. Tiim retroviriislerde ortak olan gag,
pol ve env genlerine ilave olarak, diizenleyici ve yardimci proteinleri kodlayan bazi dizileri de
bulunmaktadir. Gag geni, proteolitik olarak viral proteaz (PR) tarafindan matris (MA), kapsid
(CA) ve niikleokapsid (NC) olmak iizere {li¢ ana yapisal proteine boliinebilen bir polipeptidi
kodlamaktadir (Katz ve Skalka, 1994). Pro geni, integraz (IN) ve ters transkriptaz (RT)
yapimminda gorev alan bir polipeptidi kodlar (Katz ve Skalka, 1994). Env geni; SU (yiizey) ve
TM (transmembran) (bu iki protein; konak¢r hiicrenin hiicresel reseptorleri ile etkilesime
girerek, virlisiin hiicrenin igine girmesini saglayan Env proteininin yapisal birimlerini
olusturmaktadir) protein alt birimlerine hiicresel proteaz yardimiyla ayrilabilen polipeptidi
kodlamaktadir (Pluta, 2009).

Bu enzimler, lentiviriislerin yasam dongiisiinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu viral
polipeptitlerin boliinmesi (aynt zamanda viriis olgunlasmasinda da rol oynar), viral
RNA'min ¢ift sarmalli DNA'ya (proviriis) ters transkripsiyonu ve lentiviriisiin hiicresel

genoma entegrasyonunu saglar (Katz ve Skalka, 1994).

1.3.1.1 Lentiviriislerin yasam dongiisii

Lentiviral yasam dongiisii, Retroviridae ailesinin tiim iiyeleri i¢in benzerdir ve asagida
Ozetlenen adimlardan olusur. Lentiviriisiin hedef hiicre ile etkilesimi, viral zarf

glikoproteininin, viriis i¢in hiicresel hedefi tanimlayan hiicre zar1 iizerindeki spesifik bir
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reseptore baglanmasi yoluyla gerceklesir (viral tropizm). Hiicresel reseptore baglandiktan
sonra viral membran, hiicresel membran ile fiizyona ugrar (Maddon ve Axel, 1988).
Viriona bagl matris ve kapsid proteinleri demonte edildikten ve niikleoprotein kompleksi
hiicrelere verildikten sonra sitoplazmada ters transkripsiyon baglar. Cogu retroviriis igin
ortak olan bir 6zellik, heterolog bir zarf glikoproteini (Schnitzer vd., 1977 ve Lambright,
1977) igeren sahte, retroviral pargaciklar olusturma yetenegidir. Vezikiiler stomatit
viriisiiniin (VSV-G) zarf glikoproteini G, gen verme vektorlerinin gelisimine iki biiyiik
avantaj sagladig1 icin bu tiir pseudotipleri olusturmak icin yaygin olarak kullanilir. Ilk
olarak, VSV'nin hedef hiicreye girisi, hiicre zarmmin her yerde bulunan fosfolipid
bilesenlerine baglanma yoluyla gercgeklesir: fosfatidilinositol, fosfatidilserin ve GM3
gangliosid (Mastromarino vd., 1987). Bu giris modu, VSV'ye (ve VSV-G Iile
pseudotiplenen ¢ogu retroviriise) balik, Xenopus, sivrisinek ve Lepidoptera'dan tiiretilen
memeli olmayan hiicreleri iceren genis bir konak aralig1 saglar (Burns vd., 1993). ikincisi,
VSV zarfi oldukca kararli viral partikiiller olusturur. Bu artan stabilite sayesinde,
vektorlerin verimli konsantrasyonu, ultrasantrifiijleme ile elde edilebilir (Burns vd., 1993;
Akkina vd., 1996). Vektorlerin konsantrasyonu, bilyliklik olarak yaklasik 2 kat artan
titrelere yol agar. VSV'den gelen tek elementin glikoprotein G oldugu ilk VSV-G
pseudotipli retroviral vektor, Burns ve arkadaslar tarafindan elde edilmistir (Burns vd.,
1993; Akkina vd., 1996). Bu vektor, murin 16semi viriisiiniin ¢ekirdegini ve genomunu
igeriyordu. Ultrasantrifiijleme ile konsantre edildiginde, bu vektér mililitrede (IU/ml)

yaklagik 109 enfeksiyoz birim titresi elde edilmistir.

1.3.1.2 Ters transkripsiyon

Ters transkripsiyon, primer olarak hiicresel tRNA kullanilarak tek sarmalli bir RNA
sablonundan ¢ift sarmalli, dogrusal DNA'nin sentezine yol agar. Viral replikasyonda bu
adimi katalize eden enzim, ters transkriptaz, diizeltme yeteneginin olmamasi nedeniyle
diisiik dogruluga sahiptir ve bu nedenle, viral genomun yiiksek degiskenliginden kismen

sorumludur.

1.3.1.3 Entegrasyon

Lineer viral DNA'nin sentezi tamamlandiktan sonra viral integraz, 5' ve 3' terminallerinde
spesifik boliinmeler gerceklestirir ve konak¢1 genoma entegrasyonu katalize eder.
Entegrasyon, retroviral gen ekspresyonu (Sakai vd., 1993; Masuda vd., 1995) i¢in esastir

ve proviriisiin konakg¢ida kalici bir genetik unsur haline gelmesine izin vermektedir.

25



1.3.1.4 Transkripsiyon ve viral protein sentezi

Proviriisten erken transkripsiyon, Rev, Tat ve Nef'i kodlayan mRNA'larin iiretilmesiyle
sonuglanir. mRNA'nin translasyonu Tat ve Rev'in birikmesine yol acar. Tat ve Rev birlikte
"ge¢" transkripsiyon moduna gegisi indiikler, bu sayede eklenmemis ve tek eklenmig RNA
tiirleri birincil olarak iiretilir. Eklenmemis ve tek tek eklenmis mRNA'lar, viral soy iiretimi

icin gerekli yapisal genleri kodlar.

1.3.1.5 Virion montaji ve serbest birakilmasi

Viral RNA ve yapisal proteinler viral partikiiller halinde paketlenir ve plazma zarinda
tomurcuklanarak serbest birakilir. Poliproteinler, Gag ve Gag/Pol viral proteaz tarafindan
parcalandiktan sonra, olgun partikiiller tamamen bulasici hale gelir. Halihazirda mevcut
lentiviral vektorlerde, gag/pol transfer yapisinda mevcut degildir, ancak bir paketleme
yapisi tarafindan trans olarak saglanir (White ve Planelles 1999; Naldini vd., 1996). Bu
nedenle, transfer vektdrii konak¢i hiicreye entegre edildiginde, gag/pol iiretimini

yonlendirememesi, sonraki viral soy olmamasini saglar.

1.3.2 Lentiviruslerin geleneksel ekspresyon sistemlerinden farka

Memeli hiicreleri aktif olarak plazmitleri kopyalamaz, hiicreler bdoliintirken plazmit
vektoriinii kaybedebilir. Lentiviriisler, genetik materyallerini konakgi hiicreye entegre eder,
bdylece ilgili cDNA'nin stabil ve uzun siireli ekspresyonuna izin verir. Primer hiicreleri ve
bazi oliimsiizlestirilmis hiicre hatlarini1 transfekte etmek zordur. Lentiviriisler bu konuda
oldukca verimlidir ve pseudotipleme kullanim1 yoluyla ¢ok ¢esitli hiicre tiplerini enfekte

edebilirler (Dufait vd., 2012).

1.4 Vektorler

Genetik bilginin bir hiicreye transferini kolaylastirmak i¢in vektor adi verilen araglarla
olusturulur. Vektorler, viral ve viral olmayan iki dagitim sistemine ayrilabilir. En yaygin
olarak kullanilan viral vektorler, adeno-iliskili viris (AAV), adenoviriis ve retroviriisten
tiretilir. Viral olmayan vektorler, bakteriyel ¢ift sarmalli plazmit DNA,
oligodeoksiniikleotitler veya bunlara benzer kimyasal olarak sentezlenmis bilesikler

olabilir (Howarth vd., 2009).
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Sekil 1.7: Plazmid vektorii.

1.4.1 Lentiviral vektorler

Lentiviral Vektorler Retroviriis ailesine ait Lentiviriislerden yapilir. Lentiviris ailesinin en
yaygin kullanilan tiirii insan immiin yetmezlik viriisii-1'dir (HIV-1). Lentiviriisler konakg1
hiicreye 6nemli miktarda genetik bilgi aktarabildiginden, bu vektorlerin kullanimi gen
terapisinde gen transferinin en etkili yontemlerinden biri olarak kabul edilir. Birinci nesil
lentiviral vektorler, gag ve pol genleri dahil olmak lizere HIV genomunun 6nemli bir
bolimiinii ve birkag ek viral proteini i¢eriyordu (Vannucci vd., 2013). Baska bir viriisiin,
en yaygin olarak VSV-G'nin zarf proteini, ilk nesil lentiviral vektorlerin tasarimina dahil
edildi. VSV-G, en son diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorii (Finkelshtein vd.,
2013; Amirache vd., 2014) olarak tanimlanan, her yerde eksprese edilen bir reseptorii
tanir ve lentiviral vektoriin genis bir hiicre yelpazesini transdiikte etmesine izin verir
(Burns vd., 1993). VSV-G geni, diger lentiviral genlerden ayri bir plazmit iizerinde
kodlanmistir. Lentiviral yardimct genler vif, vpr, vpu ve nef ile diizenleyici genler tat ve
rev birinci nesil lentiviral vektorlere dahil edilmistir. Vif, vpr, vpu ve nef, lentiviral i¢in
hayatta kalma/uygunluk avantajlar1 saglar. In vivo replikasyon, viriisiin in vitro biiyiimesi
icin gerekli degillerdir; tat ve rev viral replikasyon i¢in gereklidir. Vif, vpr, vpu ve nef
aksesuar virtilans faktorlerini icermeyen daha giivenli ikinci nesil lentiviral vektorler daha
sonra gelistirilmigtir (Vannucci vd., 2013). Yardimci genlerin ¢ikarilmasi, genetik
materyalin konak¢1 hiicreye transferini engellememistir. Uglincii nesil lentiviral vektérler,
viral genomu ayr1 plazmitlere bolerek giivenligi daha da artirdi ve rekombinant viriis
olusumunu daha da olas1 hale getirmistir (Sekil 1.8) (Dull vd., 1998). Ugiincii nesil
sistemde, gag ve pol genleri, sisteminkinden farkli bir plazmit iizerinde kodlanmistir.

Ugiincii nesil lentiviral vektérler, viral genomu ayr1 plazmitlere bélerek giivenligi daha da
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artirdi ve rekombinant virlis olusumunu daha da olast hale getirdi (Sekil 1.8) (Dull vd.,
1998). Ugiincii nesil sistemde, gag ve pol genleri, rev veya env genlerinden farkli bir
plazmid tiizerinde kodlandi ve bu, paketleme icin gerekli viral dizileri igeren ii¢ ayri
plazmitten yapilan bir vektorle sonuglandi. Tat geni, transgeni i¢eren yapinin yukari akig
LTR'lerine yapisal olarak aktif bir promotor diizenlendiginde gereksiz islevi nedeniyle
liciincii nesil lentiviral vektorlerde ¢ikarildi. Ugiincii nesil lentiviral vektorler iki ayr
paketleme plazmitinden olusur, biri kodlama gag ve pol ve baska bir kodlama rev. Ek bir
plazmit, VSV-G'den tiiretilen zarf proteinini kodlar. Ilgili geni kodlayan plazmid,
rekombinasyonu Onlemek i¢in kendi kendini etkisiz hale getiren (SIN) olacak sekilde

degistirilmis lentiviral LTR dizileri igerir.

Vector plasmid | | Gene of interest | | I

Promaoter gag-pol |E
Promoter (=] |ﬁ
Envelope plasmid Promoter anv (VSV-G) |E

Sekil 1.8: Ugiincii nesil lentiviral vektor.

Packaging plasmids -

Uciincii nesil lentiviral vektdrler iki ayri paketleme plazmitinden olusu. EK bir plazmit,
VSV-G'den tiiretilen zarf proteinini kodlar. Ilgili geni kodlayan plazmid, rekombinasyonu
onlemek i¢in kendi kendini etkisiz hale getiren (SIN) olacak sekilde degistirilmis lentiviral
LTR dizileri igerir. Kendini inaktive eden (SIN) lentiviral vektorler olusturmak i¢in viral
genomun 3'LTR'sine silmelerin dahil edilmesi, LTR'nin promotor/arttirict aktivitesini
bozarak giivenligi daha da artirdt (Dull vd., 1998). Ugiincii nesil SIN lentiviral
vektorlerinde kullanilan dahili promotorlerin se¢imi de dnemlidir. Bir lentiviral vektoriin
iiretimi, GMP (Good Manufacturing Practices) sartlarini saglayan bir tesiste hiicre hattinin
kiiltiirliyle baslar. Hiicreler, tiglincii nesil lentiviral vektorii olusturan plazmitlerle
transfekte edilir ve vektor iireten hiicreler, kiiltiirde cogaltilir. Vektor, hiicrelerden ve kiiltiir
artiklarindan armndirilir ve steriliteyi saglamak ig¢in filtrelenir ve tek tek alikotlar

dondurularak saklanir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9: Vektor dretimi.

1.4.2 Lentiviriislerin genetik organizasyonu
2. Nesil Lentiviral Plazmitler

2. nesil lentiviral sistemini olusturan {i¢ plazmit dagilimini Sekil 1.10°da goriilmektedir. Bu
sistem Gag, Pol, Rev ve Tat genlerini kodlayan tek bir paketleme plazmidi icermektedir.
Transfer plazmidi viral LTR'leri ve psi paketleme sinyalini igerir. Bir dahili promotor
saglanmadikca, gen ekspresyonu, zayif bir promotor olan ve ekspresyonu aktive etmek icin
Tat'm varligin1 gerektiren 5'LTR tarafindan yiiriitiiliir (Cronin vd., 2005). Zarf proteini
Env (genellikle VSV-G) iigiincii, ayri bir zarf plazmitinde kodlanmaktadir. Tim 2. nesil
lentiviral transfer plazmitleri, 2. nesil paketleme sistemi ile kullanilmalidir
(https://www.addgene.org/guides/lentivirus). Ciinkii LTR'den gelen transgen ekspresyonu

Tat'a bagli olmaktadir.
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Generation:

Sekil 1.10: 2. Nesil lentiviral plazmitlerin sematik gosterimi (https://www.addgene.org/)

3. Nesil Lentiviral Sistem

3. nesil sistem, 2. neslin giivenligini birka¢c énemli yolla daha da gelistirmektedir. Ilk
olarak, paketleme sistemi iki plazmide boliiniir: biri Rev'i kodlarken digeri Gag ve Pol'i
kodlamaktadir (Sekil 1.11). Daha giivenli olmasina ragmen, bu sistem kullanimi daha
zahmetli olabilir ve ilave bir plazmit eklenmesi nedeniyle daha diislik viral titrelerle

sonuglanabilir (Tareen vd., 2013).

Transfer M once cDNAorshRNA® LTR
Plasmid

POL

Packaging

Plasmids M—
Envelope "y WSV |
Plasmid m FOIfA

Sekil 1.11: 3. Nesil lentiviral plazmitlerin sematik gosterimi (https://www.addgene.org/)
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Ikinci olarak Tat, transfer plazmiti iizerindeki heterolog bir promotore kaynasmis kimerik
bir 5" LTR'nin eklenmesiyle 3. nesil sistemden elimine edilir. Bu promotérden transgenin
ekspresyonu artik Tat transaktivasyonuna bagli degildir. 3. nesil transfer plazmidi, 2. nesil

veya 3. nesil paketleme sistemi ile paketlenebilir (Maetzig vd., 2011) .

1.4.3 Laboratuvarda lentiviriis plazmit bilesenlerinin olusturulmasi
Lentiviriis iiretimi i¢in ti¢ farkli plazmid kullanilmaktadir:

e Transfer Plazmid/Lentiviral Vektor: LTR'ler araciligiyla konak¢i genomuna entegre

edilen genetik materyali (cDNA, shRNA) icermektedir.

e Zarf Plazmidi: Baska bir viriisiin (HIV-1 degil) zarfin1 (Env) igerir. Cogunlukla
vezikiiler somatitis virlisiiniin (VSV G) G proteinini i¢erirken viriisiin 6zgilliigiinii, yani
hangi hiicre tiirlerinin enfekte olabilecegini/taninabilecegini belirlemektedir. Hemen

hemen her transfer plazmiti ile kullanilabilir.

e Paketleme Plazmidi: HIV-1 ¢ekirdek proteinlerini (ve yardimci faktorleri) igerir;

minimum Gag, Pol ve Rev. Cesitli versiyonlar1 vardir. Bir veya iki plazmit olabilir.

1.4.4 Lentiviriis olusturma: ¢coklu plazmid Kullanimi

Ug plazmid bileseninin tiimii, HEK293T hiicreleri gibi bir paketleme hiicre hattina
transfekte edilir. Viriis toplanir ve hedef/konake1 hiicreleri enfekte etmek icin kullanilir.
LTR'ler arasindaki genetik materyal, hedef hiicreye dahil edilir ve cDNA veya shRNA
stabil olarak eksprese edilebilir (Sekil 1.12). Lentiviral vektor kullanimini ¢evreleyen iki
ana giivenlik endisesi bulunmaktadir: Cogaltma yetkin lentiviriis olusturma potansiyeli ve

onkogenez i¢in potansiyel (https://www.addgene.org/guides/lentivirus).

Envelope Vector

MY

=
e Ty b bk oo

Transfer Vector Transfect Target Cells Packaging Vector(s) Harvest Lantivirus
cDMA, gFMA, or JhIMNA

Sekil 1.12: Viral tiretim semasi (https://www.addgene.org/).
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1.4.5 Lentiviral vektorlerin kullanimim ¢evreleyen giivenlik endiseleri

Paketleme vektorii iki ayr1 plazmide boliinmis oldugundan 3. nesil sistemler, 2. nesil
sistemlerden daha giivenli olarak kabul edilir. Ayrica 3. nesil sistemler viral {iretim
asamasinda transfer vektoriinden tam boy virlis iretmek igin HIV tat proteinini
kullanmazlar. Addgene firmasina ait lentiviral transfer vektorlerinin ¢ogu, kendi kendini
inaktive eden (SIN) vektorlerdir. Bu vektorler, bir tur ters transkripsiyondan sonra
5'LTR'ye aktarilan viral genomun 3'LTR'sinde bir delesyona sahiptir. Bu delesyon, bir
konak hiicreye dahil edildikten sonra tam uzunluktaki viriislin transkripsiyonunu ortadan
kaldirir. Onkogenez potansiyeli biiyiik dl¢iide lentiviral transfer vektorii igcinde bulunan
spesifik eke (onkogen olup olmamasina bagli olarak) dayanir ve vaka bazinda

degerlendirilmelidir (https://www.addgene.org/guides/lentivirus).
1.4.6 Giivenlik ve lentiviral vektorler

Lentiviral vektorlerin giivenli bir sekilde kullanilmasi i¢in ¢esitli diizenlemeler yapilmistir:

e Viral genomun ayrilmasi: Replikasyon bilesenli bir retroviriis (replication-compenent
retrovirus-RCR) olusturma olasiligini en aza indirmek igin ¢oklu plazmitlerin

kullanilmas.
e HIV yapisal geni Tat'a bagimlilig1 azaltmak i¢in kimerik bir LTR'nin kullanilmasi.

e Kendi kendini etkinlestirmeyen (Self- inaktivating-SIN) vektorlerin gelistirmesiyle

giivenlik aciklar giderilebilmektedir.
Ayrica gesitli gelistirilmis glivenlik uygulamalar1 bulunmaktadir:

e Kimerik 5'LTR'lerin Kullanimi: Tat, 5' LTR'de dogrudan U3 bdlgesine baglanarak
transkripsiyonu diizenleme gorevi goriir. Tat geninin transtaki kaybini telafi etmek i¢in,
3. nesil sistemde U3 bolgesini bir CMV veya RSV promotorii ile degistiren kimerik bir
5' LTR olusturulmustur (Sekil 1.13).

U3 W gr us
2 [ T 1T 1 _
‘ e —
e | [ [HEAERHEN ==
(S'LTR): AP-1  NF-AT ETS TCFla NRBY b4 ) TATA
NF-ATc
R us
3rd Generation ] e e ——
(Chimeric LTR): it

Sekil 1.13: Kimerik 5' LTR'lerin kullanimu1 (https://www.addgene.org/).
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e Kendiliginden Inaktive Olan (SIN) Plazmidlerin Kullammm: Kisaltilmis 3' LTR
(SIN) bolgesi igeren plazmidler dizayn edilmektedir. SIN plazmitleri, 3' LTR'nin U3
bolgesinde biiyiik bir delesyon barindirir. Bu delesyon, ters transkripsiyon islemi
sirasinda 5' LTR’ yi ¢ogaltir ve 5' LTR'yi tam uzunlukta viral genomik RNA'nin
transkripsiyonunu tesvik edemez hale getirerek virilis replikasyonunu yetersiz hale
getirir (Maetzig vd., 2011). Lentiviral plazmitler, genis bir hiicre yelpazesinde gen
ekspresyonu ve susturma i¢in kullanilabilir. Lentiviral plazmitlerin genetik 6zellikleri
degistirilerek HIV-1 ile ilgili giivenlik endiseleri giderilmistir. Ikinci ve iigiincii nesil
lentiviral plazmitler, belirgin dizi farkliliklarina ve plazmit bilesenlerine sahiptir.
Lentiviral teknolojilerdeki ilerlemeler, bir¢ok alanda ilerlemeleri kolaylastirmaya devam

etmektedir (Sekil 1.14).

e [HCENENEEED T

AP-1  NF-AT ETS TCFla NF
NF-ATc

us
Truncated 3'LTR
(SIN):

Sekil 1.14: Kendiliginden inaktive olan (SIN) plazmidler (https://www.addgene.org/).

1.5 Pseudoviriis Uretiminde Kullanilan Paketleme Sistemleri

1.5.1 insan immiin yetmezlik viriisii (HIV-1) bazh lentiviral paketleme sistemi

HIV-1 lentiviral paketleme sistemi su anda en yaygin kullanilan SARS-CoV-2 pseudoviral
paketleme sistemidir. Sekil 1.15a’da, HIV-1'den tiiretilen lentiviral partikiile dayali olarak
SARS-CoV-2 pseudoviriislerini olusturmak igin temel stratejileri gosterilmistir. Genel
olarak, iki veya ii¢ plazmid, pseudoviriisleri iiretmek i¢in hiicrelere birlikte transfekte

edilmigtir.

Iki plazmitli paketleme sistemi, en yaygin olarak kullanilan SARS-CoV-2 pseudoviral
paketleme sistemidir. SARS-CoV-2-S proteinini ifade etmek igin bir plazmit, paketleme
proteinlerini ve sinyallerini ifade etmek icin ise baska bir HIV-1 omurga plazmitini
icermektedir. Ikili plazmid paketleme sisteminde pNL4-3-kfs18, pNL4-3 ve Luc RE gibi
birka¢ HIV-1 lentiviral omurga plazmiti kullanilmistir (He vd., 2020; Yang vd., 2020).

HIV-1 tg¢lii plazmit paketleme sistemi genellikle bir paketleme plazmiti, raportor geni
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iceren bir transfer plazmiti ve bir SARS-CoV-2 S proteini eksprese eden plazmitten
olusmaktadir. Spesifik olarak, bu sistem HIV-1 omurgasinin ayri1 paketleme ve transfer
plazmitlerini icermektedir. Paketleme plazmidi Gag ve Pol proteinlerini ifade ederken,
transfer plazmidi HIV-1 ters transkripsiyon, entegrasyon ve paketleme i¢in gerekli cis-
diizenleyici elemanlarin yani sira ¢oklu klonlama bolgeleri ve heterojen bir promotdriin
kontrolii altinda bir raportér geni i¢ermektedir (Huang vd., 2020; Ou vd., 2020). SARS-
CoV-2 S protein ekspresyon plazmidi, bir sitomegaloviriis (CMV) promotorii tarafindan
indiiklenen bir vektorden yapilir. Birkag bagimsiz grup, pNL4-3LURE ve SARS-CoV-2 S
protein eksprese eden plazmitin birlikte transfeksiyonunun SARS-CoV-2 pseudoviriisii
tiretebilecegini bildirmistir (Yang vd., 2020, Wan vd., 2020 Ou vd., 2020), SARS-CoV-
2 pseudoviriisleri liretmek i¢in bir SARS-CoV-2 S protein eksprese eden plazmit, psPAX2
ve pLenti-GFP'yi HEK 293T hiicrelerine birlikte transfekte etmistir.

ACE2
Lentiviral /
Vector r
HEK 293T cells
*
~ %
P f £
lasmids Tranfection - > 1
:‘. E 3

(= f

Lentiviral backbone plasmid and SARS-CoV-2

»
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Packaging Spike-pseudotyped lentiviral particles Infection of cells

Spike encoding plasimd
Packaging
Construct
HEK 293T celis ﬁ
Plasmids T anfection
MLV packaging and transfer plasmids and SARS-CoV-2 Packaging Spike-pseudotyped MLV particles Infection of cells
Spike encoding plasimd
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Spike — > Y —
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o {g SARS-CoV-2-S-complemented Infection of celis
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Sekil 1.15: Farkli paketleme sistemlerine dayali SARS-CoV-2 pseudoviriislerin iiretim
semast (Minghai vd., 2021).

1.5.2 Murin lésemi viriisii (MLV) bazh paketleme sistemi

MLV'ler tipik basit retrovirtislerdir. Zarflidirlar ve sirasiyla viral kapsid proteinlerini, viral

enzimleri ve zarf proteinlerini kodlayan ii¢ gen (gag, pol ve env) tasiyan pozitif iplikli
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RNA igermektedirler (Fan vd., 1997; Witte vd., 1977) tarafindan yapilan calisma,
vezikiiler somatit virlisiiniin (VSV), MLV ’nin paketlendigi hiicreleri enfekte etmek igin
kullanildigini gostermektedir. Sekil 1.15b, MLV paketleme sistemine dayali SARS-CoV-2
pseudo viriislerini iiretme stratejilerini gostermektedir. Son zamanlarda, (Zheng vd., 2021)
SARS-CoV-2 pseudovirion partikiilleri olusturmak igin ii¢ plazmit igeren MLV paketleme
sistemini HEK 293T hiicrelerine birlikte transfekte etmistir: ilk plazmit paketleme
yapisinda olan SV-Psi- -Env- -MLV; ikinci plazmit, lusiferaz raportoér genini kodlayan
minimal bir retroviral transfer vektorii olan L-LUC-SN; ve {igiincii plazmit ise SARS-CoV-
2 S proteinini kodlayan bir ekspresyon plazmidir. Walls vd., (2020), bir MLV Gag-Pol
paketleme yapisini, bir lusiferaz raportoriinii kodlayan bir MLV transfer vektoriinii ve bir S
proteini kodlayan plazmiti SARS-COV-2 pseudoviriislerini basariyla tiretmek i¢in HEK
293T hiicrelerine birlikte transfekte etmistir (Walls vd., 2020).

1.5.3 VSV Paketleme sistemi

VSV, tek tip bir zarf glikoproteinine (G) sahip olan negatif zincirli bir RNA viriisiidiir
(Licty wvd., 2004). Sekil 1.5c, VSV paketleme sistemine dayali SARS-CoV-2
pseudoviriisiiniin - olusturulmasinin ana hatlarin1  gostermektedir. Kisaca, HEK293T
hiicreleri hiicre kiiltiirii kaplarinda tretilmistir ve SARS-CoV-2 S protein ekspresyon
plazmidi ile transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler yikanmistir ve
lusiferazi kodlayan VSV*AG (Flux) ile transfekte edilmistir. 37°C'de 1 saatlik bir
inkiibasyon periyodundan sonra, inokulum g¢ikartlmistir ve hiicreler yikanmistir. Pseudo
tipte pargaciklar, asilamadan 20 saat sonra hasat edilmistir. Son zamanlarda, Zettl vd.,
(2020), hem GFP hem de lusiferazi kodlayan G-silinmis bir VSV olan pseudo tipli bir
VSV*AG'yi (FLuc) birlikte transfekte etmistir. SARS-CoV-2 S proteini ile ve onu nekahat
donemindeki COVID-19 hastalariin  serumlarinda SARS-CoV-2 nétralize edici
antikorlarin tespiti i¢in kullanmustir (Zettl vd., 2020). Letko vd., (2020), SARS-CoV-2 ve
diger soy B betacoronaviriisleri i¢in hiicre girisi ve reseptor kullanimini incelemek ig¢in
SARS-spike kimeralarini tasiyan VSVAG-luc kullanmustir (Letko vd., 2020). Nie vd.,
(2020), SARS-CoV-2'nin tam uzunlukta spike proteinini tagiyan pseudo tipte bir VSV'den
olusan, SARS-CoV-2 i¢in bir pseudo viriis notralizasyon tahlilini basariyla olusturmustur
(Nie vd., 2020). Ozellikle, SARS-CoV-2 pseudo viriisiinii yapmak i¢in VSV paketleme
sistemi kullanildiginda, pseudo viriisle karistirilmig kalintt VSV viriisii olabilir, yanlis
pozitif sonuglar {iireterek noétralizasyon testine miidahale edebilebilmektedir. Tercihen,

VSV miktar1 en aza indirilmelidir; bununla birlikte, fazla VSV'nin pseudoviriis bazli bir
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tahlile miidahale ettigine inaniliyorsa, pseudoviriis preparasyonunun bir VSV nétralize

edici antikor ile tedavisi diistiniilebilir (Hoffman vd., 2020).

1.5.4 Diger paketleme sistemleri

Arastirmacilar, bahsi gegen SARS-CoV-2 pseudoviriis paketleme sistemlerinin yani sira
diger paketleme sistemleriyle birlikte SARS-CoV-2 pseudoviriislerini de tiretmislerdir.
Yan vd., (2021), bir SARS-CoV-2 pseudoviriisii tiretmek i¢in bir faj vektorii kullanmigtir.
Spesifik olarak, N, E ve ORFlab ve SARS-CoV-2 genlerini eklemek i¢in bir MS2 vektorii
kullanilmistir (Yan vd., 2021). Genel olarak, MS2 kullanilarak 500 bp'lik RNA'nin
paketlenmesi verimli olsa da, 1,5 kb'lilk RNA'nin paketlenmesi iyi c¢alismamaktadir
(Pasloske vd., 1998). MS2 tabanli zirhl1 L-RNA teknolojisi paketleyebilse de >2 kb RNA
sekanslar1 (Wei vd., 2008), MS2'nin paketleme kapasitesi hala lentiviriisler kadar iyi
degildir. Bu sinirlama nedeniyle, N, E i¢in genler ve ORF1lab geninin dokuz pargasi MS2
vektoriine ayr1 ayri yerlestirilmistir ve farkli MS2-tabanli psddoviriisler, kalite kontrol
materyalleri olusturmak igin birlikte karistirtlmistir. Arastirmacilar ayrica SARS-CoV-2
Spike proteinini ifade etmek igin vektdr olarak NS1 ile silinmis bir influenza A viriislinii
kullanmistir ve bu influenza viriisii bazli pseudoviriis su anda bir klinik denemede aday as1
olarak test edilmektedir (Kaur vd., 2020). Adenoviriis vektorii, SARS-CoV-2 S proteinini
ifade etmek i¢in kullanilmistir ve SARS-CoV-2'ye kars1 aday as1 olarak degerlendirilmistir
(Zhu vd., 2020, Mercado vd., 2020, Van vd., 2020).
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2. KAYNAK OZETLERI

Pseudoviriisler, virlisler ve konakg¢i hiicreler arasindaki etkilesim tizerine in vitro
calismalar yapmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Steffen vd., 2016). Ayrica,
ozellikle viral enfeksiyon ve biyolojik dagilim mekanizmasi iizerinde in vivo ¢aligmalar
i¢in ¢ok faydali olduklar1 kanitlanmistir (Hutchens vd., 2007). Raportor genler, niceliksel
analizleri kolayca gerceklestirmek icin genellikle pseudoviriislere dahil edilmistir. Bunlar
esas olarak lusiferaz ve fliioresan protein kodlayan genleri igerir ve her bir segenek belirli
avantajlar ve dezavantajlar igerir. Ornegin, biyoliiminesans deneyleri genellikle daha diisiik
arka plan giiriiltiistine sahiptir ve daha hassastir, ancak veri toplama ve analizi zaman alic1
ve pahali olabilir. Buna karsilik, gosterge olarak bir floresan protein kullanan tahliller ¢ok
daha ucuzdur ve calistirllmas: daha kolaydir; ancak daha yiiksek arka plan sorunlariyla
karsilagabilirler ve daha az duyarhidirlar (Chan vd., 2006; Nie vd., 2016; Li vd., 1963).
Ou vd., (2020), hiicre tipi duyarliligini, viriis reseptoriinii ve SARS-CoV-2 nin giris yolunu
belirlemek igin bir lentiviral psddotip sistemi kullanmistir (Ou vd., 2020). Yi vd., (2020),
insan embriyonik kok hiicre kaynakli beyin organoidleri ve tek tabakali kortikal noronlar
icindeki noral katmanlar1 enfekte etmek icin basak proteinli bir SARS-CoV-2 pseudoviriis
kullandilar ve olgun noronlarin somada ACE2 eksprese ettigini ve bagak protein istilasina

karst duyarli olduklarini ortaya ¢ikarmiglardir (Yi vd., 2020).

Gilinlimiizde spike iceren SARS-CoV-2 pseudoviriisii, en ¢ok gelistirilen pseudoviral
sistemdir. Cesitli calismalar, SARS-CoV-2'nin konak hiicre yiizeyi reseptorii olarak ACE2
kullandigini ve S proteini ile ACE2 arasindaki etkilesimin esas olarak onun hedef hiicrelere
girisine aracilik ettigini dogruladigi i¢in (Zhou vd., 2020, Walls vd., 2020), antikor
noétralizasyon deneyleri hedef S protein bazli SARS-CoV-2 pseudoviriisleri iizerinde genis
capta arastirillmistir. Geleneksel tahlillerle karsilastirildiginda, bildirilen pseudoviriis
tabanli tahliller, YT virilisiine dayali tahlillerle iyi bir korelasyon gosterirken, ayni zamanda
tipik olarak daha yiiksek verim ve daha az numune serumu gerektirmektedir (Bently vd.,
2015). Zettl ve arkadaslari, VSV tabanli bir SARS-CoV-2 pseudoviriisii iiretip bunlari
nekahat donemindeki COVID-19 hastalarinda nétralize edici antikor titrelerini belirlemek

icin kullanmistir. Cogu hastanin yalnizca diisiik titrede noétrlestirici antikora (%50
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notrlestirici doz < 320) sahip oldugu sonucunu elde etmislerdir (Zetll vd., 2020).Nie
arkadaglari, bir VSV pseudoviriis iiretim sistemi kullanarak biyogiivenlik diizeyi 2 olan
laboratuvarlarda SARS-CoV-2'ye karsi nétralize edici antikorlar1 degerlendirmistir (Nie
vd., 2020). Crawford vd., (2020), insan serumu veya plazmasimin SARS-CoV-2'ye karsi
notralize edici aktivitesini 6lgmek igin lusiferaz bazli bir tahlilde pseudotipte lentiviral
partikiiller kullanmistir ve nétralizasyondan ziyade antikor baglanmasini 6lgen enzime

bagli immiinosorbent tahlile dayali yontemler i¢in degerli bir tamamlayic1 saglamistirlar

(Crawford vd., 2020).

2.1 Vektor Uretimi I¢cin Kullanilan Hiicresel Hatlar

HEK?293 hiicre tipi, 1973 yilinda Hollanda’nin Leiden sehrinde bulunan Alex van der
Eb’in laboratuvarinda insan embriyonik bobrek hiicrelerinin transforme edilmesi yontemi
ile iretilmistir. Transforme olan hiicreler fetiis hiicrelerinden alinmistir. 293 sayist ile
Eb’in post doktora Ogrencisi olan Frank Graham’in deneylerini numaralandirma
aliskanligindan gelmektedir. Mevcut lentiviral vektor iretimi icin en sik kullanilan
HEK293 hiicre tiirevi HEK293T dir. HEK293T hiicreleri SV40 adi verilen biiyiik T-
antijenine sahiptirler (Gama vd., 2011, Merten vd., 2011, Ausubel vd., 2012). Bu antijen
SV40 orijini tagtyan vektorler icin amplifikasyon kolayligi saglayan bir yontem firsati
sunmaktadir. Bu sistem geg¢ici transfeksiyon sonucu elde edilen ekspresyon seviyelerini
Oonemli seviyede artirmaktadir. Diger HEK293 hiicre tiirevleri farkli 6zellikler gosterse de

biiylimedeki giivenilirlik ve transfeksiyon kolaylig1 en ¢ok ilgi ¢eken ozelliklerdendir
(Smith vd., 2009).

(Mishra vd., 2021) tarafindan yapilan arastirmalarinda, SARS CoV-2 Niikleoproteinin,
Lentiviral spike pargalariin enfektivitesini artirdginu tespit etmislerdir. Bu konudaki
arastirmalar, ACE2+ hiicrelerindeki hiicresel giris siirecini 6zetlerken, diger SARS CoV-2
genlerinin tamamlayici katkilarini biiyiik olclide hesaba katamadigindan dolay1 bunu ele
almak i¢in, tarafsiz bir ORF taramasi gerceklestirmis, niikleoproteini (N), ve oldukca
bulasict D614G mutantini spike-psddotipli LV partikiil enfektivitesinin giiglii bir arttiricisi
olarak tanimlanmistir. Parcaciklar N proteininin mevcudiyetinde iiretildiginde basak
proteininin viryonlar agisindan daha zengin oldugu gosterilmistir. Spike'in bu
zenginlestirilmesi, LV partikiillerini daha bulasic1 hale getirdigini ve aym1 zamanda bir
insan 1gG-Fc kaynasmis ACE2 mikro gévdesinin nétralize edici etkilerine karsi daha az

savunmasiz hale getirdigini tespit edilmistir. Bu aragtirmada ortaya konulan sonuclar
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SARS CoV-2'nin bagak glikoproteini ile lentiviral vektor pseudotiplemesini agiklarken

diger viral genlerden gelen ek katkilar1 hesaba katmanin 6nemini vurgulanmaktadir.

Crawford vd., (2020), yaptiklart bu ¢alismada; lentiviral pargaciklarin SARS-CoV-2
Spike ile etkili bir sekilde nasil pseudotiplendirilecegini ve SARS-CoV-2 reseptorii
ACE2'yi ifade etmek iizere tasarlanmig 293 T hiicrelerini nasil enfekte edecegi ayrintilariyla
izah edilmistir (Crawford vd., 2020). SARS-CoV-2 Spike-pseudotipli lentiviral partikiiller
tiretmek ve notrlestirme deneyleri yapmak i¢in ayrintili bir protokol agiklanmistir. Bu
protokolde SARS-CoV-2'ye reaktif antikorlarin ve serumlarin nétralize edici aktivitesinin
daha kolay degerlendirmesi ama¢ edinilmistir. Bu tahlil, insan serumu veya plazma
numunelerinin uygun bir 96 kuyulu formatta taranmasina izin verdigi; bu, bagisiklik
gelisimini daha iyi anlamak ve potansiyel olarak donoérleri nekahat plazmasinin pasif
transferini taramak i¢in ¢ok sayida hasta numunesinin test edilmesini kolaylastiracagi

belirtilmistir ( Duan vd., 2020; Schwegmann —Wefels vd., 2009).

Nie vd., (2020), SARS-CoV-2 i¢in bir sahte viriis notralizasyon testinin olugturmus ve
dogrulamiglardir. Bir VSV psddoviriis iiretim sistemine dayali olarak, SARS-CoV-2'ye
kars1 notralize edici antikorlar1 degerlendirmek i¢in bir psddoviriis tabanli nétralizasyon
testini gelistirmiglerdir (Nie vd., 2020). Pseudoviriis tabanli notrlestirme deneyleri
(PBNA), ¢ok yonlii olduklar1 ve kullanimlar1 ¢cok daha giivenli olduklar i¢in genis tip viriis
tabanli yontemlere gore biiyiikk avantajlar sagladigi belirtilmistir. Pseudoviriis tabanl
notrlestirme deneyleri (PBNA), ¢ok yonlii olduklart ve kullanimlar1 ¢ok daha giivenli
olduklart i¢in genis tip virlis tabanli yoOntemlere gore biiyilkk avantajlar sundugu
belirtilmistir.Psddovirtisiin ¢ok yonliiliigi, virlisiin farkli dis zar proteinleri veya zarf
proteinleri ile psddotiplenmesiyle elde edilir ve canli viriisiin zarf proteinlerini saglayan
bulasicr siirecini taklit ettigi ifade edilmistir (Li Q vd., 1963; Nie vd., 2020) . Pseudoviriis
oldirticii viral bilesenler icermedigi ve tek bir replikasyon turu gerceklestirmesi nedeniyle
bu nedenle ¢ok daha giivenilir oldugu ifade edilmistir. Deneysel prosediirde 6liimciil genis
tip virlistin olmamasi, SARS-CoV-2 asisinin ve terapdtiklerinin gelistirilmesini biiyiik
Ol¢iide kolaylagtirdigindan dolayr as1 ve terapotik gelistiricilere, aday iriinlerini

degerlendirmeleri i¢cin SARS-CoV-2 pseudoviriis ile ilgili protokoller saglanilmistir.

Johnson vd., (2020) tarafindan yapilan arastirmada , COVID-19 hastalarindan nétralize
edici antikorlarin saptanmasi i¢in uygun olan nispeten yiiksek titreli SARS-CoV-2
psOdopartikiillerinin iiretilmesiyle sonuglanan bir dizi modifikasyon aciklanmaktadirlar

(Johnson vd., 2020). Burada, pseudotiplenmis HIV-1, miirin 16semi viriisii (MLV) ve
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vezikiiler stomatit viriisii (VSV) parcaciklarinin iiretimi i¢in kodonla optimize edilmis bir
SARS-CoV-2 Spike glikoproteinin kullanimini karakterize edilmistir. Tam uzunluktaki
Spike proteinin, her {i¢ sistemde de verimsiz bir sekilde islev gordiigii, ancak sitoplazmik
kuyrugun son 19 amino asidini silerek, aktivitesinin 10 kattan fazla arttig1
belirtilmistir. SARS Spike'in sitoplazmik kuyrugunun kesilmesinin viral psddotiplerin
tretimini arttirdigini  gosterdiginden (Giroglou vd., 2004), ayrica son 19 amino asit
silinmis bir SARS-CoV-2 Spike alt klonu olusturuldugu belirtilmistir. Spike'1 aktive eden
proteaz TMPRSS2'nin istikrarli bir sekilde eklenmesi, SARS-CoV-2 Spike ile
pseudotiplenmis HIV-1 pargaciklarina duyarliligini 5 ila 10 kat artirdigir gozlemlenmistir.
Ayn1  zamanda SARS-CoV-2 Spike'taki D614G ve R682Q modifikasyonlari,
pseudotipleme verimliligini artidigr ve SARS-CoV-2 Spike psddotiplerinin, ndtralizasyon

testlerinde islev gordiigiinii belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada yer alan deneysel siirecler Inénii Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Endiistriyel Biyoteknoloji ve TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi (MAM) Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii Tan1 Teknolojileri Laboratuvarlarinda (TTL)
gerceklestirilmistir.

3.1 Kimyasal Malzemeler

SOC Medium (Super Optimal Culture Medium), MN Plazmid izolasyon Kiti (Macherey-
Nagel MiniPrep Plasmid DNA Purification Kit), 5X loading dye (NEB), Etidyum Bromiir
(Sigma-Aldrich, ABD), kompetent DHS5a (E. coli) hiicreler (New England Biolabs (NEB)),
FBS (NEB), DMSO (Sigma), Tripsin EDTA(Sigma), Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM (Diagnovum)), L-Glutamine (Thermo Fisher Scientific), Penisilin- Streptomisin
(Sigma), 6 well (Corning, ABD) kullanilmustir.

3.2 Tampon Cozeltiler

TAE (Tris-AsetikAsit-EDTA) tamponu (pH 8.0) 10X konsantrasyonda hazirlanip 1X
konsantrasyonda kullanildi. 10X/L TAE tamponu 48.4 g Tris-base, 11.42 g glasiyel asetik
asit ve 20 mL 0.5 M EDTA i¢ermektedir.

3.3 Cihazlar

Inverted Flouresans Microscope (Zeiss Primovert), Etiv (Memmert), Steril Kabin
(Biyogiivenlik Kabin, Esco Class 2), Yatay Elektroforez Sistemleri (Thermo Scientific),
Sicak Su Banyosu (Memmert), Karbondioksitli Etiiv (Mini Galaxy A), Gii¢ Kaynagi
(Thermo Scientific), Nanodrop (Thermo Scientific) cihazlari kullanilmstir.

3.4 Plazmidlerin Secimi

HIV-1 tabanli pseudotip viriis yapimi i¢in gelistirilen stab plazmidler Addgene firmasindan

(Addgene Company, Cambridge, Massachusetts, ABD) temin edilmistir. Plazmid #39196
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(pHIV-Luc-ZsGreen), plazmid #12263 (pCMV-delta R8.2) ve plazmid #149543 (pGBW-
m4137384) kullanilmistir. Ayrica Plazmid #141184 (pcDNA3-SARS-CoV-2-S-RBD-
sfGFP) pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Sekil 3.1). 141184 numarali plazmid sfGFP ile
kaynasmis SARS-CoV-2 protein S'nin (spike) RBD gen bolgesini tasimaktadir. 39196
numarali plazmidin insertleri Luciferase Luc2P ve ZsGreen gen bolgelerini icermektedir

(Sekil 3.2).

¥ pcDNA3-SARS-CoV-2-S-RBD-sfGFP

Plasmid: #141184 . _
O LR M ammalian expression plasmid for RBD of SARS-CoV-2 protein S (spike) fused with sfGFP S5 =

Depositor: Erik Procko
Article: Chan et al Science. 2020 Sep 4;369(6508):1261-1265

Has Service: Cloning Grade DNA
Insert: S surface glycoprotein [ Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 | (S SARS

coronavirus 2)

Use: Tags:  Signal peptide from influenza HA e S
and Superfolder ... -
Expression:  Mammalian Mutation: Enlarge

Promoter: CMV

Availability: Academic Institutions and Nonprofits only

(6676 .. 6695) pRS-marker
Nrul (104)

(6644) Bglll | Spel (145)

(6630) SgrDI \ ( /

G55 st \ |/ Ndel (380)

6259 .. 6278) Amp-R ’ [/

SnaBl (426)

(6189) Scal “‘\
(6079) Pvul \

R < / /' Nhel (791)
/ ~ Bmti (795)

/‘/ = Sromoter
g rom:

TR

=

e BamHI (1442)

_—— GFP-R (1496 .. 1524)

pcDNA3-SARS-CoV-2-S-RBD-sfGFP
6736 bp

BspEl * (1687)
= BsrGl (1741)
" PpuMl (1776)

(4957 .. 4976) pBR322eri-F

\
(816) Peil — \

(4706 .. 4723) 14440~ \

— GFP-F (2119 .. 2139)

PaeR7l - PspXl - Xhol (2186)

. Xbal (2192)
. Pmel (2207

(4385) Bsm| BGH-rev (2223 ..2240)
(4342 .. 4361) SV40pA-R 3
(4240) Pfol ~
(4001 .. 4020) Neo-F — N iz s s ) =y
(3981) Rsrll —— i

(3862) BssHIl — "~ Dralll (2732)

(3583) PiFI - Tth1lll

(3518) Pstl — 74 A S8
(3468) PluTI — /N PR =S
(3466) Sfol ~ V4 | E T ¥
(3465) Narl / | !\ +° Stul (3254)
(3464) Kasl //‘ | \ \ Avrll  (3255)
e ESLN e TspMI - Xmal (3276)
(3391 .. 3410) Neo-R \ Smal (3278)
(3371) Eagl BsaBl * (3324)

Sekil 3.1: Plazmid #141184 (pcDNA3-SARS-CoV-2-S-RBD-sfGFP) sematik gosterimi
Addgene plasmid # 141184; http://n2t.net/addgene:141184 ; RRID:Addgene_141184).
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f pHIV-Luc-ZsGreen

Plasmid: #39196
Depositor: Bryan Welm
Inserts: Firefly Luciferase Luc2P
ZsGreen
Use: Lentiviral Tags:
Expression: Mammalian Mutation:
Promoter: EF1-alpha and EF1-alpha
Availability:

Academic Institutions and Nonprofits only

(9315) Miul Spel (15)
9131..9150) pRS-marker \ Ndel (250)

(9085) SgrDI N \ / Soatl 030y
(8968) Sspl N | CMV-F (535

8714 .. 8733) Amp-R

BssHIl (855)

— ) [ Wen
RS ——= N
7 oromoter  CMv ~—
e R P p";’,”LOPe, 4\\7 "
R (4, S5
e 1
%

(6563) BspDI - Clal

O
\%
2..7431) pBR3220r-F ~_ &/ M
T // 1
Vs v =
5 S _— Kfll - PpuMI (2078)
— &8 %
[15 g
(7077) BspEl —— Lis o
= pHIV-Luc-ZsGreen E
2 9321bp E
‘n a
S
% /
2
E!
(6 1) pBluescriptks ——\) b

(6089) PAIFI - Tth1lll

(5854) BstXI

Pasl (3135)
(5721) PAIMI
(5662 .. 5681) IRES-F

(5607) Aarl -
(5584) Pmll

5452) IRES reverse —

PaeR7l - Xhol (3352)
T EFla-F (3513
Notl (3567)

. EcoRI (3580)
(5419) Avrll ] Mrel (3649)
(5261) BamHI ~ ‘ I 1
(5254) Smal |
(5252) TspMI - Xmal | BsaBl * (4033)
(5243) Xbal

(4925) SexAl * |

(4791) Hpal Blpl (4540)

Sekil 3.2: Plazmid #39196 (pHIV-Luc-ZsGreen) sematik gosterimi (Addgene plasmid #
39196; http://n2t.net/addgene:39196; RRID:Addgene_39196).

12263 numarali paketleme plazmidi HIV-1 GAG/POL, Tat ve Rev gen bolgelerini tasiyan
insertlere sahiptir (Sekil 3.3).
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# pCMV delta R8.2

Plasmid: #12263 -
Depositor: Didier Trono

Insert: HIV-1 GAG/POL, Tat and Rev

Use: Lentiviral; Packaging Tags:
Expression:  Mammalian Mutation:
Promoter:

Availability:  Academic Institutions and Nonprofits only

SnaBl (356)
CMV-F
f LNC

b <

(12,471) PshAl o ot

(11.640) Stul
(11,594} Sfil

11,588) SV40pro-F — 3\ /4
pBABE 3" _

W\ L

MV e,
"ol 'an,
<

1.252) L4440 Y
A
Gt s . f
(10,982 .. 11,001) pBR3220ri-F ~f Bell * (2494)
/
___— Sbfl (2908)

—— BstZ171 (2994)
—— PfIFI - Tth111l (3146)

pCMV delta R8.2
13,454 bp

(10,026) Fspl ™
(9880) Pvul —
699) Amp-R
PGEX 3
11) pRS-marker \
K
(8917) Afel
N
(8850 .. 8878) pBRrevBam N\ \_\\
(8831) SgrAl .
(8824) Nael -
(8822) NgoMIV ——
(8793) Bmtl
(8789) Nhel
(8552 .. 8569) SP6
(8530) Xbal
(8192) BstEll

" swal (3781)

~

Aarl - BfuAl - BspMI (5111)

(8156) BspEl
(8060) Dralll :
(7660) PaeR7l - Xhol ( sall (5850)
(7238) BamHI Alel (6806)

Sekil 3.3: Plazmid #12263 (pCMV-delta R8.2) sematik gosterimi (Addgene plasmid #
12263; http://n2t.net/addgene:12263; RRID:Addgene_12263).

149543 numarali plazmid, SARS-CoV-2 S yiizey glikoproteinini tagimaktadir (Sekil 3.4).

Stab kiiltiirler halinde temin edilen plazmidler transformasyon islemlerine tabi tutulmustur.

44



pGBW-m4137384

Plasmid: #149543 .
Purpose Mammalian expression plasmid for SARS-CoV-2 surface glycoprotein — T
(Spike) for VSV pseudotyping

Depositor: Benjie Chen, Ginkgo Bioworks

Insert: SARS-CoV-2 S (surface glycoprotein) (S Human, Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2)
Use: Tags:
Expression: Mammalian Mutation: H. sapiens recode
Promaoter: CMV

Availability: Industry, Academic Institutions, and Nonprofits

(7408) Ahdl Sspl (17)
(7342) Bsal | Spel (150)

(7039) Pvul SnaBl (491)

(6839 .. 6858) Amp-R
! CMV-F (670 .. 690)

(6808) Xmnl y
Eagl - Notl (783)

(5942 .. 5961) pBR3220ri-F
(5909) Drdl —

(5691 .. 5708) L4440
(5580 .. 5599) EBV-rev \__

(5569) Bsml \

el pGBW-m4137384 — EcoNI (1852)
(5526 .. 5545) SVA0pA-R — 7481 bp
(5508) Psil _—
(5468) Avrll
(5467) Stul /|
(sa21) sfil |
5396 40pro-F
(5396 .. 5415) SV40pro = —— BStENl (2303)
5128 .. 5150) M13/pUC Reverse BstBI (2337)
(5115 .. 5131) M13 Reverse SexAl * (2388)
(5092) Pstl " EcoRV (2497)
N
~ Hpal (2638)
(4827) BstAPI BsrGl (2642)
(4753 .. 4772) rbglobpA-R Alel (2686)
(4634 .. 4653) Bglob-pA-R
(4616) BspEI Banll (2845)
(4429) Mscl / 0 Dralll (3036)

(3985) Pmll

BspDI - Clal (3505)
(3643) BmgBI Pasl (3625)

Sekil 3.4: Plazmid #149543 (pGBW-m4137384) sematik gosterimi (Addgene plasmid #
149543; http://n2t.net/addgene:149543; RRID: Addgene 149543).

3.5 Transformasyon Oncesi Hazirhiklar

Bakteri ekimi yapilmak {lizere LB Agar ve LB Broth sivi besiyeri hazirlanmistir (Cizelge
3.1 ve 3.2). Malzemeler tartildiktan sonra son hacim 1L olacak seklide distile su ilave
edilip homojen bir karisim elde edilmistir. Besiyerleri, 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi.

Otoklav sonrasinda besiyerleri 40-50 °C’ye gelene kadar sogutulup igerisine Ampicillin
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(100 pg/mL) eklenmistir. Antibiyotik igeren LB Agar besiyerleri, petrilere yaklagik 20 mL
olacak sekilde dokiiliip oda sicakliginda katilagmas1 beklenmistir. Plaklar, 1 gece boyunca
kabin icerisinde bekledikten sonra transformasyon ve diger bakteri iiretimi islemlerinde
kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edilmistir. Ayrica transformasyon Oncesinde

kompetent bakteri elde etme islemleri de yapildi.

Cizelge 3.1: LB Miller agar besiyerinin igerigi.

LB Miller Agar Miktar (g/L)
Tryptone 10
Yeast Extract 5
Sodium Chloride 10
Agar 15

Cizelge 3.2: LB Miller broth besiyerinin igerigi.

LB Miller Broth Miktar (g/L)
Tryptone 10

Yeast Extract 5

Sodium Chloride 10

3.6 Kompetent Bakteri Eldesi

Kompetent bakterilerin hazirlanmas1 asagida belirtilen basamaklar takip edilerek

yapilmistir:

e 0.368gr CaCl.2H, O tartilip 50 mL saf suda ¢oziildiikkten sonra 121°C'de 15 dk

otoklavlanarak steril edilmistir.

e Otoklav sonrasinda sogutulup +4 °C'de depolanmustir.
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On Kiiltiir

-80°C' den alinan bakteri hiicreleri buz iizerinde ¢oziiliir. Yaklagik 50 pL bakteri
hiicresi, 10mL LB Broth igerisinde canlandirmak ve ¢ogaltmak amaci ile 37°C' de 150

rpm'de gece boyu inokiile edilmistir.

Stok kompetent bakteri kiiltiirii yapmak amaciyla 1 adet 50 mL s1v1 besiyeri hazirlandi.

Ana Kiiltir

Gece boyu inkiibe olan 6n kiiltiirden 500 puL alinip 50 mL LB Broth besiyerine inokiile
edildi

37°C de 180 rpm’de inkiibe edilen kiiltiirlerin 600 nm'deki optik yogunluklar1 (OD)
0.35-0.40 abs oluncaya kadar inkiibasyona devam edildi.

Aliquatlama ve Stok Hazirlanmasi

Yaklasik 1-2 saat sonra OD600 degeri 0.35-0.40 abs arasina ulagtigi zaman hiicreler

alinip buz tizerinde 50 mL'lik steril falkona aktarilirdi.
6000 rpm'de +4°C de 8 dk santrifiij edilerek siipernatant atild1.

Buz iizerine alinan pellete, 20 mL soguk CaCl; ¢ozeltisi ilave edilerek yavasga pipetaj
yapilip bakteri ¢ozeltisi resilispanse edildi. 20 dk buzda bekletildikten sonara 6000
rpm'de +4°C’de 8 dk santrifiij edilerek siipernatant atildi.

Pelletin {izerine % 10 steril gliserol igeren 2.5 mL soguk CaCl, ¢ozeltesi eklenerek

karistirilda.

Elde edilen stok kiiltiir, 50-100ul aliquatlara ayrilip vortekslenerek hizli bir sekilde -
80°C'lik derin donduruculara kaldirilirdi.

3.7 Stab Plazmid Kiiltiirlerin Canlandirilmasi1 ve DNA izolasyonu

Pseudoviriis iiretiminde kullanilacak olan stab plazmid kiiltiirleri laboratuvara ulastiktan

sonra canlandirma islemleri yapilmistir. Stab plazmid kiiltiirlerden igne uglu 6ze ile bir

miktar bakteri kiltliri alimip ImL SOC medium i¢ine inokule edilmistir. Kiiltiirler,

37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda sivi1 kiiltiirden 100 ul almip 5 mL

LB sivi besiyerine aseptik kosullarda ekim yapilmistir. 37°C’de 4 saat inkiibasyona

birakilmistir. Sivi bakteri kiiltiirden 100-300 pl alinarak amfilisin eklenmemis LB agar

plaklara tek koloni diisiiriilecek sekilde ekim yapilmistir. Kat1 kiiltiirler, 37°C’de 1 gece
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boyunca inkiibe edilmistir. Ureme gozlendikten sonra kati kiiltiirden tek koloniler alinarak
5 mL LB sivi besiyerine ekim yapilmustir. Sivi kiiltiirlerin ODggo degerleri 0.5-0.6 abs’a
ulastig1 zaman kiiltiir tiipleri plazmid DNA izolasyonu i¢in buz {izerine alinmistir. Plazmid
DNA izolasyonunda MN Plazmid izolasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanin protokoliine
gore izolasyon gerceklestirilmigti. DNA  konsantrasyonu ve safligit  Nanodrop
spektrofotometresi ile Olciilmiistiir (Sekil 3.5). Ol¢me islemleri sonrasinda plazmid

DNA’lar1 +4 ° C’de saklanmustur.

<

Sekil 3.5: Nanodrop spektrofotometre cihazinin goriintiisii.

3.8 Plazmidlerin Kompetent Hiicrelere Transformasyonu ve Cogaltilmasi

Izolasyonu tamamlanan plazmidlerin kompetent bakteri hiicrelerine transformasyonu 1s1-
sok metodu ile yapilmustir. Oncelikle plazmid icermeyen kompetent DH5a (E. coli)
hiicreleri, depolandiklar1 -80°C'lik derin dondurucudan alnip buz iizerinde ¢oziilmiistiir.
Hiicreler tamamen ¢oziildiikten sonra 50 pl hiicreye 100 ng DNA 6rnegi eklenmistir. Bir
pipet ucu ile hafif¢e karistirildiktan sonra 30 dakika buz {izerinde inkiibe edilmistir.
Bekleme siiresinin sonunda 6rnekler 42°C’lik su banyosunda 45 saniye boyunca tutularak
hiicrelere 1s1 soku uygulanmistir. Uygulama sonrasi hiicreler, 2 dakika buz iizerinde
bekletilmistir. Daha sonra hiicrelere oda sicakliginda 950 pL SOC Medium eklenmistir.
Kiiltiirler 37° C'de 1 saat boyunca 220 rpm'de ¢alkalamali bir inkiibatdrde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 300-200-100 pl seklinde kiiltiirden almip amfisilin
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iceren LB agar plaklara drigalski 6ze ile yayilmistir (Sekil 3.6). Kontrol amagli 5 mL
amfisilin igeren LB siv1 besiyerine 100 pl ekim yapilmistir. Plaklar ve siv1 kiiltiir bir gece
boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Koloni olusumu gozlendikten sonra plaklar +4 © C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.6: Plazmidlerin kompetent hiicrelere transformasyonu sonrast LB agar plaklara
drigalski 6ze ile yayillmasinin goriintiisii.

3.9 Transforme Edilen Plazmid Kiiltiirlerinden DNA izolasyonu

Kati1 plazmid iceren bakteri kiiltiirlerinden igne uc¢lu 6ze ile bir miktar bakteri kiiltiirii alinip
amfisilin igeren 5 mL LB s1v1 besiyerine aseptik kosullarda ekim yapilmigtir. 37°C’de ve
150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. S1v1 kiiltiirlerin ODggo degerleri 0.5-0.6 abs arasina
ulastig1 zaman kiiltiir tiipleri plazmid DNA izolasyonu i¢in buz {izerine alinmistir. Plazmid
DNA izolasyonunda MN Plazmid izolasyon Kiti kullanilarak iiretici firmanin protokoliine
gore izolasyon gerceklestirilmisti. DNA konsantrasyonu ve safligt  Nanodrop
spektrofotometresi ile dl¢iilmiistiir. Olgme islemleri sonrasinda plazmid DNA’lar1 +4 °

C’de saklanmustir.

3.10 Agaroz Jel Hazirlama ve Jele Orneklerin Yiiklenmesi

Elektroforez yontemiyle plazmid DNA’larin transforme oldugunu tespit etmek amaciyla

agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Stok olarak hazirlanan 10X TAE tamponu 1X olacak
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sekilde seyreltilmistir. %1°lik agaroz jel hazirlamak i¢in 1 g agaroz (Sigma-Aldrich, ABD)
tartilarak bir erlene alinip iizerine 100 ml 1X TAE tamponu eklenmistir. Agaroz igeren
cozelti mikrodalga firinda agaroz c¢oziinene kadar kaynatildiktan sonra sogumasi
beklenilmis ve tlizerine 2 pl etidyum bromiir eklenmistir. Etidyum bromiiriin iyice
karismas1 saglandiktan sonra sivi agaroz ¢ozeltisi jel kasetine dokiilmiis ve uygun
boyuttaki tarak dikkatlice yerlestirilmistir. Jelin donmas1 beklendikten sonra jel kaseti, 1X
TAE tampon ile dolu olan elektroforez tankina alinmis ve tarak ¢ikarilmistir. Kuyulara, 1
ul 5X loading dye (NEB) ve 5 pl plazmid iyice pipetaj yapildiktan sonra yiiklenmistir.
DNA ornekleri jel tizerinde 100V akimda, 40 dakika yiiriitiilmiistiir. 40 dakikanin sonunda

UV Transilluminatorde goriintiileme yapilmustir.

3.11 Mini Kiiltiir Hazirlanmasi

Transforme edilmis olan bakteri kiiltiirleri, plazmid DNA izolasyonu i¢in, mini kiiltiir
(miniprep) Olgeginde hazirlanmistir. Amfisilin igeren 5 mL LB sivi besiyeri 15 mL’ lik
falkonlara alindiktan sonra, birka¢ tane koloni 6ze yardimiyla alinip besiyeri igerisine
inokiile edilmistir. S1vi kiiltlirlerin ODggp degerleri 0.5-0.6 abs arasina ulastig1 zaman kiiltiir

tiipleri plazmid DNA izolasyonu i¢in buz iizerine alinmustir.

3.12 Pseudovirus Uretiminde Kulanmilmak Uzere Plazmidlerin izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonunda MN Plazmid izolasyon Kiti kullamlarak iiretici firmanin
protokoliine gore izolasyon gercgeklestirilmistir. Nanodrop cihazinda plazmidlerin
konsantrasyonu ve A260/A280 oranlar1 dlgiilmiistiir. Olgme islemleri sonrasinda plazmid
DNA’lar1 +4° C’de saklanmistir. Elektroforez islemleri Boliim 3.10°da belirtildigi sekilde
yapilmistir.

3.13 Hiicre Kiiltiiriinin Hazirlanmasi

Transfeksiyon Oncesinde hiicre Kkiiltlirlerinin ¢ogaltilmasi steril laminar hava akimli
kabinlerde gergeklestirilmistir. Caligmada kullanilan HEK293T hiicre hatti ATCC’den
(American Type Culture Collection) temin edilmistir. Insan embriyonik bobrek 293T
(HEK293T) hiicre hatti, SV40 biiyiik T antijeni ile transforme edilmis insan embriyonik
bobrek hiicrelerinin  klonal bir izolasyonu oldugu i¢in tercih edilmistir. HEK293T
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hiicreleri; %10 fetal sigir serum (FBS), 100 IU/ ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisin
ilave edilmis DMEM besiyerinde, 37 °C’de %5 CO3’li inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

3.14 Hiicre Kiiltiiriinin Hazirlanmasi ve Stoklanmasi

-80°C’de muhafaza edilen stok HEK293T hiicreleri alinarak 37°C su banyosunda
¢Oziilmiis, dondurma soliisyonundan arindirildiktan sonra DMEM besiyerinde T25 filtreli
hiicre kiiltiir flasklarina ekilmistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO>’li inkiibatorlerde inkiibe
edilmistir. Hiicre yogunlugu inverted mikroskop ile takip edilerek pasaj islemleri
gerceklestirilmistir. Hiicreler, ilk olarak % 0.05’lik Tripsin-EDTA ile muamele edilmis ve
37°C’de % 5 CO’li inkiibatérde 1-2 dakika inkiibasyona birakilarak flasktan ayriimalar
saglanmistir. Hiicrelerin flasktan ayrilis1 inverted mikroskop ile tespit edildikten sonra
flaska taze besiyeri ilave edilmistir. Daha sonra hiicre-besiyeri igerigi falkon tiipe alinarak
1300 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklagtirilmistir. Pellet, 9:1 oraninda FBS ve DMSO’dan olusan dondurma ¢ozeltisi

iceren kriyotiiplere alinmistir. Hazirlanan kriyotiipler -80°C’de depolanmustir.

3.15 Hiicre Hattinin Acilmasi

Kriyotiiplerde dondurulmus hiicre stoklari, 37°C’de su banyosunda c¢oziilene kadar
bekletilmigstir. Cozililen hiicreler, icerisinde 5 mL taze besiyeri bulunan falkon tiiplerine
aktarildiktan sonra 1300 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant
uzaklastirilmigtir. Hiicre pelleti 5 mL %10 FBS iceren DMEM besiyeri ile siispanse
edildikten sonra T25 filtreli hiicre kiiltiir flasklarina ekilmistir. Hiicre flaski 37°C’de %5
CO2’li inkiibatore alinmistir. Hiicre hattinin beslenmesi iki glinde bir flask icerisindeki
besiyerinin taze besiyeri ile degistirilmesiyle saglanmistir. Hiicreler uygun yogunluga

ulastiktan sonra pasajlanarak canhiliklarinin siirdiiriilmesi saglanmustir.

3.16 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Pasaj islemi sirasinda once flasklardaki besiyeri uzaklagtirilmistir. Phosphate buffer saline
(PBS) ile yikama islemi gergeklestirilmis ve tripsin-EDTA ile hiicreler flask yiizeyinden
kaldirilmistir. Tripsin-EDTA’y1 notralize etmek icin FBS iceren besi ortami kullanilmistir.
Elde edilen hiicreler 15 mL’lik falkonlara almnarak 5 dakika 1300 rpm’de santrifiij

edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilmis ve pellet 20 mL %210 FBS iceren
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DMEM besiyeri igerisinde tekrar siispanse edilmistir. Siispanse olan hiicreler T75 filtreli
flasklara ekilmistir. Hiicre flaski 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatore alinmistir.

3.17 Hiicre Sayimm

T75 flasklarda % 80 yogunluga ulasan hiicrelerin besiyeri uzaklastirilip PBS ile
yikanmugtir. Tripsin-EDTA ile hiicrelerin flask yilizeyinden kaldirilmasit saglanmis ve
tizerine FBS igeren besiyeri eklenmistir. Hiicre-besiyeri karigimindan 10 pl alinip iizerine
10 pl tripan blue boya eklenerek karigtirtlmigtir. Karigimdan 10 pl alinip hiicreler inverted
mikroskop altinda, hemositometre (Kat. No: Z359629-1EA, Bright-Line™, ABD)
kullanilarak sayilmistir. Sayma isleminde, hemositometre i¢inde 16 kareden olusan ve her
bir kdsede bulunan 4 biiyilik kare kullanilmistir. Bu dort biiyiik karedeki hiicrelerin toplam

ortalamasinin 10” ile carpilmasi, 1 mL hacimde kag hiicre bulundugu sayisini vermistir.

3.18 Plazmidlerin Hiicre Kiiltiiriine Transfeksiyonu

3.18.1 Plazmid DNA érneklerin konsantrasyonlarinin ayarlanmasi

Plazmid preparatlarinin konsantrasyonundan, gerekli miktarda plazmit DNA'ya ulagmak
icin gereken hacim hesaplandi. Plazmidler izole edildikten sonra Ol¢iilen konsantrasyon
degerleri dikkate alinarak Cizelge 3.3'de gosterilen sekilde her bir plazmid miktar
belirlendi. Ayni1 plazmitlerle birden fazla kuyu transfekte edilirse, hacimleri transfekte
edilecek kuyu sayisiyla ¢arpilarak ve sonraki adimlarda karigimin tilkenmesini dnlemek
icin hesaplamalara fazladan bir kuyu eklendi. Transfekte edilen toplam DNA miktar1 1
ng/kuyu olacak sekilde uygulamalar yapildi. Hesaplanan konsantrasyondaki plazmidler

enkapsiilasyon islemi i¢in 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere alinmigtir.

Cizelge 3.3: Pseudoviriis iiretimi i¢in hiicre kiiltiirii ortamina ilave edilen plazmid ve
serum icermeyen OPTIMEM besiyeri miktarlari.

Plazmid/ Reagent Miktar
#39196 (pHIV-Luc-ZsGreen) 400 ng
#12263 (pCMV-delta R8.2) 300 ng
#149543 (pGBW-m4137384) 300 ng
Serum icermeyen OPTIMEM besiyeri 125 pl’ye tamamlanmustir.
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3.18.2 Lipid bazh transfeksiyon karisimimin hazirlanmasi
Transfeksiyon igin Invitrogen Lipofectamine™ 3000 Reagent kullanilmistir. Karigim

firmanin protokoliine gore hazirlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4: Pseudovirtis tiretimi i¢in HEK293T hiicrelerinin transfekte edilmesi i¢in
gereken transfeksiyon reaktifi ve serum igermeyen OPTIMEM besiyeri miktarlari.

Bilesen Miktar
P3000 Reagent (Her bir kuyucuk igin) 2 ul
Lipofectamine 3000 Reagent (Her bir kuyucuk i¢in) 3ul
Serum icermeyen OPTIMEM besiyeri 120 pl
Toplam karisim miktari 125 pl

3.18.3 Plazmid DNA/ lipid karisiminin hazirlanmasi

Cizelge 3.3 ve 3.4’de belirtilen miktarlara gore hazirlanan plazmid DNA’lart ve lipid
karistmi 1.5 mL’lik ependorfta birlestirilmistir. Uzerine 250 ul OPTIMEM besiyeri eklenip
oda sicakliginda 15 dakika bekletilmistir.

3.18.4 HEK293T hiicre hattina transfeksiyonun yapilmasi

Sayimi yapilan T75 flasktaki hiicreler, 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyusunda 300.000
hiicre olacak sekilde, %10 FBS iceren DMEM besiyerine ekilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7: HEK293T hiicrelerinin 6 kuyucuklu plakaya ekiminin goriintiisii.
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Plaka 24 saat 37°C’de %5 CO, igeren ectiivde inkiibasyona birakilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda %50-60 yogunluga ulasan hiicrelerden besiyeri uzaklastirilarak 1X
PBS ile yikama yapilmistir. Yikama sonrasinda plazmid ve lipid karisimi plakanin
ceperinden yavasca eklenmistir ve iizerine 500 uL serum icermeyen OPTIMEM besiyeri
eklenmistir. Ayrica negatif kontrol olarak sadece 2 mL OPTIMEM igeren kuyucuklar da
hazirlanmustir. Sadece #39196 kodlu plazmid igeren transfeksiyon karisimi pozitif kontrol

olarak kullanilmustir.

Hiicreler 6 saat 37°C %5 CO>’li inkiibatore birakilmistir. 6 saatin sonrasinda kuyucuklara 1
mL daha OPTIMEM besiyeri eklenmistir. Transfeksiyonun ardindan hiicreler 48 saat
37°C’de %5 CO>’li etiivde inkiibe edilmistir.

3.19 Transfekte Edilmis Hiicrelerin Goriintiilenmesi

48 saatin sonrasinda hiicre morfolojisi inverted floresan mikroskop altinda kontrol
edilmistir (Sekil 3.8). Transfekte olan hiicrelerdeki GFP 1s1masi1 floresan mikroskop ile

goriintiilenmistir.

Sekil 3.8: Inverted floresan mikroskobunun gériiniimii.

3.20 Pseudotip Parcaciklarin Toplanmasi

Goriintiileme islemleri sonrasinda transfeksiyon yapilan kuyulardan siipernatant alinip 50
mL falkona aktarilmistir (Sekil 3.9). Hiicre kalintilarini gidermek i¢in tiipler 1300 rpm'de 7

dakika santrifiij edilmistir. Temizlenmis stipernatantlar 0.45 um gozenek boyutlu steril
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filtreden gecirilmistir. Pseudotipli virlis sollisyonu kriyotiiplerde 500 pl seklinde
alikotlanmustir. Kriyotiipler -80 °C'de saklanmistir.

Sekil 3.9: Pseudotip viriislerin hiicre kiiltiiriinden toplanmas.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Pseudoviriis Uretiminin Genel Sonuclar:

HIV-1'den tiiretilen lentiviral parcaciklarin pseudotiplendirilmesi i¢in temel strateji Sekil
4.1°de gosterilmistir. 293T hiicrelerinin, bir fliloresan veya liiminesan raportdr proteini
kodlayan bir lentiviral omurga plazmidi, Spike'r ifade eden bir plazmit ve viral partikiilleri
bir araya getirmek i¢in gerekli minimum lentiviral protein setini ifade eden plazmitlerle
transfekte edilmesini igerir. Transfekte edilmis hiicreler daha sonra SARSCoV-2 reseptor
proteini ACE2'yi ekspresyonuna izin veren hiicreleri enfekte etmek icin kullanilabilen

Spike-pseudotipli lentiviral partikiiller tiretir (Walls vd., 2020).

Bu c¢alismada spike ile pseudotiplenmis viral parcaciklar tiretmek i¢in HIV tabanli bir
lentiviral sistem kullanilmistir. Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, raportor proteinleri kodlayan
bir lentiviral omurga, Spike'r ifade eden bir plazmid ve virion olusumu icin gerekli diger
HIV proteinlerini kodlayan plazmitler (Tat, Gag-Pol ve Rev) ile HEK293T hiicrelerinin
birlikte transfekte edilmesiyle pseudoviriisler iiretilebilmistir. Lentiviral omurgalar,
lusiferaz ifadesini yonlendirmek i¢in bir CMV promotorii ve ardindan bir internal (ig)
ribozom giris bolgesi (IRES) ve ZsGreen kullanir. Spike proteini, insan hiicrelerinde
ekspresyon i¢in optimize edilmis niikleotit dizisi kodonu ile NCBI agiklamali (NCBI-
annotated) baslangi¢ bolgesi kullanilarak SARS-CoV-2 tiiri Wuhan-Hu-1 susuna aittir
(Wu vd., 2020).
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Sekil 4.1: Lentiviral pseudotipleme i¢in genel yaklasim (293T hiicreleri, bir isaretleyici
protein ifade eden bir lentiviral omurgay1 (genom) kodlayan bir plazmid, Spike" ifade eden
bir plazmid ve virion olusumu i¢in gerekli diger HIV proteinlerini (Tat, Gag-Pol ve Rev)
ifade eden plazmitlerle transfekte edilir. Transfekte edilmis hiicreler, yilizeylerinde Spike
bulunan lentiviral pargaciklar iiretir).

S proteinini kodlayan SARS-CoV-2 S plazmidi sentezlendi ve 293 T hiicrelerine transfekte
edildi. Pseudotiplemenin basarisi, pHIV-Luc-ZsGreen plazmidinin GFP i¢in gen

kodlamasini entegre ettiginden, GFP ifadesi ile degerlendirildi.

4.2 Stab Plazmid Kiiltiirlerin Canlandirilmasi, Transformasyonu ve DNA izolasyonu

Sonuc¢lan

Stab bakteri kiiltiirleri uzun siireli olarak laboratuvar kosullarinda muhafaza
edilemememektedir. Bu sebepten dolay1 stab bakteri kiiltlirlerine SOC mediumda
canlandirma islemleri uygulandiktan sonra MN Plazmid Izolasyon Kiti ile plazmid
izolasyonu gerceklestirildi. Stab bakteri kiiltiirtinden elde edilen plazmidlerin E. coli DH5a
kompetent hiicrelere transformasyonu gergeklestirildi. Transforme edilmis bakteri
kiiltiirlerinden LB agar besiyerlerine ekim yapildi. Seyreltilmemis kiiltiirlerde yogun tireme
tespit edilirken seyrelme yapilan kiiltiirlerde 37 °C'de 16-24 saat inkiibasyon sonrasinda

tekli bakteri kolonisi gelisimi gozlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2: pHIV-Luc-ZsGreen plazmidi igeren transforme bakterinin goriintiisii.

4.3 pDNA’s1 Konsantrasyonu ve Safhiginin Spektrofotometrik Ol¢iim Sonuglari

Spektrofotometreyle yapilan sogurma ol¢iimleri, ilgili dalga boyunda, numunedeki tiim
molekiillerin sogurulmasini icermektedir. Niikleotidler, RNA, ssDNA ve dsDNA'nin tiimii
260 nm'de absorbe oldugundan, numunenin toplam absorbansina katkida bulunmaktadir.
Bu nedenle, bir NanoDrop Spektrofotometre kullanirken dogru sonuglar elde etmek igin,
niikleik asit numunelerinin Slgiimden once saflastirilmasi gerekmektedir. Pseudoviriis
tiretiminde kullanilan her ii¢ plazmidin saflagtirilma islemleri yapilarak, plazmid DNA

orneklerinin 260/280 nm’de spektrofotometrik analizleri yapilmistir (Sekil 4.2-4).

[Frszmia £ 135547

Absorbanice

2 20 20 20 260 2% 280 20 a0 310 320 30 340 3%
Wavelength (nm) «

Sekil 4.3: Plazmid #14953 izolasyon sonrasi spektral analizi.
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Sekil 4.4: Plazmid #39196 izolasyon sonrasi spektral analizi.

Plazmid #14953, Plazmid #39196 ve Plazmid #12263 DNA’larmin 220-350 nm dalga
boylar1 arasinda yapilan spektrum analiz sonuglarina gore, tiim DNA o6rneklerinde 260

nm’de maximum absorbans degeri saptanmistir (Shen, 2019).

0 ) e

30 3l 3% 330 P 350
«

Sekil 4.5: Plazmid #12263 izolasyon sonrasi1 spektral analizi.

260 ve 280 nm'de absorbans orani, DNA ve RNA'min safligin1 degerlendirmek igin
kullanilir. Yaklagik 1.8 orani1 genellikle DNA i¢in saf olarak kabul edilirken yaklagik 2.0
orant da RNA i¢in saf olarak kabul edilmektedir. Oranlar, her iki durumda da kayda deger
Olclide distikse, bu, 280 nm'de veya yakininda gii¢lii sekilde protein, fenol veya diger
kirleticilerin varhigini gosterebilir (Lucena-Aguilar vd., 2016). Saflastirilan her iig
plazmidin 260/280 nm oranlarina gore elde edilen DNA’lar yiiksek safliktadir (Cizelge
4.1). DNA ornekleri, bakteriyal lizat karisimindan veya saflastirma islemleri sirasinda
kullanilan tamponlardan cesitli katilintilar igermemektedir. Plazmid DNA’larinin yiiksek

oranda saflastirilmis olmasi transfeksiyon isleminin de yiliksek verimle olmasinm
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saglayabilmektedir. Kachel vd., (2006), plazmid DNA’s1 saflagtirma islemlerine yonelik
gelistirdikleri robotlar1 ile bakteriyel lizatlarin karmasik karistmindan ultra saf plazmid
DNA'y1 izole edip ve hiicre transfeksiyonlarina dayali yiiksek verimli uygulamalari

miimkiin hale getirmislerdir (Kachel vd., 2006).

Cizelge 4.1: Plazmid miniprep Kiti ile plazmid DNA izolasyonu sonucunda elde edilen
pDNA’larin konsantrasyonu ve safliginin spektrofotometrik 6l¢tim sonuglari

Konsantrasyon

A A
(ng/ul) 260/280 260/230
Plazmid # 149543 204.3 ng/pl 1.82+0.003 2.01+0.005
Plazmid # 39196 224.5 ng/ul 1.81+0.001 1.88+0.020
Plazmid # 12263 643 ng/ul 1.80+0.003 2.17+0.001

260/230 nm’deki absorbans orani da, niikleik asit safliginin tespit edilmesinde 6nemli olan
ikinci parametredir. Saf niikleik asit igin 260/230 degerleri genellikle ilgili 260/280
degerlerinden daha yiiksektir. Beklenen 260/230 degerleri genellikle 2.0-2.2 araligindadir.
Oranin beklenenden oldukca diisiik olmasi, 230 nm'de absorbe eden kirleticilerin varligina
isaret edebilmektedir. Plazmid # 149543 ve Plazmid # 12263’iin 260/230 oran degeri kabul
edilebilirlik diizeyinde tespit edilirken Plazmid # 39196 ait bu oran 2.0 degerinden
diistiktiir. Ancak oran beklenenden Onemli Ol¢lide diisiikse, 230 nm'de absorbe eden
kirleticilerin varli§ina isaret edebilir. Aksi durumda ayni safliga sahip iki DNA 6rneginden
daha az konsantre olan 6rnek, 230 nm'de tuz absorbansi nedeniyle daha diisiik bir 260/230
oranit da gosterbilmektedir. 260/230 orani, DNA'y1 ¢dzmek i¢in salin eliisyon tamponu
kullanildiginda bu degerin istikrarsizligi nedeniyle siipheli bir DNA kalite gostergesi
olarak kabul edilir. Bunun nedeni, numunedeki tuz konsantrasyonunun DNA
konsantrasyonundan daha fazla artmasidir. DNA emiliminin kullanilan ¢oziiciiye bagh
oldugu bildirilmistir. Asidik ¢ozeltiler, 260/280 oranmni 0.2-0.3 oraninda daha az temsil
ederken, bazik bir ¢6zelti, oran1 0.2-0.3 oraninda fazla temsil edebilmektedir (Wilfinger
vd., 1997). DNA safliginin giivenilir dl¢iimii, birgok molekiiler biyoloji uygulamasi igin
onemlidir (Lucena-Aguilar vd., 2016).

4.4 Saflastirilmis Plazmid DNA’simin Elektroforetik Analiz Sonuclar:

MN Plazmid Kiti ile izole edilen pDNA'lar agaroz jel iizerinde goriintiilendi. Kit ile
izolasyondan sonra jelde siiper sarmal (supercoiled) ve gevsek/centikli sarmal (nicked

circles) formda pDNA bandlar1 gézlenmistir (Sekil 4.5). Kit ile izolasyondan sonra jelde
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super sarmal formda 7481, 9321 ve 13.454 bp'lik pDNA bandlari tespit edilmistir. Jel
gorilintiisiinde isaretlenen super sarmal formlar plazmid izolasyonun istenilen Olgiilerde

oldugunun bir gostergesidir.

Mass (ng) Kilobases
40 100

Sekil 4.6: Agaroz jel iizerinde MN Plazmid kiti kullanilarak izole edilen pDNA'larin
goriintiisii. M, Marker; 1-3. kuyucuklar, Plazmid #39196 (9321bp); 4-6. kuyucuklar,
Plazmid #149543 (7481 bp); 7-9. kuyucuklar, Plazmid #12263 (13.454 bp).

pPDNA, az miktarlarda bakteriyel genomik DNA ve degisen oranlarda ii¢ pDNA formu
(stiper sarmal, gevsek sarmal/ tek zinciri kirik ve dogrusal) icerir. Eger plazmit DNA’s1
siiper sarmal formda jelde yiiriitiiliirse 3 farkli bant goriiliir. En iisteki bantta tek zinciri
kirik plazmid, orta kisimda lineer hale gelmis plazmit ve en asagida ise siiper sarmal
plazmid yer alir. Saf ve genellikle super sarmal formda pDNA'nin eldesi olduk¢a dnemlidir
(Abdulrahman ve Ghanem, 2018). Bu c¢alismada, izolasyon kiti ile izole edilen
pDNA'nin en optimize edilmis hali olan super sarmal pDNA elde edilmistir. Bununla
birlikte, super sarmal formun yani sira baska bigimlerde pDNA elde etmek, super sarmal
DNA'min agaroz jelden geri kazanilmasini gerektirir. Literatiire goére, pDNA'nin super
sarmal formu, c¢entikli dairesel veya dogrusal DNA'dan daha yiiksek transfeksiyon
aktivitesi ile sonuglanmustir (Li vd., 2010). Topolojinin transfeksiyon verimliligi
tizerindeki etkisi lizerine yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar, siiper sarmal DNAin
hiicrenin periniikleer bolgesine ulasmak icin lineer DNA veya gevsek dairesel DNA'dan
daha uygun oldugunu belirtip bu form pDNA’nin transfeksiyon verimliligini 6nemli dlciide
artirdigini saptamiglardir (Hassan vd., 2016). DNA topolojisinin bozulmadan super sarmal
formlu plazmid seklinde izole edilebilmesi i¢in izolasyon islemleri sirasinda sicaklik,
santrifuj/karigtirma siiresi ve siddetine ozellikle dikkat edilmelidir. Aksi takdirde tek
sarmalli ¢entikli veya pargali halde pDNA formlar1 ortamda meydana gelen gerilim ve

stirtiinme kuvvetinden dolay1 kolaylikla olusabilmektedir (Higgins ve Vologodskii, 2015).
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Bu konformasyonel degisiklik, pDNA'nin transfeksiyon etkinligini etkileyebilir. Jelden
geri kazanim sirasinda, siiper sargili pDNA'ya zarar vermemeye Ozen gosterilmelidir

(Azevedo vd., 2019).

4.5 Hiicre Kiiltiiriindeki Pseudoviriisler Varhiginin GFP Isimasiyla Gosterilmesi

Transfeksiyon islemlerinden sonra HEK293T hiicre morfolojisi inverted mikroskop altinda
kontrol edilmistir. Ayrica plazmidlerin entegrasyonundan sonra pseudoviriis {iretimine
bagli olarak rapotdr genin GFP’i ekspresyonu floresans isima altinda goriintiilenmistir.
Bununla birlikte, ilk 48 saatte hiicre kiiltlirlerinin bulundugu 6 kuyucuklu plakalardaki
besiyeri rengi de her saatte bir gozlenmistir (Sekil 4.6). Besiyerinin renginin
pembe/kirmizidan turuncu renge ilk 36 saatlik inkiibasyondan sonra yavas yavas
dontistiigli tespit edilmistir. Hiicre yogunlugunun % 60-80’den ¢ok olmasi durumunda
literatliirde de belirtildigi lizere besiyeri renginin ortamdaki pH degisimine bagli olarak
hizli bir sekilde sar1 renge doniismesi istenilmeyen bir durumdur. Bu renk degisimi
makroskobik olarak hiicre yogunlugunun ¢ok arttigint ve hiicrelerin hizla yaglanip
apoptozise ugradigmin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Millet vd., 2019; Garcia
vd., 2014).

Sekil 4.7: Uclii plazmid transfeksiyonunun 48. saatinde HEK293T hiicrelerinin
mikroskobik goriintiileri. Bilylitme 20X

Yontemde iizerinde dikkatle durulmasi gereken bir dizi kritik adim vardir. Ozellikle
HEK293T/17 iiretici hiicre hattinin hiicre yogunlugu, basarili transfeksiyonun
saglanmasinda kritik bir faktordiir. Millet vd. (2019), % 40-60 hiicre yogunlugun optimal
oldugunu belirtmistir. Daha yiliksek yogunluklar tipik olarak diisiik transfeksiyon
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verimliligi ve diigiikk partikiil tiretimi ile sonuglanmaktadir (Millet vd., 2019). Ayrica,
HEK-293T/17 hiicrelerinin diger hiicre hatlarina gére daha az yapisik (adherent) oldugunu
gdz oniinde tutmak gerekmektedir. Islemler esnasinda hiicrelerin plaka yiizeyinden
ayrilmamasina 6zen gosterilmelidir. Bazi ¢alismalarda yapigsmayi artirmak igin hiicre
kiltiri plastik yiizeyleri poli-D-lizinle kaplanmistir (Huang vd., 2005). Ayrica, daha
yuksek hiicre yogunlugu genellikle zayif transfeksiyon oranlariyla sonuglanir.
HEK?293T/17 hiicrelerine transfeksiyon reaktifi eklendikten sonra, hiicre gecirgenliginin
artmaktadir. Bu nedenle bu noktada, sitotoksisiteyi artirabilecekleri i¢in antibiyotik iceren

besiyerleri kullanmaktan kaginmak en 1iyisidir.

Iki farkli kontrol grubunun miksroskop goriintiileri Sekil 4.7°de gériilmektedir. Negatif
kontrolde herhangi bir floresans 1s1ma goriilmezken sadece GFP raportdr gen igeren
plazmidin transfekte edildigi pozitif kontrolde {iiglii plazmid transfeksiyonun oldugu

uygulamalara gore daha az GFP 1s1mas1 gézlenmistir.

Sekil 4.8: Uclii plazmid transfeksiyonunun 48. saatinde kontrol grubu HEK293T
hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri. A, plazmid transfeksiyonu olmayan hiicre kiiltiirti
ortami; B, sadece Plazmid #39196 (pHIV-Luc-ZsGreen) transfeksiyonu olan hiicre kiiltiir
ortami. Floresans, transfeksiyondan 48 saat sonra kaydedildi. Biiyiitme 20X.

Pseudotiplenmis pargaciklari toplamadan once, transfekte edilmis HEK293T/17 hiicre
siipernatanlarinin rengi kontrol edilmistir. Tipik olarak, 48 saatlik transfeksiyondan sonra,
hiicre kiiltiirli ortaminin rengi turuncu-pembe bir renk almistir. Sar1 renkli ortam genellikle
zay1lf pseudotiplenmis partikiil verimi anlamina gelir ve genellikle hiicre yogunlugu ile

ilgili sorunlarin bir sonucudur. HEK293T hiicrelerinin Sars-CoV-2-S proteini ile
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pseudotiplenmis lentiviral vektorle transfeksiyonun 48. Saat goriintiilemeleri Sekil 4.8°de

verilmistir. Taranan tiim bolgelerde yogun GFP 1gimalarina rastlanmistir.

Sekil 4.9: HEK293T hiicrelerinin SarsCoV-2-S proteini ile pseudotiplenmis lentiviral
vektorle transfeksiyonu (A-D). Pseudotiplenmis vektorlerin hedef hiicrelere entegrasyon
sonucu yesil fliloresan proteini (GFP) 1s1masi igerir. Floresans, transfeksiyondan 48 saat

sonra kaydedildi. Biiytitme 20X.

Bu tezde, pseudo tip pargacik iiretimi 6 kuyulu bir plaka bigiminde gerceklestirilmistir.
Uretilen pargaciklarin hacmini artirmak icin, 6 kuyulu bir plakanin birka¢ kuyucugu ayni
plazmit karigimu ile transfekte edilebilir ve siipernatanlar birlestirebilir. Alternatif olarak,
tiretimi biliylitmek i¢in baska tiir kaplar (6rn. 25 veya 75 cm?2 flasklar) kullanilabilir. Bu

durumda, transfeksiyon kosullar1 buna gore 6l¢eklendirilmelidir.

Pseudotiplenmis parcaciklarin -80 °C'de kriyoviallerde saklanmasi, enfektivitede gozle

goriiliir bir azalma olmadan birkag ay boyunca stabilitelerini korumaktadir.
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Zamanla enfektivitelerini azaltacagindan donma-¢oziilme dongiilerine tabi tutulmalari
Onerilmez. Bu nedenle, bunlar1 0,5-1 mL gibi kiigiik pargalar halinde saklamak ve bir

enfeksiyondan once eritmek en iyisidir.
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5. SONUC

Biyogiivenlik diizeyi 2 olan bir laboratuvarda SARS-CoV-2'ye kars1 nétralize edici antikor

tepkilerini incelemek i¢in kolayca erisilebilen bir yontem gelistirilmistir.

Bu yontem, insan serum veya plazma oOrneklerinin uygun bir 96 kuyulu formatta
taranmasina izin verir; bu, bagisiklik gelisimini daha i1yi anlamak ve bagisikligin pasif
transferi i¢in bagiscilar1 potansiyel olarak taramak amacli ¢ok sayida hasta 6rneginin test
edilmesini kolaylastirmaya yardimer olacaktir. Bir¢ok viral enfeksiyonda nétralize edici
antikorlarin 6nemi gozardr edilemez. Gegilirmis enfeksiyon veya agilama nedeniyle
notralize edici antikorlarin varliginin, ¢ogu durumda bireyi gelecekteki enfeksiyondan
ve/veya ciddi hastaliktan korumasi beklenir. Bu durum, diger bir¢ok patojen i¢in ¢alisilmig
olsa da, notralize edici antikorlarin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu ve hastalik siddetini nasil
etkileyecegi hala belirsizdir. SARS-CoV-2 ortaminda antikor nétralizasyonunu d&lgen
testlerin mevcudiyeti, patogenez mekanizmalariin ve bagisiklik sisteminin organizmada
viriis varligina nasil tepki verdiginin daha iyi anlagilmasina yol agacaktir. SARS-CoV-2'ye
kars1 gelistirilen ¢esitli asilar, 2020 yilindan itibaren uygulanmaya baslamistir. Spike
glikoprotein bazli asilar icin, hiicresel bagisikligin degerlendirilmesiyle birlikte antikor
noétralizasyonunu Olgen caligmalar, ast etkililiginin daha iyi anlasilmasina ve tahmin

edilmesine yardimc1 olabilmektedir.
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INTERNET KAYNAKCASI

Addgene plasmid # 141184; http://n2t.net/addgene:141184; RRID: Addgene 141184)
adresinden 30 Temmuz 2022 tarihinde erisildi.

Kimerik 5' LTR'lerin kullanimi (https://www.addgene.org/) adresinden 10 Haziran
tarihinde erisildi.

Kendiliginden inaktive olan (SIN) plazmidler (https://www.addgene.org/) adresinden 15
Haziran tarihinde erisildi.

Lentiviral transfer vektori (https://www.addgene.org/guides/lentivirus) adresinden 2
Haziran tarihinde erisildi.

Plazmid #39196 (pHIV-Luc-ZsGreen) sematik gosterimi (Addgene plasmid # 39196;
http://n2t.net/addgene:39196; RRID: Addgene 39196) adresinden 1
Temmuz 2022 tarihinde erisildi.

Plazmid #12263 (pCMV-delta R8.2) sematik gosterimi (Addgene plasmid # 12263;
http://n2t.net/addgene:12263; RRID: Addgene_12263) adresinden 19
Temmuz 2022 tarihinde erisildi.

Plazmid #149543 (pGBW-m4137384) sematik gosterimi (Addgene plasmid # 149543,
http://n2t.net/addgene:149543; RRID: Addgene_149543) adresinden 20
Temmuz 2022 tarinde erisildi.

2. nesil lentiviral transfer plazmitleri, (https://www.addgene.org/guides/lentivirus)
adresinden 15 Haziran 2022 tarihinde erisildi.

3. Nesil lentiviral plazmitlerin sematik gosterimi (https://www.addgene.org/) adresinden 20
Haziran tarihinde erisildi.

Viral iiretim semas: (https://www.addgene.org/) adresinden 2 Temmuz tarihinde erisildi.
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