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SARS ASI CALISMALARINDA SON GELISMELER
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OZET

Ciddi akut solunum yolu yetmezIligi sendromu (SARS) diinya capinda sadece birkag ay icerisinde bin-
lerce enfeksiyona ve yiizlerce 6liime yol agmistir. SARS koronavirusu (SARS-CoV)'nun 2002-2003 salgini-
nin oncesinden beri hayvanlardan insanlara gecmekte oldugunu gosteren kanitlar, olasi yeni bir pande-
minin gerceklesebilecegini belirtmektedir. Bu nedenle giiniimiizde SARS asi calismalari yogun bir sekilde
devam etmektedir. Uzerinde calisilan agilar arasinda; inaktive tiim virus asilari, viral ve bakteriyel vektor-
ler kullanilarak hazirlanan asilar, rekombinant protein asilari, alt tinite asilari, DNA agilari ve canli-ateniie
virus agilari sayilabilir. Asi calismalarinda farkli hayvan modelleri kullaniimakla birlikte en uygun model, in-
sanlardaki SARS patogenezine yonelik klinik belirtilerin, viral replikasyonun ve akciger patolojisinin ben-
zerligi nedeniyle gelinciklerdir. SARS’a yonelik cesitli asi yontemlerinin giivenli ve immiinojenik oldugu-
na dair bircok kanit olmasina ragmen, asilanmis hayvanlarda virusun uygulanmasi sonrasi hala belirgin
derecede hastalik gorilmektedir. Daha da 6nemlisi, bazi calismalarda, SARS hastaliginin asiya bagh sid-
detlenmesi olasiligi da gosterilmistir. Calismalardan elde edilen veriler, 6zellikle mukozal immdnite, T
hiicre cevabi ve heterolog asi kombinasyonlarina odaklanmasi gereken ileri agi gelistirme calismalarina
olan ihtiya¢ konusunda 6nemli bilgiler vermektedir. Bu derleme yazida, SARS asi calismalarindaki gelis-
meler son yillara ait kaynaklar 1s1ginda tartigilmaktadir.

Anahtar s6zciikler: SARS, koronavirus, asi.

ABSTRACT

Severe acute respiratory syndrome (SARS) caused thousands of human infections worldwide and
hundreds of deaths in just a few months. Evidence indicates that SARS coronavirus (SARS-CoV) has be-
en circulating from animals to humans since before the 2002-2003 outbreak, suggesting that another
pandemic may occur. This possibility has focused continuous action on SARS vaccine research. Inactiva-
ted vaccines, viral and bacterial vector vaccines, recombinant protein vaccines, subunit vaccines, DNA
vaccines, and live-attenuated virus vaccines have been studied in different animal models. Although dif-
ferent animal models are used in vaccine studies, the most appropriate model for studying SARS is fer-
ret since it develops the typical clinical signs, viral replication patterns and lung pathology compatible
with that of SARS pathogenesis in humans. While there is much evidence that various vaccine strategi-
es against SARS are safe and immunogenic, vaccinated animals still display significant disease upon chal-
lenge. Moreover, potential vaccine enhancement of SARS have also been shown in some studies. Data
from the studies give an important information of the demand for further vaccine development rese-
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arch, especially focusing on mucosal immunization, T-cell immunity and combinations of heterologous
vaccines in prime-boost regimens. In this review article developments on SARS vaccines have been dis-
cussed under the light of recent literature.

Key words: SARS, coronavirus, vaccine.

GiRis

Ciddi akut solunum yetmezligi sendromu (Severe Acute Respiratory Syndrome;
SARS), 2002-2003 sonbahar-ilkbahar doneminde 32 tilkede 8098 kisinin enfekte olma-
sina, 774 kisinin ise o6limune yol acan bir enfeksiyon olarak ortaya ¢cikmistir. Bu durum,
tim diinyada seyahatlere 6nemli ol¢tide kisitlamalar getirmis, ayni zamanda ekonomik
acidan da ciddi zararlara neden olmustur'. Dizi analizleri ve Koch postulatlari dogrultu-
sunda makak maymunlarinin enfekte edilmesi sonucu SARS’In etiyolojik etkeni, Nidovi-
rales takimindan ve Coronaviridae ailesinden olan yeni bir insan koronavirusu (CoV) ola-
rak tanimlanmistir?. Serolojik bulgular, SARS ile iliskili koronavirusun (SARS-CoV) s6z ko-
nusu salgindan once birka¢ yil boyunca insan popllasyonuna zoonotik bulas yoluyla
gectigini ve bu bulagin devam ettigini ortaya koymus; bu sekilde 2004 yilinda birbirin-
den bagimsiz en az dort tane laboratuvar baglantisi gosterilemeyen olguyla sonuclandi-
g1 bildirilmistir>3. Uzun bir siiredir insan popiilasyonunun SARS-CoV bulasina maruz ka-
lis1, bu potansiyel tehlikeye karsi korunmaya yonelik asilarin hazirlanmasi gerekliligini de
glindeme getirmistir. Cin misk kedisi, rakun ve yarasa haricinde kedi, kopek, domuz, fa-
re, gelincik, tilki, maymun ve sican gibi cok sayida hayvanda replike olabildigi icin SARS-
CoV'un aslinda bir zoonoz etkeni oldugu ileri siiriilmektedir>.

SARS-CoV primer olarak solunum yolu enfeksiyonuna neden oldugu icin en fazla so-
lunum yollarinda bulunmasina ragmen, diger organ ve dokularda hatta diskida dahi sap-
tanabilmigtir. Hastaligin inkiibasyon dénemi 2-10 giin olup, bulasicilik ikinci haftada en
Ust diizeydedir. Hastalk, ates, titreme, halsizlik, solunum guigligu, oksuruk, ishal ve pno-
moni ile karakterizedir. Yaygin alveoler hasar ve 6zellikle makrofajlardan olusan enflama-
tuvar hicre infiltrati SARS hastalarinda gorilen tipik bulgulardir. Cogunlukla iki hafta si-
ren ates sonrasi, solunum semptomlari ve radyolojik degisiklikler gerilemektedir. Yiizey-
lerde alti gine kadar canli kalabilmesine ragmen SARS-CoV bulaginin temelinde damla-
ak yoluyla yayiimin oldugu duistintlmektedir. SARS hastalarinin cogunlugunu yetiskin-
ler olusturmakla birlikte, 15 yas ve altindaki ¢cocuklarda da birkag olgu bildirilmistir. Bu-
tiin olgular arasindaki &lim orani ise yaklagik %10 olarak ifade edilmektedir?.

SARS-CoV enfeksiyonuna karsi onaylanmig 6zgul bir antiviral ilacin olmamasi nedeniy-
le, 6zellikle risk grubunu olusturan kisilerde hastaligi 6nlemeye yonelik en uygun yolun
asllama oldugu ileri strilmektedir. Basarili bir SARS asisinin saglik calisanlarinin, labora-
tuvar personelinin ve diger riskli bireylerin korunmasi amaciyla profilaktik olarak kullanil-
masi gerektigi belirtiimektedir. Glinimuzde, insan CoV’larinin hicbiri icin onayl bir asi
bulunmamakla birlikte, tavuk, sigir, kopek, kedi ve domuz CoV’larina yonelik asilar Gre-
tilmistir3.
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SARS-CoV’un 29.7 kb uzunlugundaki pozitif iplikcikli RNA genomu, yaklasik olarak 14
actk okuma penceresi (open reading frame; ORF) icermektedir. Bu ORF bolgeleri asi ve
ilac gelistirme calismalari icin hedef olan proteinleri kodlamaktadir. CoV’lar hedef hiicre-
lere, reseptore bagh endositoz yolu ile girmektedir. Bu olay virionun ytzeyinde ¢ikinti
olarak bulunan ve koronaviruslara tipik “ta¢” goriinimunu veren “spike” (S) glikoprote-
ini tarafindan gerceklestiriimektedir. Virusun hiicreye tutunmasinda ve viral zarfin flizyo-
nunda 6nemli rol oynadidi icin S proteini esas olarak viral tutunma proteini olarak gorev
yapmaktadir. Bu nedenle asi calismalar icin esas olan bir hedef antijendir. Reseptor-S
proteini iliskisi CoV turtniin 6zgillugl ve doku tropizmi icin 6nemli bir belirleyicidir. An-
jiyotensin-donustiiriicti enzim 2 (angiotensin-converting enzyme 2; ACE 2) ve CD209L,
SRS-CoV icin fonksiyonel olan reseptorler olarak tanimlanmis olsalar da, ACE 2 yolu ile
hicre icerisine girisin daha etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, S proteininin reseptor bag-
layici kangali cok nemli bir nétralizasyon belirleyicisidir®.

Calisilan SARS-CoV aslilari arasinda; inaktive tim virus agilari, virusun bazi genlerini
eksprese eden viral veya bakteriyel vektorler, rekombinant viral proteinler ve DNA asila-
ri gosterilebilir. Bugline kadar, canl-atentie CoV, 6li CoV, DNA agsilari ve viral vektor agi-
lari hayvan CoV’larina karsi asilamaya yonelik kullaniimiglar ve bu calismalardan basarili
sonuclar elde edilmistir>.

INAKTIVE VIRUS ASILARI

Kolay hazirlanmalarina ek olarak, immuin sistemin enfeksiyon sirasinda karsilastigi an-
tijenik yapilari icermeleri nedeniyle inaktive virus agilari her zaman ilgi ¢ekici olmustur.
Bu agsilarin, ylzeylerinde immiin tanimaya yonelik ¢oklu proteinleri icermeleri ise diger
onemli avantajlaridir. Yapilan calismalarda, virusun en az 8 farkli proteinine karsi olusan
antikorlar, hastalarin konvalesan déonem serumlarinda saptanmugtir. Ayrica S, matriks (M)
ve zarf (E) proteinlerine ek olarak, diger dort ORF'nin de (3a, 6, 7a ve 7b) yapisal prote-
inler kodladigi dogrulanmustir®. Bu veriler, koruyucu antikorlarin hedefleri olabilecek cok-
lu epitoplar ve proteinlerin bulunduguna isaret etmektedir. Bir calismada, inaktive SARS-
CoV ile agllanan farelerde S, niikleokapsid (N), M ve 3CL de dahil olmak Uzere bir dizi
proteine karsi antikor olustugu saptanmistir. Antikor cevabini basaril sekilde indiikleye-
bilmesine ragmen, inaktive asilarin tGretim asamasinda karsilagilan bazi zorluklar vardir.
Bunlar, biyogtivenlik 3 seviyesinde patojenin yiiksek miktarlarda tretilmesi ve basaril bir
inaktivasyonun gerceklesmesindeki glicliiktiir. Bu nedenle, kimyasal maddeler ile (forma-
lin, beta-propiolakton gibi) yapilan inaktivasyona alternatif olarak SARS-CoV’un UV ile de
basarili bir sekilde inaktive edilebildigi bildirilmistir®.

Bazi laboratuvarlar inaktive tim virus agisi gelistirme calismalarini devam ettirmis ve
SARS-CoV nétralizan antikorunu indiiklediklerini belirtmislerdir®. Buna ragmen canli
SARS-CoV'a karsi etkinligin gésterildigi calismalarin sayisi cok azdir. See ve arkadaslan®,
beta-propiolakton ile inaktive ederek hazirladiklari bir tim virus asisini (Tor-2), S ve N
proteinlerini eksprese eden adenovirus vektor asisi ile immuinojenite ve etkinlik agcisindan
karsilastirmislar; bu sekilde, permisif bir fare modelinde canli SARS-CoV‘a karsi koruyu-
culugu degerlendirmislerdir. Calismada, alum adjuvantin varliginda veya yoklugunda,

MiKROBiYOLOJi BULTENiI 507




SARS Asi Calismalarinda Son Gelismeler

kontrol grubundaki farelere kiyasla inaktive tim virus asisinin, yiiksek seviyelerde notra-
lizan antikorlari indiikleyerek ve solunum yollarinda virus ylkini azaltarak SARS-CoV’a
karsi koruma sagladigi bildirilmistir®. Bir diger calismada ise, fare hepatit virusunun E, M
ve N proteinleri ile SARS-CoV S proteininin ko-ekspresyonu sonucunda CoV-benzeri par-
tikiiller gelistirilmis, bu sekilde inaktive tiim virus asisi taklit edilmistir’. Bu ydntemin, not-
ralizan antikorlar indiikledigi ve farelerin akcigerlerinde SARS-CoV replikasyonuna karsi
koruma sagladigr belirtilmis, ancak inaktive tiim virus asisi ile dogrudan bir deneysel kar-
silastirma yapilmamustir’.

Bircok fare modelinde belirgin bir klinik tablo olusturulamamasi, arastirmacilari, et-
kinligin degerlendirilebilmesi icin SARS’In daha virulan oldugu bir konagi secmeye zor-
lamistir. Bu nedenle inaktive SARS-CoV agsisi, klinik semptomlarin ve belirgin akciger
patolojisinin gériildiigi gelinciklerde de test edilmistir®. Formalinle inaktive edilmis
SARS-CoV Urbani susunun adjuvan olmadan uygulandigi bir calismada, bazi notrali-
zan antikorlarin induklendigi ve virusun daha erken temizlendigi goriilmus, ancak ge-
linciklerde sadece hafif bir koruma gerceklestigi belirtilmistir®. Virusun uygulanmasin-
dan 23 gilin sonra akciger dokulari incelendiginde, kontrol grubu ve asilanmig hayvan-
lar arasinda anlaml degisiklikler saptanmamistir. Ancak, asilamaya bagh indiklenen
degisikliklerin gosterilmesi acisindan, bu zamanin ¢ok gec olabilecegi belirtilmistir. Ay-
rica arastirmacilar, bu asinin yeterli immuin cevabi olusturamadigi yorumunu da yap-
muslardir. See ve arkadaslari® bir diger calismalarinda ise, beta-propiolakton ile inakti-
ve ettikleri tim virus asisini adenovirus vektora kullanilarak hazirlanan S ve N asilary-
la gelincik modelinde karsilastirmistir. Bu calisma sonucunda, her iki aginin noétralizan
antikor cevabini indukledigi, st solunum yollarinda virusun yayilimini, replikasyonu-
nu ve alt solunum yollarina ilerlemesini azalttigi belirtilmistir. Bu asilarin ayni zaman-
da timustaki hemorajiyi, pnémoninin siddetini ve akciger epitellerindeki hasar da
azalttigi, ancak yuksek noétralizan antikor titrelerine ragmen, test edilen bitiin agsilarda
ve uygulama sekillerinde tam korumanin gerceklesmedigi belirtiimistir®. Zhou ve arka-
daslari', formaldehid ile inaktive edilmis SARS-CoV kullanilarak Rhesus maymunlarini
asilamiglar; bu asinin hem gulvenli hem de nétralizan antikorlari indiikleyebildigi icin
immiuinojenik oldugunu ifade etmislerdir.

Ote yandan, SARS agisinin etkinligi konusunda sadece antikor seviyesinin degil, T len-
fosit yanitinin da dikkate alinmasi gerektigi dustinidlmustir. Endojen antijen Uretimi,
gliclii bir T lenfosit cevabi olusturdugu icin, See ve arkadaslan® calismalarinda SARS-
CoV'a 0zqgul IFN-gama salgilayan T hiicre cevabini da arastirmiglardir. Burada, bir grup
fare inaktive asl ile, diger grup fare ise adenovirus vektorl kullanilarak hazirlanan S ve N
asilar ile agilanmugstir. Arastirmacilar, T hiicre cevabinin her iki grup farede de benzer ol-
dugunu, bu nedenle, inaktive virus asisinin indlkledigi T hiicre cevabinin, vektor asilar-
daki ile esit olabilecegini belirtmislerdir®.

Hayvan modellerinde yapilan calismalardan olumlu sonuclar alan arastirmacilar, inak-
tive SARS-CoV agisi icin faz | deneylerine baslamuslardir. Lin ve arkadaslan'', beta-propi-
olakton ile inaktive edilen SARS-CoV asisini 36 kisiye uygulamislar; bu asinin gtvenli ve
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iyi tolere edilebilir oldugunu ve nétralizan antikorlari indikleyebildigini belirtmislerdir.
Ancak bu calismada, dogal bir enfeksiyon olmadig icin etkinlik konusunda bir veri elde
edilmemistir'.

Bitiin bu veriler inaktive agilarin glivenli oldugunu ve SARS-CoV’a 6zgil nétralizan
antikorlari indikledigini, hatta T lenfositleri dahi aktive edebildigini gostermektedir. An-
cak, koruyucu etkinlige iligkin glglu bir kanit hala yoktur.

REKOMBINANT VEKTOR ASILARI

Hucreleri enfekte edip vicutta persistan kalabilmeleri ve antijen sunan hticreleri dog-
rudan enfekte edebilmelerinin yani sira, viral proteinlerin tek basina guicli adjuvan akti-
vitesi olmasi nedeniyle, rekombinant virus asilari B ve T hiicrelere bagh gelisen immdin
cevabin indiiklenmesinde etkilidir. Rekombinant viruslar, adeta bir hiicre ici patojen gi-
bi, yabanci hedef proteini konak hiicrenin sitoplazmasinda eksprese ederler. Béylece, en-
dojen antijen konak hiicrede islendikten sonra, MHC sinif | yolu ile eksprese edilip CD8+
T lenfositlerine sunulma ve sitotoksik T hiicrelerinin uyarilmasi icin uygun hale getirilmis
olur. Sonug olarak, rekombinant viruslar, enfekte hiicrelerin yok edilmesinde esas olan
hiicresel immdinitenin aktive olmasina yol acarlar. Bugiine kadar bircok virus, SARS-
CoV'a karst hem glcli bir hicresel immunitenin hem de nétralizan antikorlarin indik-
lenmesi amaciyla SARS-CoV proteinlerinin ekspresyonu icin kullaniimistir®.

Adenovirus Vektor Asilar

Ozellikle replikasyon yoniinden defektif mutantlarin insanlarda patojenite olusturma-
malari, oral veya nazal olarak uygulandiginda mukozal immiuinite olusturabilmeleri ve
adenoviruslarin genomlarinin iyi tanimlanmig olmasi adenovirus vektor asilarinin avan-
tajlar arasinda gosterilebilir. Buna ragmen, bu viruslarin klonlama kapasitelerinin sinirli
olmasi, konak sayisinin kisitl olmasindan dolayi hayvan testlerinin kolay uygulanamama-
si ve insan populasyonunun buyuk bir kisminin enfeksiyonlar nedeniyle bu vektore karsi
bagisik olmasi da adenovirus vektorlerinin dezavantajlari arasindadir. Bu son sayilan de-
zavantajin, farkli bir vektor (DNA asisi gibi) kullanilarak yapilabilecek heterolog kombi-
nasyonlar ile &nlenebilecedi belirtimektedir?.

Yapilan calismalarda, SARS proteinlerini kodlayan adenovirus vektorlerinin immiinoje-
nik oldugu, nétralizan antikor olusumunu ve T hiicre cevabini indikledigi bildirilmis-
tir' 213, Adenovirus vektor asilarinin SARS-CoV’a karsi koruyuculugu ilk kez fareler tizerin-
de calisiimaya baglanmistir. See ve arkadaslari®, SARS-CoV S ve N proteinlerini eksprese
eden rekombinant adenovirus vektorlerini kombine halde intranazal (IN) ve intramusk-
ler (IM) olarak farelere uygulamislar; asinin yiiksek diizeyde nétralizan antikorun yanin-
da N proteinine karsi IFN-gama salinimini indiikledigini ve ayrica farelerin akcigerlerin-
deki virus yiikiini 6nemli dlciide azalttigini saptamislardir®. Calismada, nétralizan anti-
korlarin indiiklenmesinde IM asilamanin daha etkili oldugu, I1gA’y1 sadece IN uygulama-
nin indikledigi, ayrica nazal ve akciger dokularinda (nazal sekresyonlarda 1000 kat)
SARS-CoV replikasyonunun bloke edilmesinde IN asilamanin daha etkili oldugu gorul-
mdustir. Bu bulgu, rekombinant adenovirus N ve S proteinlerinin IN olarak uygulanma-
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sinin glicli bir koruyucu mukozal immiuniteyi indikleyebilecegini gostermektedir. Aras-
tirmacilar ayni calismada rekombinant S ve N asilarini inaktive SARS-CoV agisiyla karsilas-
tirmiglardir. Kombine S ve N asisi inaktive asi ile ayni seviyelerde anti-N IFN-gama salgi-
layan hicreleri indiiklemis, ancak inaktive asi daha yiiksek seviyede notralizan antikorlar
olusturmustur. Ayrica, akcigerlerdeki virus titresi ve RNA miktar dikkate alindiginda,
inaktive aginin akcigerlerde daha istiin bir koruma sagladigi goriilmiistiir®. Ayni arastir-
macilar diger bir calismada ise, ates ve akciger hasari da dahil bircok klinik semptomun
gozlenebildigi bir gelincik modelinde bu asilar test etmislerdir®. Bu calisma sonucunda,
hem inaktive asinin hem de rekombinant S ve N kombinasyonunun nétralizan antikor
cevaplarini indiikledigi ve solunum yollarindaki viral replikasyonun yani sira, timus ve ak-
cigerlerdeki doku hasarini da azalttigi gorilmdistir. Bu calismada, IN olarak uygulanan
rekombinant S ve N agisi zayif bir notralizan antikor cevabi ortaya ¢ikarmasina ragmen
akcigerlerdeki replikasyon ve hasara karsi en iyi korumayi saglamistir®. Bu durum, bir asi-
nin koruyucu etkinliginin gosterilmesi icin serum nétralizan antikorlarinin tek basina ye-
terli bir 6l¢ut olmadigina isaret etmektedir. Ayrica, bazi asilarin yiiksek titrelerde nétrali-
zan antikorlan indiklemesine ragmen, koruyuculugun hicbir zaman tam olmamasi,
SARS’a karsi yeterli bir korumanin saglanmasi icin asilarin kombine halde kullaniimasinin
gerekli olabilecegini gostermektedir.

Kobinger ve arkadaslar'®, SARS-CoV S proteinini eksprese eden insan ve sempanze
adenoviruslari ile olusturdugu heterolog kombinasyonunu gelincik modeli kullanarak
test etmistir. Bu sekilde ikinci asilama suresince, ilk adenovirus vektori asilamasina karsi
olan immiin cevabin interferensinden de kacinilmistir. Calismada, bu asilama yontemi-
nin gelinciklerdeki viral yiikii ve pnémoninin siddetini azalttigi, ayrica Rhesus makakla-
rinda da immiinojenik oldugu gdsterilmistir'*.

Poksvirus Vektorleri

Uretilmelerinin kolayligs, stabil oluslari, bilyiik genleri kodlayabilme kapasiteleri ve si-
toplazmik gen ekspresyonu gibi 6zelliklerin yani sira, uzun sureli hiicresel ve himoral im-
muniteyi indikleyebilmeleri nedeniyle poksvirus rekombinantlari asi vektori olarak her
zaman ilgi cekmistir3. Bir calismada, SARS-CoV S proteinini kodlayan, replikasyon ydniin-
den defektif bir poksvirus vektoru olan modifiye vaccinia Ankara (MVA) susu kullanilmis-
tir. Bu vektor farelere IN ve IM olarak uygulanmis, bu sekilde nétralizan antikorlarin in-
diiklendigi ve solunum yollarindaki viral replikasyonun azaldigi gériilmiistiir'®. Czub ve
arkadaslarinin'®, MVA rekombinant agisini gelincik modeline uyguladiklari bir calismada
ise, asilama sonrasi belirgin derecede gelisen bir karaciger patolojisi gozlemlenmistir. Bu
sonug, SARS-CoV agsisi calismalarinda karaciger patolojisinin gdzden kaciriilmamasi gere-
ken bir konu olduguna isaret ederken, MVA vektori kullanan diger calismada asilamaya
bagli gelisen bir karaciger hasari bildirilmemistir'>.

Rekombinant Platform Agilari

SARS-CoV asi calismalarinda, bazi viral ve bakteriyel vektorler SARS-CoV proteinlerinin
ekspresyonu icin kullanilmistir. Adenovirus haricinde, parainfluenza virus, adeno-asosiye
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virus, Newcastle hastaligi virusu, vezikiler stomatit virusu, kizamik virusu ve kuduz viru-
su SARS asi calismalarinda kullanilan viral vektorlere 6rnek olarak verilebilir. Bu viral vek-
torlere ek olarak Salmonella, bakteriyel vektor olarak SARS asi calismalarinda kullaniimis-
tir. Batdin bu calismalarda, bu vektorlerin degisik hayvan modellerinde hiimoral ve hiic-
resel immiuniteyi indiikledigi bildirilmistir. Ancak diger bircok asi caismasinda oldugu gi-
bi, bu calismalarda da test edilen asilarin etkinligine iliskin glicli bir bulgu elde edilme-
mistir>.

ALT UNITE ASILARI

Saflastirnimis antijenden olusan alt tnite asilari, glivenli olmalari ve kolay hazirlanmala-
ri nedeniyle avantajli olmalarina ragmen bazi durumlarda koruyucu etkinlik gostereme-
mektedir. Ozellikle ekzojen olarak iretilen proteinler, MHC sinif Il yoluyla sunulduklari igin
genellikle guglu sitotoksik T hicre cevabi olusturmazlar. CoV S proteinleri koruyucu im-
mun cevaplari olusturan determinantlar icerdigi icin alt Gnite agilarinin gelistiriimesinde
de tercih edilmektedir. Bu nedenle, hiicre reseptorlerine baglanmadan sorumlu olan
SARS-CoV S glikoproteini hem asi hem de tedavi yoniinden ilgi uyandiran bir hedeftir. S
proteininin amino ucuna baglanan bir insan monoklonal antikorunun, SARS-CoV'u gli¢-
IU bir sekilde notralize etmesi ve reseptor baglanmasini bloke ederek sinsitya olusumunu
inhibe etmesi, S proteininin hedef olarak kullaniimasi yaklasimini desteklemistir’. Daha da
onemli olarak, fareler ve Afrika yesil maymunlari tizerinde yapilan caligmalarda, S prote-
ininin serum nétralizan antikorlarin indiiklenmesine ve SARS-CoV'a karsi koruyucu bagi-
sikhigin olusmasina neden oldugu gosterilmistir'>'”. Ote yandan, diger bazi proteinlerin
de virion yiizeyinde eksprese edilmesi ve bu proteinlerin SARS’lII hastalarin konvalesan se-
rumlarinda saptanabilen antikor olusumuna neden olmalari, koruyucu bagisikhgin indiik-
lenmesinde bu proteinlerin de yararli olabilecegini isaret etmistir. Ornegin, M proteinleri-
ne karsi olusan antikorlarin noétralizan aktiviteleri oldugu, ayrica SARS-CoV S proteininin
CD4+ ve CD8+ T hiicre cevaplarini olusturabildigi de gosterilmistir>.

Diger hayvan CoV asilarina yonelik calismalar, CoV N proteininin de asi gelistirilmesi
icin bir antijen adayi olabilecegini gostermistir. CoV N proteinlerine karsi olusan antikor-
larin in vitro olarak virusu notralize edici etkisi bulunmamasina ragmen, hicresel immu-
nitenin indiiklenmesine neden oldugu icin, bu proteinin in vivo olarak koruma saglaya-
bilecegine iliskin kanitlar vardir. S6yle ki, bu proteinin, CoV’a 6zgil CD8+ T hiicrelerinin
olusmasina neden oldugu ve hayvanlarda enfeksiyon sonrasi koruma sagladigi gosteril-
mistir. Eksprese edilen SARS-CoV N proteini, antijene 6zgul T hiicre cevaplarinin indik-
lemesinden dolay! bir asi adayi olarak gosterilmis, ancak bu asilarin olusturdugu in vivo
korumaya iliskin herhangi bir calisma yapilmamustir'®1°,

DNA ASILARI

Bircok patojen icin, asilama sonrasi hem himoral hem de hiicresel bagisikhgin olus-
masi arzu edilir. Genellikle hiicresel immuniteyi etkili bir sekilde indiikleyenler ise sadece
canli-rekombinant veya atenie asilardir. Patojenlerden elde edilen proteinleri kodlayan
plazmid DNA'larin olusturdugu DNA asilarinin, hiimoral ve hicresel bagisikhgr indiikle-
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digi gosterilmistir. Bu sistemde hiicresel bagisikligin indiiklenmesinin nedeni canli virus-
larin etkilerinin taklit edilmesidir. Clinki antijenik proteinler endojen olarak Uretilmekte
ve MHC sinif | tarafindan sunulmaktadir ki, bu sekilde CD8+ T hiicre cevaplari indutklen-
mektedir. Buna ek olarak, stabil, basit, kolay ve giivenli olmasi nedeniyle DNA asilarinin
canlh asilara iyi alternatifler oldugu dustiniilmektedir. Himoral ve hiicresel immiin cevap
olusturabilen S, M ve N proteinleri de dahil bazi SARS-CoV proteinleri, DNA asisi aday-
lari olarak gésterilmistir®.

Yang ve arkadaslarinin'” yaptiklari bir calismada, S proteinini eksprese eden bir DNA
asisi hem T hiicre hem de nétralizan antikor cevaplarini indiiklemis ve akcigerlerde SARS-
CoV replikasyonunu azaltmistir. Daha 6nemli olarak bu calisma, koruyuculugun S genine
karsi olusan antikorlar ile iliskisi oldugunu; T hiicrelerine bagh olmadigini géstermistir'”.
Cok epitoplu DNA asisi yonteminin kullanildigr bir calismada, farelerde S (437-459) ve M
(1-20) olmak tizere iki epitopa karsi antikor cevaplarinin indiklendigi ve bu antikorlarin
SARS-CoV’un enfektivitesini in vitro olarak notralize ettigi gosterilmis, ancak koruyuculuk
degerlendirilmemistir?®. Bir bagka calismada da, N-DNA ile asilanmis farelerde N'ye 6zgiil
antikor Uretildigi ve sitotoksik T lenfosit aktivitesinin indiiklendigi; ancak geg tip asir du-
yarlilik reaksiyonunun olustugu gérilmiistiir?'. Gupta ve arkadaslar??, MHC sinif Il sunu-
munun artirlmasini amacladiklar calismalarinda, eksprese edilen SARS-CoV N proteini
LAMP (lysosome-associated membrane protein)’a baglandiginda, bellek cevaplarinin art-
tg1 gériilmistiir. Kim ve arkadaslarinin?® calismalarinda ise, MHC sinif | sunumunun arti-
rilmasi icin N proteini kalretikiline baglandiginda, N proteinine 6zgul hiimoral ve hticre-
sel immun cevaplarin olustugu, ayrica N proteinini eksprese eden vaccinia virusun titresi-
nin de anlamli derecede azaldigi gorilmistir. Bu sonuglar, boyle bir cevabin ayni zaman-
da SARS-CoV ile enfekte hiicreleri de hedef alabilecegini gostermektedir. Diger bir calis-
ma grubu ise S, M ve N-DNA asilarini karsilastirdiklari calismalarinda, ilging olarak M pro-
teininin en giclii T hiicre cevabini olusturdugunu bildirmislerdir?*.

Hayvan modellerinde yapilan DNA asisi calismalardan olumlu sonuglar alinmasi ve
inaktive asilar icin faz | calismalarina baslanmasinin ardindan, DNA asilari da faz | calisma-
larinda test edilmistir. Martin ve arkadaslari®>, S proteinini kodlayan DNA asisini 10 sag-
lkli kisiye uygulamis ve asinin iyi tolere edildigini, hlicresel immun cevap ve nétralizan an-
tikor olusumunu indiikledigini bildirmislerdir?>. DNA asilari ile ilgili elde edilen olumlu ve-
rilere ragmen etkinlige yonelik gticli bir bulgu bildirilmemistir. Etkinligin artinlmasi ama-
ayla heterolog yontemlerin gelistirilmesi ile ilgili calismalarda, DNA asilamasinin protein-
ler, inaktive asilar veya viral vektorler ile birlikte uygulanabilecegdi belirtilmektedir. Bu uy-
gulamalar, daha giicli immin cevap olusturmakta ve ayrica immiin cevabin tipini (6rne-
gin Th1/Th2) de belirleyebilmektedir. Ozetle, SARS icin DNA agilari umut vaat edici olsa
da, iyi bir hayvan modelinde koruyuculugun gésterilmesine ihtiyac vardir?.

CANLI ATENUE ASILAR

En uzun 6mirld ve koruyuculugu en yiiksek olan asilar, ateniie patojen veya bu pato-
jenle yakin iligkili olan avirtilan canli viruslardan (variola’ya karsi koruma saglayan vaccina
virus asisi gibi) hazirlanan asilardir. Konakta olusturduklari persistansin yani sira, endojen
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protein uretimi ve etkili MHC sinif | sunumuna bagli glclu sitotoksik T hiicre cevabi olus-
turmalarindan 6tird bu agilarin etkinligi daha fazladir. Atenliasyona neden olan nokta
mutasyonlarinin geri donerek virulans olusturabilmesi, ayrica atente oral polioviruslarda
oldugu gibi delesyon yolu ile atente edilen mutantlarin cevrede dogal olarak bulunan vi-
ruslar ile rekombinasyona girerek tekrar virulans kazanabilmesi atente asilarin dezavantaj-
lari olarak sayilabilir. Bu glvenlik sorunu nedeniyle, saglik acisindan ciddi tehdit olusturan
bir hastaliga yonelik gucli bir kanit olmadikca ateniie asilarin onayinin alinmasi cogun-
lukla zordur. SARS icin bu tir sorunlar ile hentiz karsilagilmamis olsa da, bazi ilging ateniie
mutantlar gelistirilmistir. Ornegin; kiiciik E geni bulunmayan rekombinant SARS-CoV’dan
olusan bir canli ateniie asinin immiinojenite ve koruyucu etkinligi calisilmistir?®. E geninin
delesyonu, in vitro ve in vivo olarak virus titrelerinin ve viral morfogenezin azalmasina ne-
den oldugu icin, virusu ateniie etmektedir’. Lamirande ve arkadaslari?®, bu delesyon mu-
tanti ile asilanan hamsterlerin ylksek seviyelerde serum nétralizan antikorlar olusturdugu-
nu gostermistir. Bu calismada ayrica, gerek hamsterlerde ortaya cikan klinik belirtilerin,
gerekse homolog (SARS-CoV, Urbani) ve heterolog (GDO03) suslarin solunum yollarindaki
replikasyonunun azaldi§i gorulmus; bu nedenle, yapisal E geninin delesyonunun, canli-
atentie bir SARS-CoV asisi gelistirilmesinde ilk basamak olabilecegi belirtilmistir?®. Yapilan
cesitli cahsmalarda da, SARS-CoV genomunun yeniden diizenlenmesine yonelik yaklagim-
lar denenmis ve atentie virus suslarinin elde edilebilmesi icin cesitli gen delesyonlari lize-
rinde etkinlik arastirmalari ile umut verici sonuclar alinmistir®”-28,

SARS ASILARINDA KULLANILAN HAYVAN MODELLERI

Makaklar, Afrika yesil maymunlari, gelincikler, fareler, hamsterler ve Cin misk kedileri
SARS icin kullanilmis hayvan modelleridir®. Fare modelinde, SARS hastaligi sirasinda in-
sanlarda gorulen klinik belirtiler ve ciddi bir tablo olusmamaktadir. Bu nedenle, kullani-
lan fareler immun sipresif veya yasli olmadigi suirece, etkinligin bu modelde test edilme-
si tartismali bir konudur. Daha iyi sonuglar alinmasi amaciyla farelere uyarlanmig SARS ve
insan ACE2 transgenik fareleri kullanilmis olmasina ragmen, her iki modelde de belirgin
sorunlarla karsilasiimistir. Benzer sekilde, hamsterlerde de SARS-CoV enfeksiyonunun kli-
nik belirtileri olusmamaktadir. Ote yandan, influenza virusu ile ilgili calismalarda genis &1-
cude kullaniimis olan gelinciklerde akciger patolojisi ve virus atilimi gorilmus ve gelin-
ciklerin SARS-CoV enfeksiyonuna karsi duyarli oldugu belirtilmistir®. Gelincikler tizerinde
yapilan bir calismada, SARS-CoV Toronto 2 susunun IN olarak uygulanmasinin ardindan
klinik belirtiler goriilmemesine ragmen, faringeal stirintli 6rneklerinde viral RNA'nin sap-
tanabildigi belirtilmistir'®. Buna ek olarak, insanlardaki SARS patogenezine yonelik klinik
belirtilerin, viral replikasyonun ve akciger patolojisinin gosterilmesi icin gelinciklerin en
iyi modellerden biri oldugu sonucuna varilmistir®'4. Gelinciklerin kullanildigi bir calisma-
da, SARS-CoV uygulanmasinin ardindan enfeksiyonun klinik belirtilerinin (ates ytikselme-
si, nazal akinti ve hapsirik) gériildiigi bildirilmistir®. Bugiine kadar hicbir hayvan mode-
linde, insan SARS-CoV enfeksiyonunda en sik goriilen (> %99) belirti olan ates ortaya
cikmamistir. Dolayisiyla gelincikler, SARS-CoV icin iyi bir modeldir; st ve alt solunum
yollarinda replikasyonun gerceklesmesine, klinik hastaligin gelismesine, (st solunum yo-
lundan virusun atilmasina ve ciddi akciger patolojisi gelisimine yol acmaktadir. Sonug
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olarak gelincikler kemirgen olmayan, diger primatlara gére ekonomik acidan daha uy-
gun olan ve daha kolay calisilabilen bir modeldir. Bu modelin baglica dezavantaiji ise, ge-
linciklerin immuin sisteminin iyi tanimlanmamis olmasi, bu nedenle de calismalarda kul-
lanilan reaktiflerin ve kitlerin kisith olmasidir?.

ASININ GUVENILIRLIGI

Asi calismalarinda en buyuk korku, Uretilen asinin etkili olmamasindan ¢ok, hastaligi
daha fazla siddetlendirmesidir. CoV asilarinin gecmisine bakildiginda, kedi CoV’larinda
hastaligi siddetlendirici etki yaptigi goriilmektedir?®3°, Bu konuda en fazla kabul géren
yaklasim, virusun hiicreye girisinin “antikora bagimh artis” mekanizmasi ile artmasidir.
Bu durumun, insan B hiicre kilttrlerinde SARS-CoV S proteini uygulandigi zaman ger-
ceklestigi gosterilmis; ancak S proteini ile asilanan ya da anti-S antikoru verilen hayvan-
larda viral yiikiin artmadigi ve hastaligin siddetlenmedigi bildirilmistir'”-31.

Simdiye kadar yapilmig SARS asi calismalarinda asiya bagli indiiklenmis olasi patoloji-
leri bildiren sadece iki calisma vardir. Czub ve arkadaslar'®, SARS-CoV S proteinini eksp-
rese eden poksvirus vektorii MVA ile asilanan gelinciklerde, virusun uygulanmasinin ar-
dindan diger gruplara kiyasla karaciger patolojisinde artis gorildigind bildirmistir. Ka-
raciger patolojisindeki bu artis, diger herhangi bir SARS-CoV asisi sonrasi gorilmemistir.
See ve arkadaslarinin® S ve N proteinlerini gelincik modelinde test ettikleri calismalarin-
da, asilanmig gruplarda asilanmamis olanlara kiyasla patolojide bir artig gortilmedigi bil-
dirilmistir. Benzer sekilde, inaktive virus asisi ile agilanmig ve virus uygulanmasinin ardin-
dan Ug¢ hafta boyunca takip edilmis gelincikler ile yapilmis bir caismada da, asiya bagli
olarak hastaligin siddetlenmedigi bildirilmistir’. Asilardaki giivenlik konusunu giindeme
getiren diger bir calismada ise, Venezuela at ensefaliti virusu replikon partikillerinde
eksprese edilen N proteinleri ile yapilan asilamanin SARS-CoV uygulanan farelerin akci-
gerlerinde eozinofillerin infiltrasyonunu ve hasar artirdigi belirtilmistir®2. Boyle bir du-
rum diger calismalarda gorilmemistir. Ayrica, adenovirusta eksprese edilen S ve N pro-
tein kombinasyonunun kullanildigi iki calismada da, farelerde veya gelinciklerde eozino-
fil infiltrasyonu bildirilmemistir®®. Her asi ve antijenik kombinasyonun giivenlik ve etkin-
lik acisindan degerlendirilmesi gerekmekle birlikte, simdiye kadar yapilmig SARS-CoV asI-
st denemeleri dikkate alindiginda, hastaligin asi ile siddetlenmesi konusu icin 6zel bir ne-
den olusturmadigi gorilmektedir. Boyle bir durum bildirildiginde, herhangi bir antijen-
den cok, belirli bir ekspresyon sistemine yogunlasilmasi gerekmektedir. Calismalarin bu-
yuk bir cogunlugunda, virulan patojenin uygulanmasinin ardindan saghk tGzerinde her-
hangi bir olumsuz etki olmaksizin immiin yanit olusturulmaktadir?.

ASININ KORUYUCULUGU

SARS hastalarinin konvalesan donem serumlarinda yuksek titrelerde nétralizan anti-
korlar saptanmakta ve bu antikorlarin SARS pnomonisinde gortilen antikorlar ile benzer-
lik gosterdigi ifade edilmektedir®®. Buna ek olarak bazi hayvan modellerinde, SARS-CoV
anti-S antikorlarinin ve tlim virusa karsi olugan antikorlarin hastahgr onledigi ya da viral
replikasyonu azalttigi gésterilmistir®. Buna karsin bir calismada, inaktive SARS ve alum
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asisinin diger asilara (adenovirus vektori) kiyasla 15 kat daha yiiksek serum noétralizan
antikor titresi indiiklemesine ragmen, bu asinin gelinciklerde SARS-CoV’a karsi daha iyi
bir koruma saglamadigi gdsterilmistir®. Bu veriler, SARSIn caligildigi kemirgen modelle-
rine iliskin 6nemli bilgiler vermekte, ayrica gliclii nétralizan antikorlarin indiksiyonunun,
belirgin klinik belirtilerin ve akciger hasarinin gorildigu uygun bir hayvan modelindeki
koruyucu etkinligi ile esit olmadigini gostermektedir. Bir antikorun virus enfeksiyonunu
notralize etme yetenegi, Olciilebilecek en kolay aktivite olmasina karsin, antikorun anti-
viral savunmadaki tek 6nemli fonksiyonu degildir. Bu duruma verilebilecek en 6nemli or-
nek, poksviruslardaki en koruyucu antijenlerden olan A33R’nin olusturdugu koruyucu
antikorlarin nétralizan olmamasidir.

Bazi calismalarda IN agilamanin diger yollara kiyasla daha ustin bir koruma saglaya-
bilecegi bildirilmistir. Bir calismada, S proteini protollin adjuvani ile birlikte farelere IN ve
IM olarak uygulanmis; her iki uygulama sonucunda nétralizan IgG serum seviyesi ben-
zer olmasina ragmen, IN uygulamanin akcigerde virusun replikasyonuna karsi daha iyi
koruma sagladigi bildirilmistir**. Bu durumun, sadece IN olarak asilanan hayvanlarda
saptanan IgA indiiksiyonuna bagh gelistigi diisiiniilmektedir. See ve arkadagslari®® da
yaptiklari calismalarda fare ve gelinciklerde benzer sonuglar bulmugslar; IN uygulamanin
IM uygulamaya gore daha gliclii koruma sagladigini rapor etmislerdir. Bu veriler SARS’a
karsi korumada mukozal immuinitenin énemini vurgulamaktadir.

SARSa karsl koruyuculuk konusunda T lenfosit cevabinin degerlendirilmesi sorunlu ol-
mustur. Kemirgenler uygun bir hastalik modeli olmayabilir. Buna ek olarak, diger model-
lerin degerlendirilmesi de, T hiicre cevaplarinin dlciilmesine yonelik uygun reaktif ve kit-
lerin kisith olmasindan 6tiirl zordur. SARS hastaligina karsi korumada hiimoral ve hiicre-
sel imminitenin rolliniin belirlenmesi icin daha ileri calismalara gereksinim vardir. Wang
ve arkadaslarinin?* S-, M- ve N-DNA asilarini karsilastirdiklari calismalarinda, M en giiclii
T hiicre cevabini olusturmus, Yang ve arkadaslari®® ise, SARS hastaligini gegirmis kisilerde
M antijenine karsi uzun 6murli CD4 ve CD8 bellek hiicre cevabi olustugunu bildirmisler-
dir. Bu veriler, sonraki arastirmalarin, diger viral proteinlerin yani sira M antijeninin de po-
tansiyel etkinliginin degerlendiriimesine yonlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

SONUC

Gunumuzde potansiyel antijenler ile asilama yollarinin aydinlatiimasina ve SARS asi-
larinin tasarlanmasina yonelik gelistirilen bircok yontem tamamlanmistir. Buna rag-
men, koruyuculuk ile klinik belirtiler ve akciger hasarina karsi koruma saglayan immin
cevaplarin olusumu arasinda ne tur baglarin oldugu tam olarak aciklanamamistir. Ca-
lismalarin sonuglari, koruyucu bir SARS asisinin gelistirilebilecegine iligkin umut verir-
ken, ciddi hastaliga duyarli olan memelilerdeki (gelincikler ve insanlar gibi) koruyucu-
lugun, fare modellerinin 6ne surdigiinden daha zor olabilecegine dikkat cekmektedir.
Bugiine kadar elde edilmis veriler, etkinligi en ylksek olan asilama yonteminin, farkh
yonlerden koruyuculuk sagladigi icin, IN ve sistemik asilamanin heterolog bir kombi-
nasyonu olabilecegini gostermektedir. Oniimiizdeki birkac yil icerisinde, heterolog asi
kombinasyonlarinin daha genis 6l¢tide uygulanmasinin yani sira, bugiine kadar yete-
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rince degerlendirilmemis T hiicre cevabinin SARS hastaligindaki rolinin aydinlatiima-
si ve diger SARS-CoV proteinlerinin de asi calismalarina dahil edilmesi ile SARS asilari-
nin koruyuculugu artirilacaktir. Bu sekilde, olasi bir pandemiye yonelik gucli ve etkili
bir asi hazirlanmis olacaktir.
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