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Amac

* COVID-19, global pandemi etkeni olarak tim diinyada hiz kesmeden
etkisini sirdirmektedir. An itibariyla dlinya genelinde insanlarda
vaklasik 940.000 klinik ve laboratuvar tanisi konmus olgudan ve
yaklasik %5 oraninda fataliteden sorumlu bir ajan olarak htuikiim stren
bu etkene karsi kabul edilmis bir etkin bir tedavi yontemi
bulunmamaktadir.

* Sunulan bu arastirma projesinin amaci; COVID-19"a karsi
kullanilabilecek spesifik olmayan dogal lektin Griffithsin derivelerinin
(engineered) elde edilmesi, antiviral ve tercihan terapotik
etkinliklerinin in vitro ve in vivo olarak sorgulanmasidir.



s Paketleri

1- Tiirkiye’de sirkiile olan SARS CoV-2'nin izole edilmesi ve karakterizasyonu (genetik
ve antijenik) gercgeklestirilecektir.

1a- Hucre kiltard ve deneme hayvani inokulasyonu
1b- in vitro enfektivite testleri
1c- Arastirma alt yapisinda mevcut transjenik IFNAR-/- farelerdeki enfektivite testleri
1d- Virls tim genom dizin analizi.
2- Griffithsin (GRFT) lretimi ve saflastiriimasi
3- Sentezlenen GRFT i¢in in vitro/in vivo toksisite/etkilerinin tespiti
4- Terapotik etkinligi tespit edilen molekiillere iliskin formiilasyon gelistirilmesi
5- Antiviral ve Terapotik etkinlik testleri
5a- in vitro etkinlik denemeleri

5b- in vivo etkinlik denemeleri (SARS CoV-2 ile enfekte IFNAR-/- farelerde viral yik
tayini, klinik hastalik siirecinin takibi, makro- ve mikropatolojik muayeneler, IHC)



Alternatif Antiviral Yaklasim-Lektinler

* Su anda viral hastaliklari tedavi etmenin alternatif bir yolu olarak, zarf glikoproteinlerinin
yluzeyinde bulunan glikanlari, hedefleyebilen proteinlerin yani lektinler kullaniilmaktadir.

Lusvarghi et al, 2016

 Lektinler, mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarda bulunan seker baglayici

proteinlerdir.

. II;I(]clrel—hucre etkilesimleri ve protein katlanmasi gibi bircok 6nemli hiicresel slirece
atilirlar.

 Lektinler, hiicre yuzeyi yapisini ve fonksiyonlarini arastirmak icin prob olarak da genis
Olctde kullanilimis, aleca antiviral ilaclar olarak ve kemoterap6tik ajanlarin verilmesinde
uygulamalar bulmus

d rd IT. Bermejo-Jambrinai et al, 2018

 Zarf glikoproteinlerinin ylzeyinde yaygin olarak bulunan ytksek mannozlu glikanlari
baglayabilen bir dizi lektin, su anda mikrobisid olarak kullanilmak Utizere arastirilmaktadir.

* En umut verici antiviral lektinlerden bazilari griffithsin (GRFT), siyanovirin (CV-N) ve muz
lektini (BanLec) icerir.

Lusvarghi et al, 2016



Griffithsin (GRFT)

GRFT, her biri 121 aa’den olusan homodimer.

A

SLTHRKFGGSGGSPF%ELSSIAVRSGSYLDXIIIDGVHHGGSGGNLSPTFTFGSGEYISNMTIRSGDYIDNISFETNMGR

RFGPYGGSGGSANTLSNVKVIQINGSAGDYLDSLDIYYEQY

Kirmizi Alg

A- Dogal GRFT sekansi
B- GRFT dimerik yapisi

C- Mannoz baglanma noktalari

(Asparjin)

Barre et al, 2019



Griffithsin (GRFT) Uretim ve Antiviral Deger

Table 1. Recombinant expression of griffithsin.

Expression System Yield Recovery after Purification  Ref.

E. coli BL21(DE3)—shake flasks 12mg/L [10]

E. coli BL21(DE3)—fermenter 819 mg/L 542 mg/L [10]
Tobacco leaves (Nicotiana benthamiana) 1 g/kg leaf 300 mg/kg [11]
Rice seeds (Oryza sativa endosperm) 301 mg/kg dry seed 223 mg/kg [13]

Table 2. Effective concentrations to inhibit 50% of virus infection (ECsp) of GRFT against
different viruses.

Sample Virus 2 Target Cell b ECs0 (nM)  Ref.
Native GRFT HIV-1gg CEM-SS 0.043 9]
Recombinant GRFT HIV-1gg CEM-SS 0.039 [9]
Native GRFT HIV-1gejo PBMC 0.63 [9]
Native GRFT HIV-1apa Macrophage 0.5 [9]
Native GRFT HIV-1g,.1 Macrophage 0.098 [9]
Recombinant GRFT HIV-1g,.1 PMBC 0.01 [28]
Recombinant GRFT HIV-1y a1 MT-4 0.01 [28]
Recombinant GRFT HIV-2zop MT-4 0.17 [29]
Recombinant GRFT SIV mac2s1 CEMXx174 0.35 [28]
Recombinant GRFT ~ SARS-CoV200300592 Vero 76 280 [15]
Recombinant GRFT ~ SARS-CoV200300592 Vero 76 960 [15]
Recombinant GRFT SARS-CoVyrpani Vero 76 48 [30]
Recombinant GRFT SARS-CoVorn Vero 76 48 [30]
Recombinant GRFT SARS-CoVcyupk Vero 76 61 [30]
Recombinant GRFT SARS-CoVErank Vero 76 94 [30]
Recombinant GRFT HCVjrm Huh-7 13.9 [31]
Recombinant GRFT HCVjrn1 Huh 7.5.1 04 [32]
Recombinant GRFT JEV BHK-21 20 [33]
Recombinant GRFT HPV1g psv HeLa 1390 [34]
Recombinant GRFT HPV1gpsy HeLa 428 [34]
Recombinant GRFT HPV 5 psy HelLa 928 [34]

2 HIV-1: human immunodeficiency virus type 1; HIV-2: human immunodeficiency virus type 2; SIV: simian
immunodeficiency virus; SARS-CoV: severe acute respiratory syndrome corona virus; HCV: hepatitis C virus;
JEV: Japanese encephalitis virus; HPV: humanpapillomavirus. ® CEM-SS: human T-lymphoblastoid cell line;
PBMC: peripheral blood mononuclear cell; BHK-21: baby hamster kidney fibroblasts; MT-4 human T cells
isolated from a patient with adult T cell leukemia; CEMx174: somatic cell hybrid culture between CEM and B
cell like 174 both of human origin; Vero 76: kidney epithelial cells extracted from an African green monkey;
Hubh: differentiated hepatocyte-derived carcinoma cell line.

Lusvarghi et al, 2016




SARS-CoV-2 Enfeksiyon Baslangici

Hucre baglanma

/ proteini «spike»
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Yetkinligimizi Nereden Aliyoruz?

e Sahip oldugumuz arastirma ongorisu ve kapasitesi yuksek bilim
insanlari,

* Ust diizey islevsel donanim alt yapisi (BSL-3, ABSL-3)

* Virus izolasyonu ve karakterizasyonu tecrubesi

* Metagenomik arastirma tecrubesi, cok sayida yeni virlis deklerasyonu
* [lac/Etken madde in vitro in vivo test olasiliklari

* Asi calismalari



KKKA Asi Ongorili Biyoteknoloji Arastirmalari
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Calisma Grubumuz adina;

e TUBITAK
e Bize destek veren herkese
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