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OZET

As1, hem insanlarda hem de hayvanlarda patojen mikroorganizmalar1 kontrol etme ve hastaliklar1 nlemede en
etkili yol olarak kullanilan biyolojik maddedir. Hayvanlarin viral hastaliklarma kars: kullanilan geleneksel as1-
lar, inaktive edilmis veya zayiflatilmus virus asilarindan olusmaktadir. Ancak son yillarda mikroorganizmalarin
alt tinitelerini iceren asilara yonelik calismalar dikkat cekicidir. Bunlardan “Virus Benzeri Parcacik” (Virus Like
Particle, VLP) asilari, as1 kavramma farkli sinirlar acan yaklasimlardan birini temsil eder. Kapsit yapisindan
olusan, virus genomu icermeyen bu yapilar otantik virionun dogal konfigiirasyonunu taklit ederek hem humo-
ral hem de hiicreye baglh bagisiklik tepkilerini etkili bir sekilde ortaya ¢ikarir. VL ler taklit ettikleri hedef anti-
jene kars1 immun sistemi uyarmalarinin yani sira farkli antijenler icin tasiyicilik yaparak da asilarin gelistiril-
mesine katki saglarlar. Bu derlemede VLI lerin genel 6zellikleri, immun sistemi uyarma mekanizmalari, tire-
timleri ve VLP iceren as1 gelistirme teknolojisinin potansiyel avantajlarindan bahsedilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Asi, Virus, Virus benzeri partikiil (VLP).

ABSTRACT

Vaccine is the biological substance used as the most effective way to control of the pathogenic microorganisms
and prevent of the disease in humans and animals. Conventional vaccines used against viral diseases of animals
consist of inactivated or attenuated virus vaccines. However, studies on vaccines containing subunits of micro-
organisms have drawn attention in recent years. Among these, "Virus Like Particle" (VLP) vaccines represent
one of the approaches that open different limits to the vaccine concept. These structures, which consist of capsid
structure and do not contain the virus genome, mimic the natural configuration of the authentic virion, effecti-
vely revealing both humoral and cell-dependent immune responses. In addition to stimulating the immune
system against the target antigen they imitate, VLPs also contribute to the development of vaccines by acting as
carriers for different antigens. In this review, the general characteristics of VLPs, their immune system stimula-
tion mechanisms, their production and potential advantages of vaccine development technology including VLP
are discussed.

Keywords: Virus, Virus-like particle (VLP), Vaccine.

2019 tarihi itibariyle Cin’de tanimlanan ve halen tiim
diinyay1 etkileyen SARS-CoV-2 pandemisi nedeniyle,

Insan ve hayvanlarda enfeksiyonlara karsi korunma
saglayan en etkili ve uygun maliyetli yontem olan
asilar, M.O ki yillarda baslayarak giiniimiize kadar
gesiti uygulamalardan gecerek, tiim virus
kullanimini ya da virus alt {initelerinin (niikleik asit,
protein) kullanimini iceren farkli formiilasyonlar
seklinde hazirlanmustir. Halen bazi asilarda yer alan
“Virus Benzeri Parcaciklar” (Virus like-particle,
VLP), yapisal konfigiirasyonlarinin sahip oldugu im-
miinojenik 6zelliklerinin yami sira olusturduklar:
yiiksek gitivenlik profilleri nedeniyle son yillarda
protein alt {inite as1 calismalarinin  Gnemli

konularindandir (Lee ve ark., 2011). Nitekim Aralik

tilkemiz ve diger bircok tilkede VLP asis1 gelistirme
calismalar1 da hizla devam etmektedir (Xu ve ark.,
2020).

1. Virus Benzeri Partikiillerin Yapisal Ozellikleri

VLI ler viral kapsidi olusturan bir veya birden fazla
proteinin mitkemmel bigimde dizayn edilmis bir ge-
ometride vyerlesimi ile olusan, dogal virus
partikiltinii ¢ok iyi taklit eden 25-100 nm’lik boyuta
sahip partikiillerdir (Fuenmayor ve ark., 2017).
Genellikle ikosahedral veya cubuk benzeri yapida

bulunurlar. Kapsit proteinleri veya zarf icerisinde
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yer alan biiyiik yapili proteinlerin rekombinant ek-
spresyon sistemleri kullanilarak ifade edildiginde
kendi kendine bir araya gelebilme ozelligi (self- as-
semble) bulunmaktadir. Bu nedenle virusun
yapisinda yer alan bir ya da daha fazla sayida pro-
teinin kopyalarindan meydana gelen yapisal bi-
rimler (VLP) dogal virus partikiilii veya subviral
partikiillerden antijenik olarak ayirt edilemezler

(Grgacic ve Anderson, 2006; Crisci ve ark., 2012).
2. Virus Benzeri Partikiillerin Uretimi

2.1. Basit yapil1 viruslardan virus benzeri partikiil
tiretimi

Viruslarda yer alan virion yapis, genellikle viral pro-
tein alt birimlerinden olusan kapsid ile cevrelenmis
niikleik asit molekiliinden olusur. Yapisal olarak
basit viruslardan VLP'lerin tiretilmesi, bu viruslarin
cogunun zarfsiz olup ayni protein alt biriminin ¢ok
sayida kopyasindan olustugu icin biiyiik zorluklar
icermez (Liu ve ark., 2012). Bu yapiya sahip
VLP'lerin ornekleri Papillomavirus, Parvovirus,
Calicivirus, Circovirus ve Poliomaviruslarin major

kapsid proteinlerinin ekspresyonu ile olusturulabilir.

Ornegin; insan Papillomavirus (HPV) VLP'leri, VLP
koleksiyonunun en ¢ok calisilanlar1 arasindadir ve
etkili
bulmustur. Bunlar maya (Saccharomyces cerevisiae)

agilarin  dretiminde  kullamim  imkam
ve bocek hiicrelerinde baz1 papillomaviruslarin kap-
sid proteini L1'in ekspresyonu ile olusturulurlar
(srrastyla Gardasil®, Merk, NJ, USA ve Cervarix®,

GlaxoSmith Kline, London, UK) (Du ve ark., 2021).

2.2. Cok katmanli kapsit yapil1 viruslardan virus
benzeri partikiil tiretimi

Cok katmanl kapsidlerden olusan viral partikiillerin
tiretilmesi icin viral kapsid proteinlerinin ayni
birlikte

VLP'lerin birlestirilmesi ve salinmasinda bir takim

hiicrede ekspresyonu  gerektiginden,
teknik zorluklar meydana gelmektedir (Noad ve Roy
2003). Bu virus yapilari, farkli kapsit proteinlerinin
es merkezli katmanlarindan olusan kapsidlere sa-
hiptir. Virusa ve sentezlenen partikiile bagli olarak
sayilar1 2 ile 5 arasinda olan bu kapsid proteinlerinin
birlikte

bocek hiicrelerinde ekspresyonu ile

VLP'lerin tiretimi gerceklesmektedir (French ve ark.,
1990; Stewart ve ark., 2013).

2.3. Lipid zarfl1 viruslardan virus benzeri partikiil
iiretimi

Konakc¢idan tiiretilen zarfli VLP’ler dis ortamda
diger virus yapilarindan tiretilen VLPler ile
kiyaslandiginda genellikle dayaniksiz olarak kabul
edilirler. Sicaklik, kimyasal islemlerle muamele,
saflastirma gibi uygulamalarda bu yapinin parcacik
biittinltigu ve stabilitesi tahrip edilebilir. Bu durum
ozellikle de zarfli VLP’lerin immunojenitesinde
azalmalara yol acar. Bu durumda farkli ekspresyon
sistemlerine gore viral proteinlerin seviyesi tnemli
olciide degisiklikler gosterir (Van Oers, 2011). Insan
embriyonik bobrek 293 (HEK293), Cin hamsteri yu-
murtalik (CHO) ve yavru hamster bobrek (BHK-21)
hiicre hatlar1 gibi cesitli memeli hiicre tipleri, zarfh
VLP f{iretimi i¢in yaygmn olarak kullanilmaktadir
(Fontana ve ark., 2014; Thompson ve ark., 2015).

3. Virus Benzeri Partikiillerin Uretim Sistemleri
3.1. Bakteri / maya ekspresyon sistemleri

Bakteriler sadece bir veya iki yapisal protein igeren
zarfsiz VLP'ler olusturmak icin uygun ekspresyon
sistemleri olup ilgili proteinin yiiksek miktarlarda
(kulttir sisteminde 0.75 ila 700pg protein /ml
arasinda) ekspresyonunun saglanmasi avantajma da
sahiptirler (Tan ve ark., 2004). Bununla birlikte im-
munojenite igin esas gerekli olan translasyon sonrasi
modifikasyonlara (PTM’lere) olanak saglamiyor
olmalar1 6nemli bir dezavantaj olustururken maya
ekspresyon sistemlerinin bu modifikasyonlara

olanak saglamast VLP yapilarinin tretiminde
siklikla kullanimlarmi miimkiin hale getirmistir.
Bakteri ve maya ekspresyon sistemlerinin
kullanildig1 ¢calismalarin (Aires ve ark., 2006; Saras-
wat ve ark., 2016) yani sira ticari olarak kullanima
sunulan asilar da (Gardasil®, Merk, NJ, USA gibi)

bulunmaktadir.
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3.2.Bakulovirus/ bocek hiicresi ekspresyon sistemi
(B/IC)

B/IC sistemleri bakteri ve maya sistemleri ile
kiyaslanabilir 6lcekte protein miktarlari (0,0018 ila 10
png/ml arasinda) uretebilirler. Ayrica kompleks
PTM’leri gerceklestirmekte digerlerine kiyasla daha
yiiksek verim saglarlar (Fuenmayor ve ark., 2017).
Bakuloviruslar simurli bir konak araligmma (yani
bocekler icin) sahip olmalar1 ve dolayisiyla
omurgalilar igin gtivenli olmalar1 gibi bir avantaja da
2012). B/IC ek-

protein  {iretimi

sahiptirler (Crisci ve ark.,,

spresyonunda, rekombinant
amaciyla Sf9 (Spodopterafrugiperda) ve Trichop-
lusiani (High FiveTM) bocek hiicre hatlar: siklikla
kullanilmaktadir. Chikungunya, HIV ve Domuz Par-
vovirusu temsil eden bircok VLP yapis1 B/IC sistemi
kullanilarak olusturulmustur (Thompson ve ark,

2015).
3.3. Memeli hiicreleri ekspresyon sistemi

Memeli hiicre sistemleri istenilen proteinlerin diger
sistemlere kiyasla daha az (verim 0,2 ila 18 png/ml
arasinda) tretilebildigi sistemler olmalarina karsin
¢ok daha kompleks protein yapilarmnin (karmasik
zarfli VLP’ler) tiretiminde siklikla kullanilmaktadir.
Bu sistemler uygun modifikasyonlar ve 6zgiin mon-
taj icin tercih edilebilir olmakla birlikte tiretimleri
daha maliyetlidir (Grgacic ve Anderson, 2006). Me-
meli hiicre hatti olan HEK293 kullanilarak kuduz,
HIV, influenza gibi hastalik etkenleri i¢in {iretilen
VLP'lerin, immun sistemi yeterli ¢lciide indiikleye-
bildigi de bildirilmistir (Fontana ve ark., 2014;
Thompson ve ark., 2015; Fuenmayor ve ark, 2018).

3.4.Bitki ekspresyon sistemleri

Transgenik bitkiler de VLP {iiretimi igin kullanilmak-
tadir. Gram negatif bir bakteri olan Agrobacterium tu-
mefaciens genel olarak hiicrelerin enfeksiyonu ve
transformasyonu igin kullanilmaktadir. Bu bakter-
iler bitki hticrelerini enfekte edebildikleri gibi is-
tenilen konakg1 genomuna istenilen spesifik proteini

kodlayan geni de sokabilmektedirler. Rekombinant
proteinlerin tiretimi icin en sik kullanilan bitkiler Ni-
cotiana tabbacum ve Arabidopsis thaliana’dir. Oral as1
girisimleri i¢in ayrica ttitiin ve marul yapraklari,
patates de dahil olmak tizere ¢esitli bitkilerden Hep-
atitis B virus ve Norwalkvirusu VLI leri iiretilmistir
(Grgacic ve Anderson, 2006; Chen ve Lai, 2013).

4. Virus Benzeri Partikiillerin Asilarda Kullanimi
4.1. As1 immunojenleri olarak kullanimlar1

Canlilar arasindaki biyolojik farkliliklar goz ontine
almnarak, istenilen bagisiklik tepkilerinin elde ede-
bilmesi icin VLPler, partikiil boyutu ve zarf
yapisinda oldugu gibi, konaktaki hedef dokuda
(dendritik hiicreler, mukozal ytiizeyler gibi) ve uygu-
lama yollarinda farkliliklar meydana getirecek
sekilde tasarlanabilir (Crisci ve ark., 2012). insan ve
hayvanlarda goriilen hastaliklardan korunmak icin
VLP'lerin

amaclandig1 bazi as1 calismalarina ilgili bilgiler

immunojen olarak kullanilmasinin

Tablo 1’de sunulmustur.

4.2. Yabanci antijenlerin gosteriminde platform
olarak kullanimlar1

VLI ler tiiretildikleri homolog virus icin as1 olarak
kullanilmalarmin yani sira bagska hedef antijenlere
kars1 bagisiklik tepkilerini de artirabilirler. Bu du-
rumda VLP kapsidleri hem baska virus, bakteri veya
parazitin epitoplari igin bir sunum iskelesi hem de
bagisiklik tepkisini arttirmak igin bir adjuvan gorevi
gortirler. Cesitli yontemlerle olusturulan bu Kimerik
VLP'ler, heterolog antijen yapilarinin, partikiil for-
munda kendiliginden birlesemeyen antijenlerin
veya optimum immunojeniteye sahip olmayan anti-
jenik yapilarin (HIV ve HCV gibi) VLP partikiillerine
dahil edilmeleriyle, tamamen farkli bir virus veya
patojen poliproteinlerinin veya epitoplarinin (Orn.
Sitma veya Insan Rinovirus epitoplari veya Influ-
enza M2) sunumu icin bir VLP platformu olustu-
rarak kullanilabilirler (Plummer ve Manchester,
2011).
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Tablo 1. insan ve hayvanlarda yapilan bazi VLP as1 calismalari
Virus Antijen ifade sistemi Referans
Human Papillomavirus-11 (HPV 11) L1 proteini Bitki Warzecha ve ark., 2003
[nsan immun yetmezlik virus (HIV-1) HIV gag proteinleri (GagTN ve Bakulovirus Pillay ve ark., 2009
GagRT)
Ebola virus VP40 proteini Memeli hiicresi Johnson ve ark., 2006
Newcastle disease virus (NDV) HN, F, NP ve MP proteinleri Memeli hiicresi McGinnes ve ark., 2010
Siddetli akut solunum sen- S, E, M protein Bakulovirus Mortola ve Roy, 2004
dromunu (SARS)
Influenza A M1 protein Bakulovirus Krammer ve ark., 2010
Domuz vezikiiler hastaligi virusu 3CD proteini Bakulovirus Ko ve ark., 2005
(SVDV)
Zika virus Zika E protein Memeli hiicresi Boigard ve ark., 2017
Kirrm Kongo kanamali atesi virus CCHFV niikleoprotein ve Memeli hiicresi Hinkula ve ark., 2017
(CCHEFV) glikoprotein
Domuz parvovirus VP2 protein Bakteri Jive ark., 2017
Nervus nekrosis virus RGNNYV kapsid proteini Maya hiicresi Wi ve ark., 2015
SARS-CoV-2 (COVID-19) S proteini Bitki Igbal ve ark., 2020
Peste des petits ruminants virus (PPR) M, F, H proteinleri Bakulovirus Yan ve ark., 2020
Feline calicivirus (FCV) VP2 proteini Bakulovirus DiMartino ve Marsilio,
2010
Rotavirus (RV) VP2, VP6 protein Memeli hiicresi / Changotra ve ark., 2017
Bakulovirus
Bulasic1 bursal hastalik virus (IBDV) VP2, VP3 protein Bakulovirus Hu ve Bentley, 2001
Sap virus (FMDV) P1, 2A, 3C proteinleri Bakulovirus Cao ve ark., 2009

4.3. Adjuvantlarin tasinmasinda Platform Olarak
Kullanimlar1

Modern as1 stratejilerinin 6nemli bir 6zelligi,
APCl'lerin (6zellikle dendritik hiicrelerin) etkili bir
sekilde aktivasyonu icin giiclii adjuvanlarm eklen-
mesidir. Bu nedenle, VLP'lerin i¢ ytizeylerinden, Toll
benzeri reseptér (TLR) ligandlar1 sirasiyla TLR3,
TLR7 / 8 ve TLR9'un etkin uyarilmasi ile sonuglanan,
dsRNA, ssRNA ve metile edilmemis CpG'ler dahil
olmak tizere farkli DC aktive edici adjuvanlar: pake-
tlemek igin faydalanmilmistir (Mohsen ve ark., 2017).

Bu gtclii yanitlarin altinda yatan sebep, TLR9
ligandlarin B hiicrelerini dogrudan etkileyen bir ad-
juvan aktivitesine sahip olmasidir (Krieg, 2006).

Sonuc¢

Virus benzeri partikiiller as1 gelistirme calisma-
larinda giiclt bir alam temsil ederler. Ancak VLP
asillarin  gelistirilmesinde stratejik sinirlamalar,
teknik zorluklar, maliyet gibi birtakim zorluklar
bulunmaktadir. Son dénemlerde bu alanda yapilan
calismalarin gelismesiyle birlikte bu sinirlamalara
yonelik ilerlemeler kaydedilmis olup bu yonde
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calismalar hiz kazanmugtir. Bahsedilen tiim bu
simirlamalara karsin, yakin gelecekteki stirecte, opti-
mizasyon araglarinin (yani molekiiler biyoloji, ge-
netik miihendisligi ve sistem biyolojisi) ente-
grasyonunun VLP’ler tizerindeki mevcut sinirlama-
larmn bazilarmin tistesinden gelmesi beklenmektedir.
Ayrica VLP agilarinin birincil veya ikincil farma-
kolojik etkisinden kaynaklanan toksik etkilerin tespit
edilme olasiligini en {ist diizeye ¢ikarmak icin tasar-
lanacak toksisite vb. calismalarinin yapilmasmin
VLP'lerin {iiretimi ve VLP bazli as1 ¢alismalarmin
basarisina onemli katki saglanacagi ongoriilmekte-
dir.

Cikar Catismasi

Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini beyan eder.
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