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Infeksiyonlara Antibiyotik Disi Tedavi Yaklasimlart:

Bakteriyofaj ve Mikro-RNA Kullanimi
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.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal







Acmazlar

* Panresistan bakteriyel etkenler

» Infeksiyonlara yatkin niifusta artis

* Salginlar

* Biyoterorizm

* Resmi duzenlemelerin giderek sikilasmasi
* Yeni ilaglarin gelistiriimesinde yavaslama



Alternatif Arayisi

* Yeni tedavi araclari
> Antivirulans stratejiler
> Antimikrobik peptidler
> Terapotik antikorlar
> Asllar
> Antibiyotik guclendiriceleri
> Antibakteriyel biyomateryaller

> Terapotik oligonukleotidler



Alternatif Arayisi

o Eski defterlerin karistirilmasi ve bit pazarina nur yagmasi

=>Fajlarin tedavi secenegi olarak yeniden glindeme gelmesi
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Fajlar

o Bakterilere karsi “canli”, bir silah
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Yeryuzunde en yaygin biyolojik varlik ?

+ Insanlar:
7 000 000 000 (7x107)

~ * Hayvanlar:
100000000000 (10'")

o Bakteriler:
5 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 (5x 1 039)

» Bakteriyofajlar:

>| 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0000 (> I 03 I)
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FAJLARIN KULLANIMI /)?\

» Bakterilerin tanimlanmasi

» Gen aktarimlari

» Asl aracilari

» Ekspresyon calismalari (phage
display)

e Tedavi amacli

» Biyolojik kontrol amacili



» Fajlar: Cok cesitli yollardan
uygulanm(is)akta

» Tedavide daha ¢ok:

- Uzun sureli persistan supuratif infeksiyonlar
- GIS infeksiyonlari

- Septisemi

- Abse

- Solunum yollarinin supuratif infeksiyonlari
- Peritonit

- Fronkuloz....
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» Litik fajlar bakterilerin uzerinde bulunan
reseptorlere tutunur ve genetik materyelini
bakteri hucresine injekte eder.

» Bakterinin transkripsiyon ve translasyon
aktiviteleri fajin kontrolu altina girer. Yeni
fajlar olusur.

o Bakteriler holin-lizin sisteminin etkileri ile
erir ve yeni olusan fajlar serbest kalir;
bakteriler olur.
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Insan genomuna integre olmus faj DNA'si heniiz
saptanmamistir. Ancak evrim sirasinda girmis ve yitirilmis
olabilecegi dusunulmektedir. Ancak insan vicudunda faj
DNA'sinin duzenli olarak bulundugu ve bagisiklik iglevleri ya
da tumor hucreleri ile etkilegsime girdigi bildirilmigtir.

Fajlarin okaryotik hucre sistemlerine dogrudan

girebilmeleri ve bu hucrelerde ¢cogalabilmeleri olasi
gorunmemektedir.

Insan mitokondri DNA'sinda fajla iligkili polimeraz dizileri
saptanmistir.

Rickettsia = Mitokondri =
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» Fajlar dogal bakteri populasyonlarinin
kontrolunde buyuk rol oynar.

» ORNEK:

KOLERA SALGINLARI VE FAJ

YOGUNLUKLARI ARASINDAKI TERS
ORANTI
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» Patent yasalarina gore, patent alabilmek
icin ilgili fajlarin daha once izole edilmemis
ya da uretiimemis olmalari gerekmektedir.

» QOysa literaturde fajlarin insanda bakteriyel
infeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecegine iliskin gok sayida yayin
bulunmakta.

» Genetik acidan degisiklige ugratiimis
fajlarin tedavi amacli kullanimi ise
guvenlikle ilgili pekcok yeni soru ve kaygiyi
dogurmakta.



Antibivotik Fa
Baalan baktriostatik = R Bakteriad etkih Fajmn virulanst ve d=giilligi
relizimi defizebilir
Toksik ve istenmeyen etkiler Hedef bakternler dizinda non- | Olen baktenlerden salinan
toksik — Flora iizerinde endotokanler en bivik
minimal etk sorunlardan birt
Doz tekran gerekli Kendi kendine gofalabildigi | Memeliler tarafindan elimine
igin dldiiriic i etkilen hedef edildikler igin fa)
bakteri oldugu sirece devam | dozlanlanmn da
edebilir tekrarlanmasi gerekivor
Birden ¢ok bakteriye ethili Eonak dzgiillizi dar Ampiriki tedavi segenedi ok
Tedaviden énce etkenin
mutlaka belirlenmesi gerekr
Bryofilm varligi etlasim Baza biyofilmlen agabildigi | Biyofilmler fajlan
engelliyor va da biyefilm olusumum hapsedeilir

engellediklen gdsterilmis
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Antibiyotik Oncesi Dénem

e D'Herrele
e Elilava
e Delbruck

» Isvigre’de 1960’lara kadar Saphal
firmasi faj iceren preparatlar uretiyor
(Coliphagine, Intestiphagine,
Pyophagine...)
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» Polonyo Bilim Akademisi
Immunoloji ve Deneysel Tip Enstitisi

1981-1986 = 550 hastalik seriler ; %92
basari

»2959 faj denenmis
»Daha sonra 1600 hastaya ait sonuclar

»1998’den bu yana daha c¢ok faj
immunolojisi agirlkli
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« ELIAVAENSTITUSU

» Eski Sovyetler ve Gurcistan’da halen
pediyatrik, yanik ve yara infeksiyonlarinin
tedavisinde yaygin olarak kullaniliyor

» Hafta da 2 kez 2 ton faj uretimi
e 700 calisan

» 2000'de PhagoBioDerm - Faj iceren
biodegradable polimerik kompozit - 96
hastanin %70’inde tamamen iyilesme



AmpliPhi's product development pathway
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Intralytix

SAFETY BY NATURE

ListShield™
Targets Listeria monocytogenss cantamination in foods and food
processing facilities.

EcoShield™
Targets Escherichia coli 0157 :HY contamination in foods and food
processing facilities.

Salmaoshield™

Targets contamination with selected, highly pathogenic Salmansalia-
serotypes in foods and food processing facilities. This product is in
development.

Probiotic/Nutraceutical Products

ShigActive™
Targets Shigella species in the gastrointestinal tract. This product 1= in
development.

Animal Health Products

INT-401™
Targets Clostridium perfringsns in live poultry. This product has been
licensed out.

PLSW-1™

salmonella bacterin. Provides protection of poultry against colonization
with specific, highly pathogenic Salmonella serotypes. This product has
been licensed out.




%

* Nazal MRSA dekolonizasyonu - Jel
o C. Diffficile
o Enterokoklar

Nnovolytics

« NESTLE
ORT - T4 fajl
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100% NATURAL
FAST ACTING
Proven Solution
OR Your Money

Back! )
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GUNUMUZDE:

» Modifiye fajlar: Replike olmayan fajlar
VS.

» “Lysine deficient phages”



RNA INTERFERANSI /)?\

* RNA interferransi (RNAI), disardan
gelen virus ya da transpoze olabilen
elemanlara karsi bir dogal savunma
mekanizmasi
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» Hedef gene ozgulluk

» Dogru hucreye ya da dokuya
ulastirma

o RNAI aktivitesinin suresi
 RNAI dozunun tekrar uygulanabillirligi
o Hedef m-RNA'nin stabilitesi



Zi

» llk uygulamalar sirasinda verilen
siRNA'larin viral yuku azaltmasinin
hedef genin sustrulmasinin yani sira
bagisik yaniti induklemesiyle de iligkili
oldugunu gosterdi =2 Sentetik
siRNA'larin yapisi degistirildi ve
proinflamatuar etkileri engellendi >
Immunomodulator etkilerden
yararlanma seceneqgi



RNAI ile hedef genin susturulmasi %

» Hedef hucreye 21-22 nt siRNA’larin transfeksiyonu

» Diger bir segcenek 25-27 nt uzunlugunda
duplekslerin Dicer tarafindan siRNA'lara
donusturulmek uzere sokulmasi = ‘Dicer-ready
siRNAS’

» Bazi durumlarda Dicer-ready siRNA'larin potensi >
siRNA

» Her ikisi de ticari transfeksiyon reaktifleri ile etkin
bir bicimde hucrelere sokulabilmekte

» Ancak in vivo uygulamalar igin alternatif
paketleme yontemleri gerekebilmekte



Zi

SIRNA tasarimi

» Modifiye bazlar ya da sekerler
e RNA'nin uzunlugu
o 5"ve 3" uclarinin ozellikleri

o T7 polimeraz ile in vitro SIRNA sentezi sirasinda &’
trifosfatlar olusmakta, bu da IFN yaniti
uyariyorsynthesis of siRNAs using T/ polymerase
creates 5’

e Duz (blunt-ended) siRNA’lar sitoplazmadaki retinoic
acid inducible gene | protein (RIGI);ve IFN yapimini
uyarabiliyor

» Kimyasal yolla sentezlenenlerde 5’ trifosfatlar yok
ve bu tarz yanitlar uyarmiyorlar



RNA: tetikleyicilerinin X
edkprresyon sistemleri

shRNA ve yapay miRNAlar

 Plasmid ya da vektorlerle (bakteriyel ya
da viral) ekspresyonun saglanmasi

* Pre-miRNA ya da pre-miRNA'yi taklit
edecek sekilde transkripte oluyorlar ve
dogall ile ayni islemlerden
geciriliyorlar



Methods for the delivery of RNAI triggers to cells and tissues

Species/ Packaging

formulation capacity

Viral vector

Adenovirus Up to ~35 kb,
usually <10 kb

Adeno-associated ~4.5kb
virus (AAY)

Lentivirus Upto13.5kb
(larger inserts
will decrease

titre)
Herpes simplex 150 kb
virus
Bacterial vector species®

Escherichia coli,
5. Typhymurium?

Non-viral formulations!

Manoparticle

Stable nucleic
acid lipid particle
(SNALP)

Aptamer

Cholesterol

Applications and considerations

dsDMNA vector with large packaging capacity, transient expression,
highly immunogenic

ssDMNA vector, small packaging capacity, mildly immunogenic, lasting
expression in nondividing cells, capsid pseudotyping/engineering
facilitates specific cell-targeting

RMA vector, integration competent and incompetent forms
available, less immunogenic than adenovirus or AAV, envelope
pseudotyping facilitates cell targeting, clinical production more
difficult than for adenovirus or AAV

DMA vector, episomal, lasting expression, immunogenic

Delivery of short hairpin RNA or small interfering RNA to gut tissue

Self-assembling, may target specific receptors, requires technical
expertise to prepare

Stable for systemic delivery, broad cell-type delivery

Targeting of specific receptors, requires sophisticated screening to
develop

Stable for systemic delivery, broad cell-type delivery



Clinical trials for RNAi therapy*

Clinical setting

Antiviral

Drug

SPC3649

pHIVT-shI-TAR-
CCR5RZ

ALMN-R5V01
ALMN-R5V01
ALN-RSV01

Indicationl(s)

Hepatitis C virus

HIV

RSV in volunteers
R5V in lung transplant patients

RSV in lung transplant patients

Target(s)

miR-122

HIV Tat protein, HIV TAR
FRMA, human CCRS

R5V nucleoccapsid
R5V nucleccapsid
R5V nucleccapsid

Sponsor

Santaris Pharm

City of Hope Medical
Center/Benitec

Alnylam Pharm.
Alnylam Pharm.
Alnylam Pharm.

Status

Active, Phase ||

Active, Phase 0

Completed, Fhaze
Completed, Fhase |

Active, Phase ||









