’ . ; ‘.- (1819 Ocak 2014, Eskigehir)
EBCG  BRKLIMIK

Asi Teknolojisi ve Asi Tipleri

Prof. Dr. Necla TULEK
Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Infeksiyon Hastahklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji



J< _
\X/’ﬂ TARIHCE

Introduction of variolation
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The wife of the British Ambassador in
Turkey, in March 1717 wrote, following
yar‘a the variolation of her son, to a friend in
England: “The small pox, so fatal, so general
amongst us, is entirely harmless here

by the invention of ingrafting....l am

patriot enough to bring this invention into
(]lln(] fashion in England.

# Louis Pasteur; tavuk kolerasi,
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ideal Bir AsI

# Imminojenik olmali

i Uzun sureli immunite saglamal

Bellek yanit olmal

Guvenilir olmali

Saha kosullarinda stabil olmali

Herkes icin erisilebilir olmal

Saglikli olmayan kisilerde de kullanilabilmeli



— Hayvanlarda ¢ogaltma
— (vaccinia-sigir
— Kuduz-tavsan beyni)

— Basit bakteri kiltird sonra
inaktivasyon

— Yumurtada liretme (influenza,
vaccinia) sonra inaktivasyon

Her m.o. kiiltirde iiremez
Her m.o. igin uygulanamaz
Laboratuar giivenligi
Pahali
Yeterli attenuasyon?
Soguk zincir gerekliligi

ABD.de yillik influenza asisi i¢in>100
milyon yumurta



Gunumuzde ;

Asi bir saglik teknolojisi trdnddiir.




/ Gunumuzde Asi Teknolojisi

# Infeksiyon dinamigi
# Molekdler biyoloji

- Genomiks,proteomiks

- Mikroarray

- Rekombinant DNA teknolojisi
Genetik mihendisligi
Protein ve polisakkarit kimyasi
Immunoloji
Viroloji
Bakteriyoloji
Fermentasyon, makromolekiiler saflastirma, formilasyon
Bilgisayar teknolojisinde

........... GELISMELERIN URUNU




Paplllomavirus e- # HPV vaccine
Rotavirus e- # Rotavirus vaccine
[—. Zoster vaccine
Varicalla zoster virus e- # Varicella vaccine
Hepatitis A virus @ # Hepatitis A vaccine
Haemophilus influenzae B & & Hib vaccine
Hepatitis B virus o = Hepatitis B vaccine
Neisseria meningitidis & & Meningitis vaccine
Rubella virus e——& Rubella vaccine
Mumps viruse # Mumps vaccine
Measles virus e -# Measles vaccing
Poliovirus a Polio vaccine

Streptococcus pneumoniae e

« Pneumococcus vaccine
Influenza virus e—a Influenza vaccine

Flavivirus e——a Yellow fever vaccine

Corynebacterium diphtheriae & # Diphtheria vaccine
Mycobacterium tuberculosis e- # Tuberculosis vaccine

Clostridium tetani e # Tetanus vaccine
Bordetela pertussis #—————————a Pertussis vaccine
Yersinia pestis e-u Plague vaccine
Vibrio cholerae @#———a Cholera vaccine
Salmonella typhi @~————a Typhold vaccine
Rables vaccine @@ Rabies virus*

Smallpox vaccine » o - Smallpox*
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*During the devalopment of the rabies and smallpax vaccines, il was discovered that the infeclious agenl was nol a bacterium,
although viruses would not be directly observed until the 1830



Aslya gereksinim
var mi?

Infeksiyonun epidemiyolojisi

Hastalik ylki

Mevcut korunma -6nleme -tedavi
yontemleri

Asinin etkinligi?

Yeni agi igin biyoteknolojik durum
Asinin epidemiyolojik, ekonomik etkisi
Maliyet analizi
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Nasil uretilecek?

Mikroorganizma?
Ureme?

Genleri? —
Antijenik determinantlar? m

~ Patojenitesi,toksinler?
Immin yanit? Immunobiyoloji




Asi Uretimi-Ill; Tasarim

Klasik; rasyonel-ampirik yaklasim

Yeni stratejiler
i# Tersine asilama

- Mikroorganizmalar: Gretmeksizin, genomuna iligkin bilgiler ve
bilgisayar yardimiyla, asilarin tasarimlanmasi

- Her bir Ag degerlendirilebilir kiiltire edilemeyen m.o.lara

uyarlanabilir, yaygin olmayan ama immunojenik ag.ler tespit
edilebilir.

i Yapisal biyoloji: Asi gelisimi ve analizinde, asinin hedefi yapilarin
degerlendirilmesinde; notralizan antikor epitoplari,reseptaorler ve
varyasyonlar degerlendirilebilir.

Lancet 2011; 378: 360-68



Seib KL, Dougan G, Rappuoli R (2009) The Key Role of Genomics in Modern Vaccine and Drug Design for Emerging Infectious Diseases. PL0oS

@PLOS | GENETICS

Genet 5(10): e1000612.
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Antijenin belirlenmesi

Antijenin Uretimi

(in vivo, in vitro, sentetik)

Izolasyon,inaktivasyon,
saflagtirma, formilasyon
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N Saflagtirma(downstream
\"« ~ bioprocessing )teknolojisi

Kaba kontaminantlar
Mikroheterojen kontaminatlar

# Klarifikasyon
- Santrifugasyon
- Filtrasyon,ultrafiltrasyon

# Afinite veya iyon exchange kromatografi
# Polisaj (nano-ultrafiltrasyon cihazlar)

M. Li, Y.X. Qiu / Vaccine 31 (2013) 1264— 1267
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Antijen

Koruyucu maddeler/a.b.

Stabilizator

Adjuvant

Kalintilar
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i+ Kalite Glvencesi
i Tyi Uretim Pratigi
ZORUNLUDUR

i+ Procges analitik teknoloji (PAT)
Uretimin (tasarim, analiz, kontrol) her asamasinda
zamansal kalite, performans kontrolu, boylece son
Urdn kalitesi



i Tim hicre asilar
- Attenue canli asilar
- Olii- inaktive asilar
» Subunit asilar
i+ Saflagtirilmis makromolekiiller
- Toksoid asilar
- Kapstiler polisakkarit
- Konjuge asilar
# Rekombinat gen teknoloji asilar:

Asi Tipleri
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\I/A Canli Asilar: Uretim

s+ Patojen (klinik izolat)

1 % Pasajlama

Attenuasyon

1 3 Bolgeye yonelik mutagenez

Canli, attenue

1 A MMR, OPV,Sari humma
Kultur ‘ §| Sugicedi, rotavirus, BCG




\X/f Canli Asilar
C [Prekiinikevre | Kiinik eve | Lisans |Asi

Klasik viruis

Hucre kaltarinde X Kizamik, kabakulak,polio,
attenuasyon sugicegi, sart humma
Reassorted genom X , influenza
Diger turlerden varyant X Cicek

Istyla secilmis mutantlar X Kizamikgik, influenza
Istyla segilmis mutantlar X RSV

Rekombinant virus X HSV

Rekombinant viral X HIV, Ebola,CMV
vektor

Klasik bakteri X BCG, S. Typhi
Rekombinant bakteri X Kolera, Sigella
Rekombinant bakteriyel X S. typhi V. cholerae
vektor S. flexneri , BCG

Strep. gordonii
L. monocytogenes



._ \;// Canli Asilarin Ozellikleri
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Virilansi azaltilmis
paTOJenler

i+ Bazi virdsler icin tretimi

kolay

i+ Hafif infeksiyona neden
olabilir

i Gugld immin yanit
olusturur
- Hicresel, humoral

i+ Temas immunitesi
olusturabilir

| ——

Bakterilerde zor

Hastaliga neden
olabilecek virilansta
modifiye mikroorganizm
olabilir ll.

Bagisik sistemi bozulmus
kisilerde sorun

Soguk zincir onemli

© 2012 Pearson Education Inc.
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\X{[« Inaktive Asilar Uretim

s+ Patojen (klinik izolat)

!

Kiiltiir ) i"aktlivasyon ) Asivwe A

1 Saflagtirma ‘ ASI| Kuduz, Grip

Ag Saﬂa tl rma Japon ensefaliti, veba
I n aktlvasyo n A§ I | Bogmaca,sarbon kolera




| Prekiinikevre | Klinikevre |Lisans [As

Tum patojen

insan hiicresi

Protein bazl
Dogal

Kimyasal
inaktive

Genetik inaktive

Inaktive Asilar

X
X

X

X

X

X

X

X
X

X

X
X

X

X

Bogmaca

Kolera

Enterotoxigenic E. coli
Poliovirus

Influenza virus

Rabies virus

Japanese encephalitis virus
Hepatitis A virus

Melanoma,
Multipl myeloma

Pertussis
HBV
Kanser

DBT

Bogmaca



Tum hicre asilari

Etken fiziksel ve kimyasal
olarak inaktive

Bakterilere daha uygun
Daha stabil

Daha giivenli
Transportu daha kolay

/‘Q_

e

Yeterli immdn yanit
olusturacak antijen
olmayabilir ya da antijenite
degisebilir

Tekrarlayan dozlar gerekir
¢ogunlukla adjuvan igerir

Inflamatuar yanita neden
olabilir
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~ Protein bazli
Rekombinan polipeptit

Karbohidrat-
polisakkarit bazl
Polisakkarit

Polisakkarit konjuge

Peptit Bazh

B hicre epitopu

T hucre epitopu

X X X X X

oubunit Agilar 2
_ Preklinik evre _

X X X X

XX X X XX

Kolera
HPV g

HIV, HSV
S.pneumoniae
GABHS

N. meningitidis B
Allerji ,diyabet
Hib

N. meningitidis
Pneumococcal
Hib
Pneumococcal

Meningococcal
Group B strep

RSV

Malaria(fuzyon
protein,konjugat)
HIV(mimetop)

HIV, HBV
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# Immiin sistemi uyaran anti JZH'ZI"I ya da
epitoplari igerir

i Yan etki daha az ﬁ 4 $
# Antijeni ayirmak zor

i+ Rekombinan subunit asilar

# Adjuvan gerektirebilir




7\ Toksoid Asilar

Immiiniteyi aktive etmek igin kimyasal (formalin) ya da
termal modifiye edilmis toksinler kullanilir

Bazi bakteriyel hastaliklarda
- (difteri, tetanoz)
Antikor aracili imminiteyi stimile eder
Az sayida antijenik determinant igerdigi igin goklu doz

uygulamalarina gerek vardir.
oP
@ —

Diphtheria bacteria Di phth Diphther
amitling toxin toxovd

S
'\‘

Toksinin toksoide modifikasyonu
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Iki ya da daha fazla imunojenin fiziksel
olarak tek bir preparatta olmasi

#+ Doktora gelis sayisiv
i+ Enjeksiyon sayisi 4
# Maliyety
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D(d)T

DTB ( Difteri, Tetanoz ve
Bogmaca)

Trivalan polio agisi

KKK, (Kizamik, Kizamikgik),
Trivalan influenza asisi

Difteri, Tetanoz, Bogmaca,
Hepatit B ve Cocuk Felci

Difteri, Tetanoz, Bogmaca ve
Hib (Haemophilus influenzae B

tipi)
Hepatit A ve Hepatit B
Hib ve Hepatit B

wlte wlue wlue wlue wlee wlue wle wle wle wlae e wige e e
BERSE. AR K v NI 'R SulE NNl XN el Sl |/, XX

Kombine Asilar

DT/IPV

Td/IPV
Tdap/IPV
DTaP/IPV,
DTaP/Hib
DTwP/Hib
DTaP/IPV/Hib
DTaP/HepB/IPV
DTaP/IPV/HepB/Hib
HepA/typhoid
HepB/HepA
MnC/Hib, MnCY/Hib
HepB/Hib
MMVR

Vaccines, 6th Edition



Konjuge asilar bir gesit subunit asi
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7\ Konjuge Asilar

Bakterinin polisakkaritle kaplanmasi, bakterinin antijenlerini orter,
immin sistem fanimaz ya da yanit vermez.

Antijen veya toksoid seker ya da polisakkarit yapiya baglanir

Konjuge edilerek immin sistemin tanimasi saglanir
- T hicre aracili B hiicre yaniti

Hib asisi
Pnomokok asisi
Meningokok

Herd imminiteye de katkilar: var
Lancet 2011; 378: 360-68



| = Polisakkarit antijenlere kars! B hiicre yaniti

Polysaccharide lgG2 and

rsg

s~

Antibody
production

by

Protein-polisakkarit konjige antijenlerine karsi B hlcre yaniti

co—- and

| Differentiation

Depletion of
memory B-cell pool

\.‘ MNo production of

memory B cells Plasma cell

B cell

arrier

. 1gG3
t E
pro eln N (% Polysaccharide- )&
specific plasma cell

Polysaccharide-
specific B cell

Antibody
production

==

. Polysaccharide-
i specific memory
. B cell

’
Internalization
and processing

of carrier protein

MHC
class Il

D80
& or CD86

Memory
response

Carrier-peptide-
specific T cell

Nature Rev Immunol 2009:9: 213



Farkl Gretim
teknikleri var

Etkin, glvenilir,
hizli , ucuz, asi
uretimi

Immunojenik
proteini kodlayan
gen bakteri, maya
veya memeli
hiicrelerinde
klonlanabilir

aHBYV
aHPV

Rekombinant Asila

i+ HBsAg geninin klonlanmasi

¥

i+ Maya hucrelerinde ekspresyonu

$

i+ Rekombinant maya hucreleri
uretimi

i+ Maya hucreleri hasati, yuksek
basingta tahrip

i+ Rekombinat HBsAg salinimi ve
saflastiriimasi

\ 4

1+ Antikor uretimi
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/) Gelecegin Asilari

DNA asilari (herpes,HIV)
- Antiidiyotip DNA asilari

RNA asilari:risk daha az
Rekombinant vektor asilari (HIV,kuduz, kizamik)
Multivalan subunit asilar. Tbc,
Sentetik immunodominant peptit asilari(- MHC))
Simerik asilar: Iki infekte viral genom(Flavivirus-WNV)
Tedavi edici asilar

- HIV

- Kanser

- MS

- Alleri

- Alzheimer..




%~ Asi Uretiminde Rekombinant DNA Teknolojileri
Production of vaceine

A

=

Virulence gene
is deleted

Virulent pathogen Harmiess, attenuated pathogen

with antigens

(=)
-
,(.-—Antlgen Cell - e -
‘ - - P
- =
- --
-
= -

Antigenic protein

lnsertlcn of Cell

lsolated DNA pDNA into a cell synthesizes molecules
coding for antigenic
antigenic protein protein

(b)

f — A,(Antigen

Virus or cell

Isolated DNA g:'é\el'lnto wirres presenting pathogen’s

coding for
antigen

== __ =)

antigen

(<)

{:}3_ Recombinant {}
Insertion of plasmids é:}
DNA into produced QZ}

2
Isolated DNA plasmid
coding for vector

antigen
Plasmid in cell,

which synthesizes
pathogen’s antigen

(a)

© 2012 Pearson Education. Inc.
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irulan patojenin
(kanser hucresi de
olabilir)major antijenini
kodlayan genler attenue
virls ya da bakteriye
verilir

(influenza HA,NP, rabies
virus G protein,HBsAg
gibi)

=\/accinia virus
=Adenovirus

=Attenue m.o. konakta
cogalir ve patojenin gen
urununu eksprese eder

=Guvenli.

=Genelde antikor yanit
daha iyi

Vaccinia /Clcavagc site
promoter—

IR gene

SN I

DNA encoding ¢

from pathogen
_— TR gene

T
Cleavage and ligation

WVaccinia P Gene fron
promoter —__

TR gene

Recombinant
plasmicl

\/

Transfection ‘x‘

1 pathogen

_— TR gene

T Ty
) nam—
(/)
Vac_cﬁa virus

A
/

J Infection

LTissue—c:u] ture -':e]]s/J l
L oy

Homologous r

ecombination

BEUdr selecticon

Recombina

nt vaccinia

vector vaccine



Nukleik Bazli Asilar

_________|PreKiinik _

Ciplak DNA
Kolaylastiriimis DNA

Viral vektor
Viral delivery
Bakteriyel delivery

X

X X X

X

Injection of DNA encoding a foreign protein can
elicit antibodies and cytotoxic T-lymphocytes

Antibody-
producing cell

_—mRNA

Nucleus

Injected DNA

—— Class | MHC

ubatavia T hassshhamusda

influenza

HBV

HIV

Metastatik renal Ca.
Influenza

Flavivirus
HIV,Malaria
S. flexneri
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=
i+ Mukozal asilar %
— (gripte intranazal) ]
— Solunum yolu
— CYBH

— Gastrointestinal patojenler e
s+ Oral-Yenilebilir asilar %@ a1

i+ Injeksiyonsuz deri “patch” agilar

.
14
(/ !




77 Mukozal Asilar

# Birgok infeksiyon mukozal yolla girer.

# Amag girig yerinde etkeni durdurabilmek

i  Bazi parenteral asilarda mukozal korunma saglanabiliyor
- Polio, tifo,influenza

# Cok az protein ulastigi yerde gtigli yanit olusturabiliyor.
i Bakteriyel komponentler ve bakteriyel toksinlerle daha iyi yanit
- Kolera toksini(CT), i1siya labil enterojenik £. coli (LT)

# Antijen-adjuvant kullanimi ve agi iletim sistemi gerekli
- ISCOM-Immunstimilan kompleksler (ISCOM): lipit tagiyici.

- Lipozom-Lipozom igeren protein antijenler

- Nanopartikiiller

Vaccine 31 (2013) 3288- 3294
Current Opinion in Immunology 2012, 24:343-353
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\ka Mukozal Asilar

Kolera Oral inaktive V. cholerae,CLB
Oral Canl attenue V. cholerae O1

Tifo Oral Canli attenue S. typhi
Parenteral Purifiye Vi polisakkarit

Rotavirus Oral Canli, attenue, mono-valan rotavirus
Oral Canli attenue pentavalan

Influenza Intranazal Canli attenue, trivalan

Polio Oral Canl attenue monovalan, bivalan,

trivalan (Sabin) suslar
Parenteral inaktive trivalan

Etkin antijen tagsima sistemi ve adjuvanlara ihtiya¢ var

Current Opinion in Immunology 2012, 24:343-353
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B ﬁ';'ﬁ Transkutanoz Asilar

dendritic cells antigen Langerhans
cells NP

——

P = .
e ———  (ermis

‘ -!

|
: Antigen presentation

* | - - —» Adaptive
Tcell B cell immunity

Drammg Lymph Node

Activated Langerhans
cell with antigen

N. Li et al. / Vaccine 29 (2011) 6179—- 6190
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Suspansiyon
Solusyon
Solusyon

Mikro igne

Hidrojel patch

Vezikul formasyonu,

mikroigne dizisi
Patch
Patch

DNA-chitosan
kompleksi-duguk
basingli gen silahi

Nanopartikuller-

IinA—7ArNM

Tetanoz anatoksin ve inaktive influenza

A ve B Ag fragmanlari

Hemagglutinin ve nérominidaz ylzey

antijenleri
Protektif antijen

inaktive A/Aichi/2/68 (H3N2)

influenza virus, Formalin-inaktive

influenza H1IN1 A/PR/8/34 virus
Tetanoz ve difteri toksoidi

Difteri toksoidi

Enterotoksijenik E. coli toksini
Canli attenue kizamik virasu

Japon ensefaliti virasu

Influenza

Influenza

Sarbon

influenza

Tetanoz-difteri

Difteri

Kizamik

Japon ensefa
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