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Asl nedir?

e bir hastaliga karsi koruyucu immunite saglayamaya yonelik
medikal bir preperattir

* insan ve hayvanlarda humoral ve hiicresel yoldan aktif
bagisikhgi uyararak infeksiyonlara karsi koruma saglayan
biyolojik maddelerdir.
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TUBITAK-ARDEB
Asi Cagri Programi
“SB0101 - Viral, Bakteriyel Patojen ve Parazitlere Karsi Asi Gelistirilmesi”
Cagri Metni

* Asilar, bulasici hastaliklar buna bagl sakatlik ve 6liimlerin azaltilmasi ve
en onemlisi, uzun vadede hastalik etmeninin ortadan kaldirilmasi
acisindan insan ve toplum saghgini korumada vazgecilmez bir 6neme
sahiptir

* Bu amaca yonelik olarak asilama uygulamalari ile bulasici hastaliklarin
gorilme sikhgini azaltmak birinci siradaki hedefler arasinda yer
almaktadir

* Bu ¢agri : bulasici hastaliklardan korunma ve bu hastaliklara bagl
olumleri azaltmak amaciyla asi ve terapotik antikor/anti-serum
gelistirilmesi amaclanmaktadir



Yeni Asi Gelistirilme Hedefi

yeni asi antijenlerinin ve
terapotik antikor/anti-
serumlarin gelistirilmesi

mevcut olanlarin tretim
teknolojilerinin
iyilestirilmesi

immunojenitesi yeterli bir
prototip ve
formulasyonunun
olusturulmasi
hedeflenmektedir.

oncelikli olarak ulkenin
ve/veya bolgenin
ihtiyaclarina gore
hazirlanmasi

— ARDEB cagrisinda ek
olarak = Ulkenin disa
bagimliligini azaltmasi
beklenmektedir.



TUBITAK-ARDEB
Asi Cagri Programi
“SB0101 - Viral, Bakteriyel Patojen ve Parazitlere Karsi Asi Gelistirilmesi

e [ viral patojenlerden oncelikli:

Hepatit B, Influenza, Kizamik, Kizamikgik, Kabakulak, Kuduz, KinrmKongo
Kanamali atesi viriisleri, Papillomavirus ve Rotavirus olmak lizere karsi koruyucu
ve glivenilir asilar

* Bakteriyel patojenlerden oncelikli :

Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis ve Mycobacterium
tuberculosis olmak lizere bakteriyel patojenlere karsi koruyucu ve guvenilir
asilar

e Parazit icin oncelikli :

Leishmania ve Toksoplazma olmak uizere parazitlere karsi koruyucu ve glivenilir
asilar

* [ Asilarin etkinligini arttiracak adjuvanlar

e [ Kuduz, Hepatit B, Kinm-Kongo Kanamali atesi viriisleri i¢in terapotik
antikor/antiserumlar



Asl gelistirme asamalari

Hedeflenen etkene karsi asi uretiminde kullanilabilecek sus ve
antijenlerin liretilmesi -olusturulmasi

— hiicre kultiirii

— mikrobiyolojik kiiltlir yontemleri

— rekombinant DNA teknolojisi
Asilarda kullanilacak antijenlerin ve suslarin uluslararasi standartlara
uygun uretilmesi

— Avrupa Farmakopesi

— ICH-Uluslararasi Harmonizasyon Toplulugu: insan kullanimi igin gelistirilen
farmasotiklerin kayitlanmasi icin teknik gereklilikleri

Asi formiilasyonlarinin hazirlanmasi

in vitro deneyler ve in vivo hayvan deneylerinin (klinik 6ncesi) yapilmasi

— Etkin hiicresel ve/veya hiimoral bagisiklik olusturan givenilirligi kanitlanmis prototip
as!

Prototip asi/asilarin gelistirildikten sonra: klinik ¢calismalarin (Faz 1, Faz 2,
Faz 3) tamamlanmasi

kaliteli, etkin ve giivenilir asi/asilarin ruhsat asamasina getirilmesi



Bir asida bulunmasi gereken ideal
ozellikler

« Etkin

« Stabil

« Ucuz

« Glvenli

* Erisilebilir




Asi Uygulama Yollar:

Intramuskiler (IM)
Intravenoz (IV)
Dermal

Intradermal

Cilt alt1 («Subcutan»)

Intranazal : Kitle asilamalarinda
Oral



Farkh disip
arastirma e

Muhendisli

saghk /klinik bilimler
temel bilimler

Proje ekibinde, konu ile
ilgili olarak bilimsel

Takim calismasi

inlerden
Kibi:

¢

makale, patent veya
patent basvurusu olan
arastirmacilarin yer almasi



Aktif bagisiklamada ASI

Hastaligi olusturan etkenden

— izole edilen veya olusturulmus olan antijen
kullanilir.

genelde enjeksiyon yolu ile dolasim
sistemine ulastirilirlar

Dolasimdaki B hiicreleri enfjekte
edilen antijene karsi antikor yaniti
olustururlar.

Hafiza hiicreleri olusumu ile de ilgili
etkenle karsilasildigi an hizli
koruyuycu antikor yaniti olustururlar.

— Bu antikorlar sonrasinda karsilastiklari antijene
baglanarak «notrolize» veya inaktive ederek
hastaligin olusumunu onlerler




Asi hedeflenen mikroorganizma

Lisansli asilar halen Pastor’in
prensiplerine gore gelistiriimektedir
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Canli asilar
Olii asilar
Toksoidler

Subunite ve Konjuge

asilar

Rekombinant asilar
Anti-idiotip antikorlar

DNA asilari

Asli tipleri
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vaccines
& VLPs
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Live attenuated
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& vectors
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Canli Agllar

* (Cesitliyontemlerile attenue edilmeleri yolu ile elde
edilirler

— Farkli tirdeki benzer virls tipinin kullanilmasi: cicek de
Edward Jenner’in «coxpox» tipini kullanmasi

* Farkh Greme ortamlarinda (Hucre kultirleri veya

hayvan embriyolari Jcok sayida pasajlamaile
attente edilir.

— Sari humma: 6nce fare sonra civciv embryo
— Poliovirls : maymun bdbrek htcreleri
— Kizamik: civciv embriyo fibroblastlari



® vucuda verildiklerinde, Urer, yayilir ve immun sistemi (lenfoid
ve miyeloid hcreleri) uyarirlar

* Imminite daha uzun sireli ve yiiksek dozda olur

Kontrendikasyonlari:

immun yetmezligi olanlarda, immun supresif ila¢ kullananlarda,
kronik/ latent infekte bireylerde , gebelerde

Cicek, kizamik, kizamik¢ik, kabakulak, polioSSabin),
sarthumma, rotavirus, varisella (sucicegi ), Zoster
(zona), influenza (nazal formu) ve BC




Asl etkinsizlligi ve guvenilirligi problemi :

— Yetersiz atenuasyon

— Virulansa geri donlisen mutasyon riski

— Uretilirken ortamdan baska etken ile kontaminasyon
— Uygunsuz saklama kosullari (Soguk zincire uyamama)
— Uygunsuz uygulama

— Immin yetmezlikli kisilere uygulanamamasi

— Es donemde diger viral etkenler ile interferans

* Or: Gelismekte olan tilkelerde oral polio asisinin
etkinlignin distik olmasi



Inaktif (OlU) Asilar
polio (IPV, Salk), kolera, hepatit A, veba, kuduz

Kullanimi kolay

Transportu kolay

Elde edilmesi kolay

— Etken inaktivasyonu : kimyasal, i1s1, veya
radyasyon ile yapilir

— Sadece Ureme
Tim antijenleri, hiicre duvar ve igerigi ile
genetik materyeli igerir.
Yeterli immiin yanit olusturmasi igin

— ek adjuvan eklenebilir
— Antijen dozu daha fazladir

Inflamatuvar yanita neden olabilir

Jonas Salk chose not to patent his 1955 polio
vaccine, making it more affordable for the
millions of people who needed it.
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As a result, he missed out on earning an
estimated US$7 billion.
Thank you, Dr Salk (1914 - 1995).




Inaktif (OlG ) Asi

Kalici immiinite (hiicresel imminite uyarimi zayif) = igin
doz tekrari gerekir

Asirt inaktivasyon ile immiinojenitie 6zelliginin yok
edilmesi

Tam inative edilememis ise enfeksiyon gérilebilir

— Salk: sonrasi polio olgular
— Hicre kiltirdlerinin Sv40 kontaminasyonu=onkojenik potansiyel riski?

Yiksek doz antijen verilmesi gerektigi igin allerjik
reaksiyon gibi yan etki riskinin artmasi

Yogun miktarlarda etkenin iiretilmesindeki giigliik



Toksoid asilar
Tetanoz ve difteri

. Hastaligin ana patojenj ~ |-Mownesuen of Texin to Toxer
nakterinin toksini ise
cullanthir

. Ekzotoksin

bakterilerin kiltir
filtrarindan elde edilir

Absorbsiyonu
uzatmak ve antijenik
etkiyi arttirmak igin
adjuvan kullanihr




Sublinite/Konjuge asilari

Immun yanit olusturmak icin etkenin bir
fragmani ayristirilir ve asi icin kullanilir.

ornek: aselliler bogmaca, influenza asisi
(parenteral formu)

* Konjuge polisakkarit tipinde:

— Saflastirilmis kapsul polisakkarit antijenleri
tastyici proteinler ile konjuge edilerek

immunite olusturma ozellikleri arttirihir
 Or: Difteri toksini CRM 197 (non toksik mutant) ,Tetanoz toksoidi...




Subunite asl
Recombinan asi

- Immunojenik bir proteini kodlayan genler
izole edilir bir vektore rekombine edilir

— Bakteri, memeli veya mantar

» Rekombinasyona ugrayan antijen bu
vektorde ekspresse edilmeye baslanir:
Saflastirilir Uretilen hiicrelerden
biyokimyasal yolla karbonhidrat veya
protein olarak pirifiye edilir(saflastirilir)
— Hepatit B agisi

— Influenza



Rekombinant as

avantaj dezavantaj
e Kullanilan vektor hem e Gelistirilme asamasi glic ve
glvenli hem de kolay pahall
uretilebilir — Hedeflenecek antijenik gen
bolgelerinin saptanma

* asi kolay saklanabilir
asamasi

* Uretimi ekonomik — Klonlanmalari ve uygun

vektorin bulunup
" immunolojik olarak stabil ve
So— iyi bir yantilin elde edilebilme
calismalari

Vector
(e.g. baculovirus)

b Protein
Harvesting/
Influenza Virus Purification

Q.

Cell Culture
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Recombinant HA



Subunit/Konjuge
Rekombinant asilar

* Hepatit B Virusu
Influenza (enjekte edilen)
Haemophilus influenza type b (Hib)
Pertussis/bogmaca (DTaP kombinasyonundaki )
Pndmokok
Meningokok

HPV



Tersine asi gelistirme
(Revers vaccinology)

* Mikroorganizmalari
uretmeksizin, gen
sekanslarina iliskin
bilgiden hareket
edilerek ve
biyoinformatik
sistemlerin yardimiyla
asilarin tasarlanmasi

Ornegin: Meningokok’un
tum tiplerine birden etki
eden asl

Convantional vaccine development

Cultivate microorganism
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Sentetik peptid asilari

N.gonorrhea
V.cholera B toksini subunit peptidi

Pratik asi alternatifi: * Dezavantaj:

immun sistemi uyaran ana * Immdunitesi daha az olabilir
peptit sekanslarin — Ozellikle hiicresel immiinite
tanimlanarak sentetik yoldan azhg

asida kullanilacak miktarlarda Adjuvant gereksinimi
uretilmesi

® Bir den fazla hatirlatma dozu

Avantaj: yapilma ihtiyaci

mutasyon veya virulans geri
donusu riski yok

Patojen veya toksik madde
kontaminasyon riski yok
Ozellikle zor Uireyen etkenler
icin ideal

Birden fazla antijenik peptit
sekansi uygulanabilir




Anti-idiotip Antikorlari

* Yabanci antijeni taklit ederek immun yanit olusturma
mekanizmasi

* Antijene 6zgul sekansa karsi gelistirilen antikor veya Thiicre
reseptoru olabilir= 6zgll antikorlarin baglanma bolgelerini
taniyan

* Antijenin glc elde edilmesi veya tehlike olusturmasi durumlari
icin kolaylik

Yapilan calismalar

* HBV

* Kuduz

* Newcastle hastaligi virtsu
* Reovirusler

* Poliovirus



DNA Asilari

® Antijeni kodlayan DNA parcasi

A Aa
l.il!"’."..'

)
¥ GENE FOR
ANTHIEN

i,
enjekte ediliyor § “}}
g
— Genelde gen izole edilip ilgili kisim %‘m‘f’ :
plasmide klonlaniyor e
— Plsasmid konagin hicreleri tarafindan G
alinip transkripsiyon ve sonunda da 8
ekspressyonu sagligyor .o

— Cilten «gen tabancasi» ile plasmidler
enfekte ediliyor

Teorik olarak bu asilar konak tarafindan
antijen olusturuldugu icin glivenilir ve yan
etkisinin az olmasini dustunduriyor.

DNA kolayca elde edilebildigi icin Gretilmesi
kolay

Calisma: Malaria ve Hepatit B influenza,
herpes simplex virus, T-cell ymphoma, ve
HIV

Genis immunite olusturabiliyor: Hiicresel ve
himoral antikor yaniti

Otoimmun yanti artisi?
Onkojenik potansiyel?

Influenza Plasmid Vial
Genes

Influenza Virus
Gene(s)






Nazal yoldan asilama

 Canli attenue Influenza
asisi: (Live attenuated
influence vaccine veya LAIV)

* 50 vyas altina 6neriliyor




AEROSOL Yoldan Asilama

® DSO : kizamik ve kizamikcik icin planliyor

® Ozellikle gelismekte olan tilkeler basta olmak lizere kullanim

kolayhgi

= Ultrasonic nebulizer




e Rekombinant
teknoloji ile

* Ucuz ve kolay
uretim

e Kullanimi rahat

* Calisma:
— hepatit B: muz
— Kolera toksin: piring

Yenilebilir Asilar

Recombinant DNA Approaches for Vaccine Production and
Transgenic Plants with Edible Vaccines

Gene from a human %
pathogen is inserted %

// :
5 = B 9
into a vector 2 N
=

<= Vector introduced
P> 1 into plant cells

Eating banana Leaf segments sprout into

triggers immune whole plants carrying
response to pathogen gene from human pathogen



