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DOSYA/DERLEME

A$l ARASTIRMA VE GELISTIRME ALANINDA
YENi YAKLASIMLAR

Erkan OZCENGIZ*, Gilay OZCENGIZ**
Ozet

Edward Jener'in 1796'daki cowpox deneyiminden sonra 19. yiizyilda Louis Pasteur' iin temel prensiplerine
dayanan "birinci jenerasyon" asilarin gelisimi, patojenlerin inaktif veya zayiflatiimis canl formlari olarak
kullanilmalarini temel almistir. "ikinci generasyon" altiinite asilar ise saflagtirnlmis mikrobiyal hiicre
komponentlerinden yapilmistir. Bunlar, polisakkarid kimyasi, rekombinant DNA teknolojisi ve yeni
adjuvantlardan yararlanarak daha saf ve gtivenilir olmuslardir. Bu birinci ve ikinci jenerasyon asilar iki yiiz
yilr agkin bir stiredir pek ¢cok 6ltimciil hastahgin kontrol altina alinmasi veya eradike edilmesinde esas ekseni
olusturmakla birlikte, dayandiklari ampirik dizayn metodlari kiltird yapilamayan mikroplara
uygulanamamakta, antijenik olarak cok degisken patojenler icin genellikle koruyucu asilar yapmakta basarisiz
kalmakta ve daha da 6nemlisi yillara ve hatta onlarca yila yayilan arastirma stiregleri gerektirdiklerinden
ozellikle hizla evrimlesen patojenler icin yetersiz kalmaktadirlar. 1990'li yillarin sonlari genomik caginin
baslangicina ve biyoinformatigin yiikselisine damgasini vurmus ve sonraki yillarda "-omics" bilimi ve
teknolojileri rasyonel ve hizli bicimde asi bilimi alanina entegre olmustur. Bu, pan-genomik ters asi biliminin
("reverse vaccinology") dogmasina ve bunun sonucu olarak "li¢lincii jenerasyon" asilarin gelisimine neden
olmustur. Diger yandan, sentetik genomik alaninin, yeni antijenlerin yaratilmasi, protein miihendisligi ve
yapisal analizlerin maliyetinin azaltilmasi yoniindeki potansiyeli ile asi bilimi icin parlak bir gelecek sunacagi
ongorilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Yeni asilar, ters asibilimi, immunoproteomik, pan-genomik, Ggtincl kusak asilar
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Novel Approaches on Vaccine Research and Development
Abstract

The development of "first generation" vaccines was essentially based on the basic principles of Louis
Pasteur who refined Edward Jenner's 1796 cowpox experiment in the 19th century and relied on using
inactivated pathogens in whole or live attenuated forms. The "second generation" subunit vaccines made
up of purified microbial cell components which were greatly benefited from polysaccharide chemistry,
recombinant DNA technology as well as advances in the use of novel adjuvants were more refined and
much safer. Though these first and second generation vaccines were pivotal in controlling or eradicating
many deadly diseases for more than two centuries, their empiric methods of design cannot be applied to
microbes that are noncultivable in vitro, often fail to provide widely protective vaccines for antigenically
hypervariable pathogens, besides being very slow leading to years or even decades of research, especially
to address rapidly evolving pathogens. The late 1990s marked the beginning of the so-called genomics
era and the rise of bioinformatics. Since then, "-omics" science and technologies were rationally and
rapidly integrated to the field of vaccinology, leading primarily to the birth of pan-genomic reverse
vaccinology approach and resulting in "third generation" of vaccines, including the universal ones. Synthetic
genomics, on the other hand, offers a future by paving way to the chemical synthesis of genetic material
for the creation of novel antigens, reduction in cost for protein engineering and structural analyses.

Key Words: Novel vaccines, reverse vaccinology, immunoproteomic, pan-genomic, third generation
vaccines

(iii) subunit (alt tnite) asilar; toksoidler, protein-
konjuge polisakkaritler, rekombinant proteinler ve
kapstler polisakkaritler. Hastalik etkeni bakteri veya

Giris ve Kisa Tarihce

Asilarin gelisimi 200 yili askin slire boyunca

hemen ayni temel prensiplerle stirdiriimus ve
gelistirilen asilar pek cok oldirlicti enfeksiyon
hastaligina karsi insanhgi korunmayi basarmistir.
Animsanacak olursa, Edward Jenner'in insan
patojeni smallpox virus (cicek virusu) ile yakin
benzerligi olan bovine poxvirus'unu (sigir cicek
virusu) 1796'da ilk kez insana asi olarak uygulamasi
ve daha sonra 1885'te Louis Pasteur'un attenuasyonu
kesfetmesi ve kuduza karsi canli attenue bir asi
gelistirmesi sonucunda, asi gelistirme calismalari icin
temel prensipler (patojenin izolasyonu-inaktivasyonu
veya zayiflatilmasi-enjeksiyonu) genel olarak
belirlenmis oldu (Moriel, 2009). Glinimtuzde bilinen
tum asilar, mevcut su yaklagimlardan birisinin
kullanimi ile gelistirilmistir:

(i) Olii agilar (inaktif asilar),

(ii) canl attenue (zayiflatilmis) asilar,

virusun izole edilmesi, inaktivasyonu (6lu) veya
zayiflatilmasi (canli) veya mikroorganizmanin toksini
ya da baska komponentlerinin asi olarak
uygulanmasi, 20. yuizyll boyunca baslica asi gelistirme
yontemlerini olusturmustur.

Birinci ve ikinci Kusak Asilar

Birinci kusak asilar, biiyltik bilimci L. Pasteur'un
temel prensiplerine dayanan inaktif tam
mikroorganizma veya attenue virus veya bakteri
asilarini icermistir. Bunlar, Bacillus Calmette Guerin
(BCQ), pertussis (bogmaca), poliomyelitis (cocuk
felci), rabies (kuduz) ve smallpox (cicek) gibi
agilardr. ikinci kusak asilar ise, saflastiriimig mikrobiyal
hiicre komponentlerini icermekte olup alt tinite agilar
olarak adlandirilmistir. Bu asilar, tetanoz, difteri,
pneumonia, influenza, hepatitis B gibi hastaliklara
karsi kullanilan polisakkarit veya protein antijenlerdir.
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Tablo 1. Giiniimiizde kullanimda olan birinci ve
ikinci kusak asilar.

A | Tip
Anthrax (sarbon) Subunit
Diphtheria Subunit
Haemophilus influenzae b| Subunit
Hepatitis A Inaktif
Hepatitis B Subunit

(rekombinant)
Human Papillomavirus Subunit

Influenza virus inaktif veya canli

Japanese encephalitis inaktif

! Measles (kizamik) Canli

| Meningococcus Subunit ;
Mumps (kabakulak) Canh

Pertussis (bogmaca) inaktif veya subunit

Plague (veba) inaktif

Pneumococcus Subunit

Polio (cocukfelci) Canli veya inaktif

Rabies (kuduz) inaktif

Rotavirus Canli

Rubella (kizamikcik) Canl

Smallpox (cicek) Canl

Tetanus Subunit
Tuberculosis (BCG) Canli

Typhoid Canli veya subunit
Varicella Canli

Yellow fever (sari ates) Canli

Herpes zoster Canl

Gunumuzde uygulamada olan ve tim dlinyada
lisanslanan bu birinci ve ikinci kusak asilar Tablo 1'de
verilmektedir. Geleneksel yaklasim olarak
adlandirdigimiz bu yontemlerle gelistirilen asilar,
cicek hastalhiginin eradike edilmesinde buiytik rol
almis, difteri, tetanoz, bogmaca, cocuk felci, kizamik

(measles), kabakulak (mumps), kizamikcik (rubella),
Haemophilus influenzae B gibi hastaliklarin artik
goriiniirde olmamasi veya morbidite ve mortalite
insidansinin azalmasi basarisini gostermis, yasam
kalite ve beklentisinin ylikselmesini saglamistir
(Moriel, 2009; Bagnoli, 2011).

Tim bu devasa basarilara karsin, geleneksel asi
gelistirme yaklasimlarinin pek cok 6nemli hastaliga
veya yeni onem kazanan hastaliklara karsi asi
gelistirilmesinde sinirli kaldigi gorilmektedir.
Ornegin degiskenlik gdsteren viruslar, cok yaygin
gorilmemekle birlikte kompleks bakteriler ve
ozellikle tropikal bolgelerin yaygin 6limciil paraziter
hastaliklarina karsi asi gelistirilmesinde yeni
yaklagimlar buytik birer ihtiyac olarak ortaya ¢cikmustir.
Human Immunodeficiency virus (HIV) ve Hepatitis
C virus (HCV) gibi ¢cok degisken viruslarda
(hypervariable viruses) mevcut heterojen yapi, as
gelistirmede onemli bir engel olusturmaktadir.
Ornegin HIV-1 sekiz alt-tipe (subtype) sahip olup,
her alt-tip icinde de yiiksek oranda degiskenlik
bulunmaktadir (Gao, 1998). Diger bir patojen olan
Influenza virusu icin mevcut asi, her sene yeni bir
formulasyon ve asi tekrari gerekmektedir. Sitmaya
(malaria) karsi yogun arastirmalara karsin hentiz
Universal bir agi gelistirilememistir. Leishmaniasis,
schistosomiasis, amoebiasis gibi pek ¢ok tropikal
hastaliga karsi asi arastirmalari ihmal edilmistir.
Bunlara ilave olarak, son on yillar itibariyle asilarin
glvenirligi Uzerine titiz bir kamuoyu baskisi olusmasi
ve bu yonde biyoguvenlik/etik arastirmalarin artmasi,
asilar icin kabul edilebilir risk ¢itasini da oldukca
yukseltmistir (Kennedy, 2011).

Geleneksel asi yontemleri ile elde edilen agilarin
bazilarinda mikroorganizmalarin klttr zorluklari
veya ilgili antijenlerin saflastirlma zorluklari gibi
olumsuzluklar, tGretimde zaman ve verim kaybina
da neden olmaktadir. Uretim yéntemlerinden
kaynaklanan asi reaksiyonlari, bazi geleneksel asilarin
yerine yeni kusak asilarin gelmesini zorunlu
kildigindan, daha yeni asi yaklasimlari denenmeye
baslanmistir. Ornegin, her yil yaklasik 300-400 bin
cocugun olimine ve milyonlarca insanin
hastalanmasina yol acan bogmaca (pertussis)
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hastaligina karsi basari ile uygulanmis geleneksel tam
hiicre asilarinin ciddi yan etkileri, yeni alt Unite
hiicresiz asilarin (ikinci kusak) gelistirilmesine neden
olmustur. Ancak ikinci kusak asilarla ytksek asilama
oranina ragmen bircok llkede bogmacanin
gorilmeye devam etmesi, giinimuzde daha yeni
yaklasimlarla Gglinci kusak asi gelistirilmesi hedefini
gindeme getirmistir. Mikroorganizmalarin
genellikle kilttr veya hiicre seri pasajlari ile elde
edilen zayiflatiimis formlarinda, zayiflatma ile ilgili
molekiler mekanizmalar bilinmemekte, bu
formlarin geri mutasyonla patojenik formlara
donlsimi tehdit icermektedir. Bununla beraber,
glinimuizde yeni attenue formlar gelistirmek icin
molekuler genetik calismalarla elde edilmis ve geri
donlsimid mimkin olmayan pek cok asi adayi
bulunmaktadir. Ornegin yeni ve canli bir BCG agis
bu yaklasimla hazirlanmig ve 6n klinik uygulamalarda
daha basarili gorilmustir. BCG (tuberkiiloz) asisi
attenue bir Mycobacterium formudur ve yeni asi ise
rekBCG30 olarak adlandirilan, rasyonel bir bicimde
tasarlanmis rekombinant bir asidir. Bu aginin Faz 1
uygulamasi tuberkilin negatif gondllilerde 2004
yilinda baslatiimistir (www.who.int/vaccine_
research/diseases /tb).

Yukarida s6z edildigi lGzere, deneysel olarak
tanimlanmis antijenleri temel alan ikinci kusak
astlarin daha da gelistirilmesini hedefleyen
rekombinant DNA teknolojilerinin genelde iki ana
temasi olmustur:

(i) enfeksiy6z ajanin ya da kanser hicrelerinin
bir ya da birden fazla immuinojenik proteini ya da
proteinlerini kodlayan genler klonlanir ve bu genler
en uygun bicimde ifade edilebilecegi dustintlen bir
konakgl organizmaya (bakteri, maya, bocek ya da
memeli hicreleri) aktarilir. Bu hicrelerce bol
miktarda sentezlenen antijenler modern teknikler
kullanilarak yuksek saflikta elde edilip asi
formulasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilir.

(i) Molekiler miihendislik teknolojisi, asi suslarinin
ya da bakteri toksinlerinin rasyonel bir bicimde
zayiflatilmasinda/detoksifiye edilmesinde kullanilir.

Bu tur molekiler yaklasimlar, geleneksel olanlara
gore ¢ok daha rafine olmakla birlikte yine de zaman
alicidir, genellikle pahalidir, gayet iyi antikor yaniti
vermekle birlikte T-hiicre aktivasyonu yontinden
ozellikle hiicre ici patojenlere karsi yetersiz
kalabileceginden adjuvant secimi 6zellikle 5nemlidir
ve daha da onemlisi serotipleri ¢cok fazla olan
patojenler icin (meningococcus B gibi) tniversal
asilarin gelistirilmesine pek uygun degildir (Bambini,
2009; http://www.twnside. org.sg/title/
twr127c.htm).

Geleneksel asi gelistirme yontemleri Hepatitis C,
Papilloma virus tip 16, 18 ve Mycobacterium leprae
gibi in vitro kultird yapilamayan bazi
mikroorganizmalara karsi asi gelistirmede
uygulanamamistir. Bu yaklasim, yine Staphylococcus
aureus gibi firsat¢i patojenlere karsi da basarili
olamamistir (Bagnoli, 2011).

- Omik bilim ve teknolojiler, "reverse" asi bilimi
ve liclincii kusak asilar

Subat 2012 itibariyle, dliinyanin cesitli
merkezlerinde surdurilen genom projelerinin
toplam sayisi 14,000'e ulasmis olup bunlardan
3000'den fazlasi tamamlanmis projelerdir (http://
www.genomesonline.org/gold.cgi). Serbest
yasayabilen bir organizmaya ait ilk genomu temsilen
Haemophilus influenzae'ya ait mikrobiyal genom
dizilerinin ¢ozllerek rapor edildigi (Fleischmann,
1995) 90'li yillarin ortalarindan bu yana
strdirtlmekte olan, binlerce farkli organizmaya ait
genom projeleri tarafindan uretilen ve inaniimaz
boyutlara varan bilgi birikimi ve buna paralel bicimde
biyoinformatik alanindaki gelismeler, -omik bilim ve
teknolojilerin asi bilimine rasyonel bir bicimde
entegre olmasini saglamisg ve asi arastirma ve
gelistiriimesinde tamamen yeni bir cagin
baslamasina neden olarak lclinci kusak asilara
onculik etmistir. Ginimuzde 6nemli insan
patojenlerinin neredeyse her biri icin, farkl suslar
temsilen birden fazla genom sekansi mevcuttur. ilgili
genomik terim, kavram ve bunlarin beraberinde
getirdigi asi yaklasimlari Tablo 2'de 6zetlenmektedir.
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Tablo 2. Yeni kusak asilarla ilgili terminolojiler, kavramlar ve aciklamalar.

Terminoloji/Kavram

Aciklama

Genomik

Yapisal genomik

Bir organizmanin sahip oldugu tiim genetik materyalin ve gen setlerinin
tamaminin (genomun) yiiksek ¢iktili bicimde calisiimasi

Bir genomdaki tim yapisal motiflerin ve protein yapilarinin yiiksek
ciktili bicimde belirlenmesine yonelik calismalar

Transkriptomik

Bir organizmada ifade edilen tim genlerin mRNA (transkript)
seviyesinde yiksek ciktili bicimde belirlenmesi; transkriptom arastirmalari

Proteomik

Fonksiyonel genomik

Bir hiicrenin belli bir zaman ve mekanda Urettigi proteinlerin (proteomun),
protein-protein ve protein-kiictik molekl etkilesimlerinin ylksek ciktih
bicimde arastinimasi

Mutasyon, transkriptom ve proteom analizleri ile genomun fonksiyonel ve dinamik
unsurlarinin yiiksek ¢ciktili bicimde belirlenmesi

Karsilastirmal
genomik

Farkh organizmalara ait genomlarin karsilastiriimasiyla gen
fonksiyonu, filojeni ve evrim siirecine ait bilgiler tretilmesi

Biyoinformatik

Yiksek ¢iktili -omik bilim ve teknolojilerden elde edilen kiitlesel bilgilerin in siliko
analizi, islenmesi ve saklanmasinda kullanilan kompttasyonel teknolojilerin tamami

Sentetik genomik

Kompitasyonel teknikler ve DNA'nin kimyasal sentezinin bilesimi ile yeni gen
kiimelerinin, kromozomlarin ve hatta tiim genomun tasarimi ve olusturulmasi

immunoproteomik
(immiinomik)

Bir patojenin sahip oldugu ve insan ya da hayvan konakgisinin
immuin sistemi tarafindan farkedilip taninan antijenlerin tamami

Stirfazom Bir mikroorganizmanin dis ylizeyinde ifade edilen proteinlerin timi
Sekretom Bir mikroorganizmanin hiicre digina salgiladigi proteinlerin tim
Antijenomik insan/hayvan immiin sistem reaksiyonlari temelinde asi adaylarinin segimi
Vaksinomik Kisiye 6zgl asilarin olusturulabilmesi amaciyla insan immun yanitlari

arasindaki farkhhklarin arastinlmasini iceren asi bilim alani

Pan-genomik

Projesi bitmis coklu genomlarin analizi; boylelikle ayni tirtn tim farkh
suslarina karsi etkili Gniversal asilarin tasarlanmasi In siliko antijen 6ngortisu

In siliko antijen
ongorisu

Biyoinformatik araclar kullanilarak asi adayi antijenlerle ilgili 5ngorilerde
bulunulmasi

"Reverse" asi bilimi

Asi adaylarinin, in siliko (patojeni kiltiire almaksizin ve koruyucu etkinlikleri
bakimindan test edilmeksizin) secilmesi
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Bunlar icerisinde merkezde yer alan "reverse" asi
bilimi (RV) prensipleri ve uygulamalari, Novartis
Asi'nin (Siena, italya) Asi Arastirma Global Baskani
Dr. Rino Rappuoli tarafindan gelistirilmistir (Tivedi,
2006). RV'nin ilk gelistirildigi donemdeki kapsamini
biraz daha aciklamak yararli olur. Bu yaklagim, cesitli
biyoinformatik araclarin kullanilmasiyla, genomdaki
belirli DNA dizi motiflerinden yola cikilarak belirli
bir patojen icin (i) dis zara ve hiicre membranina
hedeflenen proteinlerin ve (ii) konakg¢i yapilarini
taniyan ve onlarla etkilesen proteinlerin
belirlenmesini icermistir. Beklenecegi Uzere,
bunlardan ilki, sinyal peptidlerde, lipoproteinlerde
ve transmembran proteinlerde korunmus amino asit
motiflerini hedeflemektedir. Bu yolla patojenin
laboratuvar kiltirlerini hazirlamak ve tasidig
antijenleri biyokimyasal ve serolojik yontemlerle
tanimlamak gibi zor ve zaman alici basamaklar
gerekmedigi gibi, in vitro veya in vivo ne miktarda
ifade edilip edilmediginden, yani deneysel olarak
yakalanip yakalanamayacagindan bagimsiz bir
bicimde, aciklanmis ve yorumlanmis herhangi bir
patojen genomunda mevcut tiim protein antijenler
ve hatta daha 6nce varligi hi¢ bilinmeyen antijenler
esit oranda temsil edilirler. Bunun da 6tesinde, gen/
protein yapi benzerlikleri esas alindigindan veri
tabaninda mevcut bilgiler diger patojenlerde antijen
tahmininde kullanilma potansiyeline sahiptir.

immunodominant antijenlerdeki degiskenlik,
patojenlerin immun yanittan kagmak lzere
kullandiklari genel bir mekanizmadir. Bunun en tipik
ornegi, her yil yeni ve farkli bir aginin Gretimini
zorunlu kilan Influenza virusu ylizey proteinleridir.
Spektrumun diger ucundaki sorun ise, patojende
korunan, ancak yeterince bagisiklik saglamayan
antijenlerle ilgili olup, serogrup B meningokoklar
(Men B) bunun en tipik 6rnegdini olusturmaktaydi.
Meningococcal meningitis ve sepsis etkeni olan
Neisseria meningitidis bes buyuk patojenik
serogruba (Men A, B, C, Y ve W135) sahip, gram
negatif, kapsulli bir bakteridir. Bunlardan A/C/Y/
W135 serogruplarina ait polisakkarit-konjuge
kombine asilar glinimizde uygulamada yer
almaktadir ve adolesan ve risk altindaki personele

uygulanmasi ABD'de 2010'da onaylanmustir (http:/
/www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/
mm6003a3.htm). Afrika disinda kalan Ulkelerde,
global meningokokal menenijit vakalarinin %50'sine
neden olan Men B serogrubuna ait kapstler
polisakkarit yapi, hem insanlarda mevcut bir
glikoprotein olan polisialik asite benzerligi nedeniyle
otoimmiiniteyi uyarabilecegi icin, hem de ve cok zayif
bir immunojen olmasi nedeniyle bu serotipe karsi
diger serotiplerde oldugu gibi bir konjuge asi
gelistirilememisti. Yine ayni organizmanin bol
miktarda icerdigi PorA ylizey proteini ise, antijenik
degiskenlik gostermesi nedeniyle bir diger zorlugu
temsil etmekte ve bu iki komponenti icerecek hicbir
kompleks asinin teknik fizibilitesi olmayacakt
(Rappuoli, 2011). Tek bir sus ile hazirlanmis bir asi
sadece A.B.D.'de dolasan Men B suslarinin ancak
%27'sine kars! etkili olabilecek, tiim patojen suslarin
%380'ini kapsayabilecek cok komponentli bir asi ise
en az 20 ayri Men B asi susunu gerektirecekti. Buna
karsilik in silico bir yaklasimla, ve RV nin de ilk 6rnegi
olarak, Uclnci kusak Men B agsisi 2000 baslarinda
gelistiriimeye baslanmistir. Bu asinin gelistirilme
stirecini kisaca 6zetlersek; MenB ytlizey proteinlerini
belirlemek amaciyla organizmanin genom
sekansinin (Tettelin, 2000) biyoinformatik analizleri
yapilmistir. Genis capraz etkili bir agi gelistirilebilmesi
icin genomda, kuvvetli bir secici baskiya ugramamis
antijenlerin bulunmasi hedeflenmistir. Cok fazla
miktarda uretilmeyen ve fazla imminodominant
olmayan antijenlerin farkh suslarda daha fazla
korunmus olacaklari beklenmisrir. Organizmanin
sahip oldugu toplam 2,158 gen icerinde 28'inin bu
ozelliklere sahip koruyucu antijenler kodladig:
basariyla gosterilmistir (Pizza, 2000). Bunlarin E.
coli'de klonlanmasiyla elde edilen rekombinant
proteinlerle immunize edilen fare serumlarinin
bakterisidal aktivitesi test edilerek sonucta serogrup
B suslarinda bes adet yiiksek oranda korunmus
antijen belirlenmistir. Bunlardan Ggunun yanisira
PorA P.1.4 tipi PorA ireten bir susun dis xzar
vesikullerinden olusan yeni Meningokok B asisi su
anda Faz Ill klinik deneme asamasinda olup, bu asi
icin 2010 yihinda European Medicines Agency
(EMA)'e onay bagvurusu yapilmis bulunmaktadir.
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Sekil 1. Omik alanlar ve bu alanlarin yeni asilarin kesfedilmesini saglayan Ar-Ge faaliyet ve siireclerine
etkileri
-

|

Molekiler epidemiyoloji

wie O calignd;

Patojen

Klasik |
"Reverse" asi bilimi
Pan-GenomikJ

| - s

| [Sentetikg omik G iléﬂ &
| Asi

calismalannin| =}
gelecegi H

} gelistirme
J
|
l_Yaplsal genomik

Transkriptomik -]
Fonksiyonel genomik

Proteomik |

Cogalma ve/veya patojenez icin gerekli genlerin yuksek ¢iktili tanimlanmasi

Genis skalall kionlama, ekspres

Hayvan modellerinde immunojenite testleri

Klinik denemelerde kullanilacak ¢apraz korumali agi adaylarnnin segimi

Kaynak: Bambini ve Rappuoli, 2009
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Sekil 2. Asi kesif ve gelistirme siireclerinin ge¢misi
ve genomik cagin yiikseldigi 2000'li yillar icerisinde
gosterdigi degisim

1980'ler
\ / \

[ ‘“/ - . \
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Kaynak: Bambini ve Rappuoli, 2009

RV, ilk gelistirildigi yillarda sadece in siliko antijen
ongoriustnu temel almis olmakla birlikte, daha
sonralari fonksiyonel genomik, proteomik,
immunomik ve karsilastirmali genomik/pan-genomik
yaklasimlardan da buyuk 6l¢lide yararlanmis ve
Ucglincu kusak asilarin tasariminda bu post-genomik
bilim ve teknolojilerin katkisi cok blyiik olmustur (Sekil
1) (Bambini, 2009; Bagnoli, 2011). Tam genom
dizilimleri klasik ve pan-genomik RV icin temel tegkil
eder. Patojenin asi calismalari icin en uygun susu
molekiler epidomiyoloji arastirmalariyla
belirlenirken, fonksiyonel genomik arastirmalar
(transkriptomik, proteomik) konakgi-patojen
etkilesiminin anlasilmasinda merkezi bir rol Ustlenir.
Yapisal genomik, potansiyel antijenlerin rasyonel
muhendisligi icin atomik seviyede gerekli yapi
bilgilerini, sentetik genomik ise yeni asilarin yapimi
icin sentetik genom tasarimlari olusturulmasini
onerir.

Asi kesif ve gelistirme sureclerinin gegmisi ve
genomik cagin yukselisi icerisinde gosterdikleri
degisime bakildiginda, carpici farkhliklar
go6zlenmektedir (Bambini, 2009). Sekil 2'de
gorillecegi uzere, asi teknolojisinin "asi adayinin
kesfi" ve "ilgili aginin gelistirilmesi" olmak Gzere iki
asamasli mevcuttur; sirecin tamami ise hem

gecmiste, hem de gliniimiizde en az 15 yillik Ar-Ge
calismalar gerektirmektedir. Geleneksel asi kesif
yaklagimlari, 80'li yillarda cok zaman almakta, yillara
ve hatta on yillara yayilmaktaydi. Bundan sadece
10-15 yil sonrasinda, genom dizilerine ulagimdaki
kolaylhk, yiiksek ciktili post-genomik teknolojiler ve
imminoloji bilimindeki gelismeler, asi adayi
antijenlere sadece birkac yil icerisinde ulasmak
rahathigi getirmis ve boylelikle kesif siirecini ¢ok
kisaltmistir. Diger yandan, daha guivenli, daha etkin
ve daha ucuz asilara olan gereksinim ve kiresel
sosyoekonomik nedenlerle uluslararasi platformlarda
giderek agirlasan diizenleyici kurallar, bu asilarin
ticari gelisimlerini geciktirmektedir.

Yeni asi hedeflerinin ve biyomarkérlerin tarif
edilebilmesi icin proteom teknolojisinin seroloji ile
birlikte kullaniimasini iceren imminoproteomik
teknoloji, hem kanser arastirmalarinda tiimore 6zguil
otoantijenlerin belirlenmesi, hem de enfeksiyon
hastaliklari ve patojenlerle ilgili arastirma
hedeflerinin ve markorlerin gelistirilmesini
saglamaktadir (Seliger, 2002; Bambini, 2009). Yeni
asilara yonelik imminoproteomik teknolojiler ve
diger post-genomik yaklagimlar Helicobacter pylori
(Nilsson, 2000; Backert, 2005), Staphylococcus
aureus (Vytvytska, 2002), Bacillus anthracis (Ariel,
2003), Shigella flexneri (Peng, 2004), Francisella
tularensis (Havlasova, 2002), Corynebacterium
diphtheriae (Hansmeier, 2006), Streptococcus
pyogenes (Rodriguez-Ortega, 2006), Chlamydia
pneumoniae (Bunk, 2008), Neisseria meningitidis
(LinksHsu, 2008) ve ulkemizde de arastirma
grubumuz tarafindan Bordetella pertussis (Altindis,
2009; Tefon, 2011) 6zelinde basariyla uygulanmustir.
Jel-temelli toplam hiicresel imminoproteom
calismalarinin yanisira, patojen bakterilerin konakgi
hicreye hiicreye girmesi ve
cogalmasinda 6nemli rol oynayan hiicre membrani,
periplasmik ve dis membran proteinlerinin analizini
iceren ylizey proteom (stirfazom) komponentlerinin
ve patojenin salgiladigi proteinlerden olusan
sekretom komponentlerinin tamaminin jelden-
bagimsiz proteomik tekniklerle tanimlanmasi da
blyik onem tasimaktadir (Walters, 2010; Tefon,
2011).

tutunmasi,
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Polivalent rekombinant asilar

Onemli bir tehdit ajani olan Dengue virus ile ilgili
asi gelistirme 6rnegdi, Faz Il agamasinda dikkat
cekmektedir. Asisi ve tedavisi bulunmayan bir hastalik
olarak bilinen Dang hastaligi, Asya-Pasifik ve Latin
Amerika tlkeleri basta olmak (izere yiizden fazla tilke
ve Ui¢ milyardan fazla insani tehdit etmektedir. Cesitli
sivrisinekler araciligi ile bulasan virusun dort farklh
serotipi vardir. Gliniimuizde biyik Gmit veren canl
bir asi, Dengue virus serotiplerine ait iki protein
geninin Yellow fever 17D asI susuna (YFV 17D)
klonlanmasi ile elde edilmistir. Bu dortli Dengue
asisinin, genetik ve fenotipik stabilite, in vitro ve in
vivo immunojenite 6n klinik testlerinden sonra WHO
kriterlerine uygun bir bicimde klinik calismalari
devam etmektedir. Endemik bolgelerde, mevcut
arastirma Faz lll asamasina ulasmistir (Guirakhoo,
2000; Guy, 2011).

Yapisal asi bilimi ve rasyonel antijen tasarimi

Yeni asilar icin arastirma ve gelistirme calismalari,
patojenlerin koruyucu olmayan ve istenmeyen
immuin reaktif komponentlerinin sayisini diistirmis,
immiunizasyonun guvenligini ve asilanan bireylerin
toleransini arttirmistir. Yine de, birkac istisnai asi
arastirmasi disinda, modern ve lisansli asilarin
hemen tamaminda antijenlerin dogal yapilari
korunmaktadir. Oysa giinimuizde biyokimya ve
biyofizik alanlarindaki gelismeler, antijenlerin ylksek
¢ozindrlikte yapi analizlerini, antijenlerin notralize
edici antikorlarlarla etkilestigi elektrostatik ylizeyleri
ve bu ylizeyleri olusturan protein mimarisini
aydinlatmakta, genetik mihendisligine yol
gostererek antijenlerin optimize edilmesini saglamak
potansiyelindedir (Dormitzer, 2008). Bu yaklagim,
sadece sinirli sayida koruyucu antijene sahip olan
viruslar icin ozellikle 6nemlidir. Rasyonel antijen
tasarimini ve protein modifikasyonunu iceren ve
robotikler esliginde in vitro immiinojen performansi
taramalarini gerektiren yiiksek ¢iktili bu yaklagimin
rasyonel adjuvant tasarimi ile birlikte kullanimi, daha
dayanikli, daha gtivenilir, patojenin daha genis bir
spektrumuna karsi koruma saglayan, daha pratik ve
daha etkin bicimde Uretilebilir yeni jenerasyon
asilarin gelistirilmesi icin onemlidir.

Peptid Asilar

Asi gelistirme calismalarinda 6nemli bir diger
yaklagim da, degisik T- ve B-hlicre epitoplarini temsil
eden peptid asilar gelistirilmesini icermistir. Polivalent
epitoplar, ozellikle bir virusun coklu suslarina karsi
korunmay: saglayabilir. Epitop analizleri ile elde
edilen bilgiler, bir proteinin sadece az sayidaki
bolgelerini asi olarak kullanabilme olanagini verir
ve bu yaklasimin pek cok avantaji olacagi
beklenmektedir: (i) Peptid asilar, potansiyel olarak
enfeksiyon riski olan zayiflatiimis asilar icin oldukca
guvenilir bir alternatif teskil ederler, (ii) Gretimleri
ekonomik olacaktir, (iii) yan etki bakimindan daha
glvenilir olup otoimmun yanita daha az neden
olurlar. On klinik calismalarin gésterdigi lizere, epitop
peptid asilarin etkinliginde, uygulama yolu, dozu ve
adjuvant tipi kilit bir rol oynamaktadir. Ozellikle
viruslar icin coklu spesifik T-hiicre yanitina odakli
peptid epitop asilar, cok degisken viruslar icin 5nem
kazanmaktadir. HIV, HCV, SARS ve influenza viruslari
ve malaria etkeni, polivalent epitop asi gelistirme
yaklasimlarinin 6ne ciktigi baslca patojenlerdir. Bu
amacla gelistirilmis olan ¢ok sayida biyoinformatik
programi, epitop peptitlerin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir (Sirskyj, 2011). Adi gecen
patojenlerden influenza, daha 6zel bir durum arz
etmektedir. Mevcut influenza agilarinin yetersizligi
bilindiginden, tim influenza serotiplerine karsi genis
spektrumlu ve uzun sureli bagisik yanit saglayan yeni
astlarin gelistirilmesi amaclanmaktadir. Kendi
toplumlari icin gereksinim duyduklari agilari bizzat
uretme politikasina sahip gelismekte olan tlkelerde,
Diinya Saghk Orgiitii'niin destedinin yanisira,
influenza agi uretim kapasitelerinin arttirnlmasi ve
gelistirilmesi cabalari da sirmektedir. Bu yonde yeni
antijen uretim metodlari, yeni asi uygulama yollari,
korunan virus antijenlerine dayal agsi yaklasimlari
gelistirmek tizerine yogun bir bicimde ¢alisiimaktadir
(WHO- Wellcome Trust Conference Report, 2010;
Hendriks, 2011). Bunlar; yeni zayiflatma calismalari,
rekombinant baculovirus sistemleri ve virus benzeri
partikillerin (virus-like particles,VLPs) tretimi,
influenza icin vaccinia ve adenovirus vektorleri ile
rekombinant canli zayiflatilmis vektor asilar
gelistirilmesi, transdermal ve intranasal
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nanoemdusiyonlar gibi alternatif uygulama
arastirmalarini icermektedir.

HIV asilan

Cok degisken viruslara ornek teskil eden HIV
virusu icin asi gelistirmede yasanan guicliklerin pek
cok faktore bagh oldugu gozlenmektedir. Bu
faktorlerin en 6nemlileri arasinda virusun gosterdigi
yliksek genetik degiskenlik, zarf proteinlerinin
ozellikleri ve immun tanima ve nétralizasyondan
kurtulmasi sayilabilir. Antikor notralizasyonundan
kurtulmaya ilave olarak, HIV bir cok mekanizmayla
hiicresel yanittan kurtulma yetenegine de sahip
bulunmaktadir. HIV-infekte kisilerin hemen hepsi
antikor yaniti olustururlar, ancak bu antikorlardan
¢ok azi gercekten virusu notralize edebilme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle bu notralize edici
antikorlarin tanimlanmasi ve bunu uyaran
immunojenlerin agi dizayninda kullanilmasi baslica
hedefler arasinda bulunmaktadir (Cafaro, 2009).
HIV'e karsi, 1987'den bu yana cesitli subunit, DNA,
canh vektor rekombinant asilar ve cesitli asi
kombinasyonlari gelistirilmis ve test edilmistir.
Bunlardan bazilari maymun modellerinde degisik
seviyelerde koruyucu etkinlik gostermis, ancak Faz
[l uygulamasina bunlardan sadece birkaci devam
edebilmistir. Bunlardan RV144 olarak bilinen
uygulamanin (rekombinant canarypox vektor +
gp120B/E-alum) Tayland'da %31 koruma sagladigi
ileri strtlmustdr. Bu calismalar, cesitli vektor asilarla
subunit asilarin ardisik uygulanmasi veya uygulama
takvimlerinin gelistirilmesine 1sik tutacaktir (Girard,
2011).

Sonuc¢

Gunumuzde ozellikle molekuler biyoloji ve genetik
alaninda gorulen hizl ve buyik ilerlemeler ve
mikroorganizmalarin patojenite ve
immunojenitelerinden sorumlu yapi ve
fonksiyonlarinin belirlenmesinde elde edilen
bulgular, asi Gretim sureci ve mevcut asilarla ilgili
karsilasilan cesitli olumsuzluklara ¢6ziim getirerek asi
biliminde cok 6nemli gelismeler saglamistir. Dinya
asl arastirma ve gelistirme bilim toplulugunun

glinimizde bir ronesansi yaratmakta oldugunu
soyleyebiliriz. 1980'lerden bu yana buiyik gelismeler
gosteren rekombinant DNA teknolojisi, hem daha
etkin ve giivenilir yeni alt Ginite asilarin gelistirilmesini
saglamis, hem de -omik bilim ve teknolojilerine
oncllik etmistir. -Omik'lere dayanan ilk uygulamalar,
2000'li yillarin basinda reverse vaccinology (ters asi
bilimi) teriminin bilim dlinyasina onerilmesi ve asi
gelistiriimesinde olduk¢a zor bir patojen olan
serogrup B meningokoklar 6zelinde basarisini
kanitlamasiyla baslamistir. Hemen ardindan, yeni
asilarin dizayni icin transkriptomik, proteomik,
immunomik gibi post-genomik teknolojilerle asi
biliminin entegrasyonunun yanisira biyokimya ve
biyofizik alanlarindaki gelismelerin antijenlerin
modifiye edilebildigi tasarimlara izin vermesi ve
peptid asilari da 6ne cikaran diger yaklasimlar biyuk
Umitler yaratmistir. Tim bu alanlar, "l¢tinct kusak"
yeni asilari insanhga kazandirmaya hizla hizmet
edecektir. Bir Ulkenin kalkinmasinin en 6nemli
Olcitlerinden birisi, kendi gereksimi olan asilari
Uretme becerisidir. Bu noktada ¢ok Uzlcl olan,
ekonomik buytime rakamlarin siklikla s6z edildigi
Ulkemizde hicbir asi Ar-Ge ve Uretim politikasinin
bulunmamasi ve mevcut disa bagimhiliktir.
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