YENI NESIL ASILAR




Yeni Nesil Asilar

* Modifiye canli asilar ve inaktif (6ld) asilar bugtine kadar bircok
infeksiydz hastaligin kontroliinde basarili olmuslardir. Ancak, her
zaman icin daha etkin, daha ucuz ve daha gtivenli asi tGretimine ihtiyac
duyulmaktadir.

* Yeni Nesil Asilar:

* Gen Klonlamasi ile Hazirlanan Asilar (antijenler),

* Genetik Olarak Attenue Edilmis Organizma Asilari
e Canli Rekombinant Organizma Asilari

olarak siniflandirilmaktadir.



Gen Klonlamasi ile Hazirlanan Asilar
(antijenler) (. Kategori Asilar)

Gen klonlamasi yUksek miktarda saflastiriimis antijen Gretimi
amaciyla kullaniimaktadir.

Gen klonlamasinin ilk asamasi ilgili antijeni kodlayan DNA’nin
izolasyonudur. Bu DNA daha sonra bir bakteri, maya veya
baska bir hiucreye aktarilarak bu hicrelerde rekombinant
antijenin ekspresyonu (Uretilerek sergilenmesi) saglanir.

Bu sekilde gelistirilen ilk asi Sap Hastaligi Virusu’'ndan
hazirlanmistir. Bu virusun yapisi cok iyi bilinmektedir.

Mevcut antijenleri arasinda VP1 antijenini (koruyucu antijen)
kodlayan genlerin haritalari ¢cikartiimistir.



Ik olarak sap virusunun RNA genomu izole edilir ve reverz
transkriptaz enzimi kullanilarak DNA’ya transkripte edilir
(RNA’nin komplementeri sentezlenerek cDNA elde edilir).

Daha sonra bu DNA restriksiyon endoniiklez enzimleri ile
sadece VP1 antijenini kodlayan geni kapsayacak fragment
elde edilecek sekilde kesilir.

VP1’i kodlayan DNA sonra bir plazmide aktarilir.

Bu plazmid ise Escherichia coli bakterisine (rekombinant
bakteri) aktarilarak bakteri susu Uretilir.

Bu rekombinant bakteri Gredikce fazla miktarda VP1 Uretir.

Uretilen antijen toplanir, saflastirilir, ve bundan bir asi
gelistirilir.



* Buislem etkili bir islemdir, ciinkt mililitresinde 102
mikroorganizma yogunlugu saglanacak sekilde Uretilen 10 It
hacmindeki E. coli’den 4x107 doz sap asisI
hazirlanabilmektedir.

* Bununla birlikte bu asi ile olusturulan bagisikhgin diizeyi ayni
virusun inaktif asisiyla elde edileninden daha dustktir ve
benzer bir koruma saglanmasi icin 1000 kat yiksek dozda
uygulanmasina gerek duyulmaktadir.



Genetik Olarak Attenue Edilmis Organizmalar
(1l. Kategori Asilar)

Uzun sureli ve tekrarlayan doku kiltlra pasajlari genetik
muhendisliginin basit (primitif) bir formu olarak degerlendirilebilir.
Bu uygulamanin beklenilen ve istenilen sonucu hastaliga neden
olmayan bir organizmanin Uretilmesidir. Bunu saglamak her zaman
mumkUin olmamakta ve bu sekilde olusturulan bir
mikroorganizmanin virulent hale gegmesi (reversiyon) her zaman
icin bir risk tasimaktadir.

Ancak, molekuler genetik tekniklerini kullanmak suretiyle bir
organizmanin genleri modifiye edilip o organizmanin geriye
donusimsuz (irreverzibl) bir sekilde attenue edilmesi saglanabilir.
Bu sekilde hazirlanan asilar Il. Kategori Asilar olarak
tanimlanmaktadir.



Canli Rekombinant Organizmalar (llI.
Kategori Asilar / Vektor Asilar)

* Protein antijenlerini kodlayan genler ¢esitli organizmalara
direkt olarak klonlanabilmektedir (rekombinasyon).

* Proteinlerin saflastirilarak kullanilmasi yerine, olusturulan bu
rekombinant organizmalar da asi olarak uygulanabilmektedir.

* Bu asilar lll. Kategori asilar olarak tanimlanmaktadir.

 Deneysel olarak hazirlanmis rekombinant asilarda bu amacla
adenoviruslar, herpesviruslar, BCG veya Salmonella gibi
bakteriler kullanilirken, bu amacla en yaygin kullanim alani
bulmus asilarda ise sigir gicek virusu (vaccinia virus), tavuk
cicek virusu (fowlpox) ve kanarya cicek virusu (canarypox)
gibi cicek viruslarindan faydalanmaktadir.



Bu viruslar derinin gizilmesi veya agiz yoluyla kolaylikla
uygulanmaktadir.

Bu viruslar buylk genoma sahip olup, yeni bir genin genoma
eklenmesine (insersiyon) (bu virus genomlarinin yaklasik
%10’luk porsiyonuna yabanci DNA eklenebilir) izin vermekte
ve bu genlerin kodladigi antijenler ylksek duzeylerde
eksprese (Uretilip huicre yuzeyinde sergilenebilmekte)
edilebilmektedir.

Dahasi, bu sekilde Uretilen rekombinant proteinler cicek
virusu icerisinde glikozilasyon ve membran transportu gibi
uygun islem asamalarini da gecirmektedir.



