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KONGRE PROGRAMI







20 Mayis

29 NISAN 2015, CARSAMBA Amfisi

KAYIT 08:00-09:00

Baslik: Kongre A¢ilis Konusmasi
Konugsmaci:
e  Prof. Dr. Candeger YILMAZ
(Ege Universitesi Rektorii) 09:00-09:15

ACILIS o
e Prof. Dr. Yesim KIRAZLI
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Dekani)
e Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ
(Asi Bilimi Dernegi Baskani)
Bagkanlar:
o Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Asi Bilimi Dernegi)
o Dog. Dr. Mert DOSKAYA
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Asi Bilimi Dernegi) 09:15-10:00
Oturum Konusu: Asi Tasarlanmasi ve Asi hedefi
olan enfeksiyon hastaliklari (Oturum Dili
ingilizcedir)
L Sozlii Bildiri-1: DNA vaccines
S_OZ'_-U_ Konugmaci: Prof. Philip Loqis FFLGNER . 09:15-09:30
BILDIRI (University of California, Irvine Protein
OTURUMU 1 Microarray Laboratuvari)

Sozli Bildiri-2: Recent progress with malaria
vaccines
Konugmaci: Prof. Adrian HILL

(Oxford Universitesi, Jenner Enstitiisii)

09:30-09:45

Sozlii Bildiri-3: Recent progress towards a novel
efficient TB vaccine
Konusmaci: Dr. Dennis CHRISTENSEN 09:45-10:00

(Danimarka Statens Serum Enstituisu, Asi
Arastirma ve Gelistirme Merkezi)

KAHVE MOLASI 10:00-10:15




SOzLO
BiLDiRi
OTURUMU 2

Baskanlar:
o Prof. Dr. Ulgen Zeki OK

(Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dali)

e Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali)
Oturum Konusu: Asi Tasarlanmasi ve Asi hedefi
olan enfeksiyon hastaliklari

10:15-11:15

Sozlii Bildiri-4: Asi gelistirilmesinde giincel omiks
yaklasimlar
Konugmaci: Dr. Or¢un HACARIZ

(TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen
Miuhendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisii)

10:15-10:30

Sozlii Bildiri-5: Respiratory syncytial viriisiine
karsi RSV-F DNA asisinin gelistirilmesi ve BALB/c
tipi farelerde immiin yanitin incelenmesi
Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Erdal EROGLU

(Celal Bayar Universitesi Miihendislik
Fakultesi, Biyomuhendislik Bolim)

10:30-10:45

Sozlii Bildiri-6: Kirrm-Kongo Kanamali Ates
Hastaligina karsi hiicre kiiltiir tabanl inaktif asi
gelistirme ¢alismalari

Konusmaci: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Viroloji
Bilim Dali, Asi Arastirma ve Gelistirme
Merkezi)

10:45-11:00

Sozlii Bildiri-7: Leishmaniasis’e karsi asi
gelistirilmesinde ortaya ¢cikan problemler ve yeni
yaklasimlar

Konusmaci: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
(Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik
BSlimi)

11:00-11:15




SOzLO
BiLDIRi
OTURUMU 3

Baskanlar:

e Prof.Dr.S. ismet DELILOGLU GURHAN
(Ege Universitesi, Biyomiihendislik Balimii)

o Vet. Hekim Gokhan OZDEMIR

(izmir Veteriner Hekimler Odasi)

Oturum Konusu: Veteriner Asilar

11:15-12:30

Sozli Bildiri-8: Veteriner asilari alaninda bir
biyobenzer érnegi: gE ifade etmeyen
rekombinant BoHV-1 elde edilmesi
Konusmaci: Prof. Dr. Aykut OZKUL

(Ankara Universitesi, Veteriner Fakdiltesi
Viroloji Anabilim Dal)

11:15-11:30

Sozlii Bildiri-9: Veteriner agilari ve kalite kontrol
prosediirleri
Konusmaci: Vet. Hekim Dr. Ahmet ARSLAN

(Bornova Veteriner Kontrol Enstitusd,
Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Balimii)

11:30-11:45

Sozlii Bildiri-10: Gékkusagi alabaliklarinda
Yersinia ruckeri’ye karsi serotip 1 ve 2 kombine
inaktif asi gelistirilmesi

Konusmaci: Prof. Dr. Soner ALTUN

(Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Su
Uriinleri Hastaliklari Anabilim Dal)

11:45-12:00

Sozlii Bildiri-11: Sigirlarin trichophytosis
hastaligina karsi asi iiretimi

Konusmaci: Vet. Hekim Nilay UNAL
(Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde
Uretim Tic. ve San. A.S.)

12:00-12:15

Sozlii Bildiri-12: Biiyiikbas hayvanlarda E. coli ve
Cl. perfringens Tip C enfeksiyonlarina karsi
antiserum iiretimi

Konusmaci: Biyomiih. Yaprak GEDIK

(AtaFen Veteriner Asi Uretim Tic. ve San. A.S.)

12:15-12:30

OGLE ARASI

12:30-13:30




sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 4

Bagkan:
e  Prof. Dr. Riichan USLU

(Ege Universitesi Tip Fakdiltesi, Onkoloji Bilim Dali)
Oturum Konusu: Diger Asilar (Kanser, nérolojik,
immiinolojik asilar)

13:30-14:30

Sozlii Bildiri-13: Akciger kanserinde yeni terapétik
yaklasimlar: Nedir bu akciger kanseri asisi?

Konusmaci: Dog. Dr. Burcak KARACA
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Medikal
Onkoloji Bilim Dah)

13:30-13:45

Sozli Bildiri-14: Uroplakin 3A proteininden
tiiretilen antijenik peptidin iki farkl adjuvania
immiin cevap yanitlarinin karsilastirilmali olarak
degerlendirilmesi

Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Kenan iZGi
(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal)

13:45-14:00

Sozlii Bildiri-15: Over kanserinde iiretilen
AMHR2’nin ekstraselliiler bir peptidini hedef alan
bir monoklonal antikorun kanser immiinterapide
kullanilmak iizere iiretilmesi

Konusmaci: Dog. Dr. Cagri SAKALAR
(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal)

14:00-14:15

Sozli Bildiri-16: Meme kanserinde asi modelleri
Konusmaci: Dog. Dr. Levent YENIAY

(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi
Anabilim Dali)

14:15-14:30

sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 5

Bagkan:
«  Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

(Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik B&limii)
Oturum Konusu: Asi immiinolojisi, vektor,
adjuvant immunomodiilatérler

14:30-15:00




Sozlii Bildiri-17: DNA asilari ile uyarilan immun
yanitin arttirilmasi ve molekiiler adjuvantiar

- . 14:30-14:45
Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Sultan GULCE 1Z
(Ege Universitesi, Biyomiihendislik Balimii)
Sozlii Bildiri-18: Girisimsel olmayan asi
formiilasyonu gelistirilmesi: adjuvanlar/tasiyici
sistemler 14:45-15:00

Konugmaci: Prof. Dr. Sevda SENEL

(Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakdiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali)

KAHVE MOLASI

15:00-15:15

POSTER
OTURUMU

POSTER SUNUMLARI

(Yer: 20 Mayis Amfisi Fuayesi)

15:15-15:30

sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 6

Baskanlar:

o Dr. Kiirsat DERICI
(Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol
Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi, Tibbi Biyolojik Uriinler
Laboratuvarlari Birim Sorumlusu)

e Dr.Osman TOPAC
(Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Asi ile Onlenebilir
Hastaliklar Daire Bagkani)

Oturum Konusu: Agi iiretimi

15:30-16:30

Sozlii Bildiri-19: Prevenar yerli iiretimi siireci ve
yerli iiretim zorluklari

Konusmaci: Devrim CAVUSOGLU
(Pfizer A.S. Teknik Genel Mudiir)

15:30-15:45

Sozlii Bildiri-20: Beseri asilarda iilkemizde ki
mevcut durum, planlananlar ve yapilanlar

Konusmaci: Dr. O. Mutlu TOPAL
(Keymen ilag A.S.)

15:45-16:00

Sozlii Bildiri-21: Asi iiretiminde gelecegin iiretim
tesisleri-prosesleri

Konusmaci: Omer Cem ERDEM
(Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd. Sti.)

16:00-16:15




Sozlii Bildiri-22: Ulkemizde asi kalite kontrol

analizleri ve seri serbest birakilmasi

Konusmaci: Dr. Kiirsat DERICI
(Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve
Kontrol Laboratuvarlari Daire Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Laboratuvari)

16:15-16:30

SOzLO
BiLDiRi
OTURUMU 7

Baskanlar:
e  Prof. Dr. Hiisnii PULLUKCU

(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dali)

e Uzm. Dr. Seher MUSAONBASIOGLU
(Tarkiye Halk Sagligi Kurumu, Bulasici Hastaliklar Kontrol
Programlari Bagkan Yardimcisi)

Oturum Konusu: Klinik arastirmalar
(Epidemiyolojik ¢alismalar, asi uygulama yollari,
asilarin koruyuculugu ve giivenligi),
immuniizasyon program, finans ve ekonomi
politikalar

16:30-17:00

Sozli Bildiri-23: Genisletilmis bagisiklama
programi

Konusgmaci: Dr. Osman TOPAC
(Turkiye Halk Sagligi Kurumu, Asi ile
Onlenebilir Hastaliklar Daire Baskani)

16:30-16:45

Sozli Bildiri-24: Ulusal asi kapasitesini

gelistirmeye yonelik politikalar

Konusmaci: Dr. Emin TURAN
(Sanofi-Pasteur A.S.)

16:45-17:00

GALA YEMEGI (Ege Universitesi Konukevi)

19:30




30 NISAN 2015, CARSAMBA 20 Mayis

Amfisi

KAPANIS TORENI ve KATILIM BELGELERININ ) )
T 08:00-09:00
SOSYAL PROGRAM 09:00-20:00
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SB-1
DNA Vaccines
Philip L. Felgner

University of California Irvine, School of Medicine, Irvine, CA 92697, USA
Email: pfelgner@uci.edu

Beginning in 1990 a tool ‘naked DNA’ became available to those involved in vaccine
development. It showed great promise for both the improvement of existing vaccines
and the development of vaccines against disease targets for which there are so far no
effective vaccines. And yet the discovery that naked DNA could be used in vaccination
came about more or less by accident, as a result of attempts to use non-replicating
bacterial plasmid expression vectors (encoding proteins of interest) for gene therapy.
In experiments designed to test the use of cationic liposomes (lipid-based packages)
for delivering plasmid DNA into cells, it was found that the ‘control’ animals, into which
naked DNA alone was injected intramuscularly, expressed the highest levels of the
transgenic protein. This unexpected discovery suggested a new approach to immune
stimulation. If animals could be transfected by injection with DNA, such that the
encoded protein was expressed in situ, would immunity specific to this protein (the
antigen) result? The answer is yes. In 1993, studies in mice showed that intramuscular
injection of plasmid DNA encoding influenza virus antigens generated immune
responses from both the humoral system (antibodies and B cells) and the cell-
mediated system (cytotoxic T cells); these immune responses were sufficient to
protect the animals against a live influenza virus infection. These results set off a flurry
of research and development activity leading to the more than 4000 papers on ‘DNA
vaccines’ in the literature today. All of the key developments leading to this productive
area of immunology and vaccine research occurred in Dr. Felgner’s laboratory. That
naked DNA could be expressed in mouse muscle after direct injection was published in
1990 in Science. And the demonstration of naked DNA vaccines was published in
Science in 1993. The history and progress of this interesting area of immunology and
vaccine science will be reviewed here.
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SB-2

Recent Progress with Malaria Vaccines

Adrian V. S. Hill

The Jenner Institite, Oxford University
Email: adrian.hill@ndm.ox.ac.uk

A highly effective malaria vaccine is a major goal of global health research and will
likely require a multi-stage product. To date, RTS,S/AS01, the leading candidate
vaccine has achieved 30-50% efficacy of modest duration in a phase 3 trial. Oxford
researchers are developing the concept of a highly effective multi-stage P. falciparum
vaccine to the point of proof-of-concept phase Il testing in Europe, prior to trials in
malaria-endemic areas.

Remarkable recent advances in vaccine design for all four stages of the P. falciparum
parasite’s life-cycle allow testing of a multi-stage multi-component vaccine for the first
time, with strong chances of success. These advances are i) the availability of a new
vectored prime-boost vaccination regime based on the chimpanzee adenovirus
technology that has been found to induce exceptionally potent CD8" T cell responses
and high titre antibodies against multiple malaria antigens; ii) the development of an
improved virus-like particle (VLP) version of the leading partially protective RTS,S
sporozoite vaccine candidate, termed R21, that lacks the excess of HBsAg in RTS,S; iii)
the identification, using a vector technology screen, of the blood-stage antigen RH5 as
the first antigen to induce potent strain-transcending neutralisation of blood-stage
parasites in in vitro growth inhibition assays; and iv) the demonstration that antibodies
against a mosquito-stage antigens that induce 100% transmission blocking against field
isolates of P. falciparum in Africa are inducible by a new nanoparticle vaccine
candidate.

In parallel similar approaches using vectors and VLPs are underway to target the pre-
erythrocytic stages of P.vivax, including the hypnozoite, and a phase | trial of the vivax
blood-stage vaccine candidate, PvRIl, is nearing completion.

We are aiming to undertake phase | / Il clinical trials to assess the P.falciparum pre-
erythrocytic, blood-stage and mosquito-stage components individually, and then
together, using state-of-the art immunomonitoring, key functional assays of vaccine-
induced immunogenicity, and sporozoite and blood-stage parasite challenges to
measure efficacy prior to field testing. An update on this programme will be presented.
A viral vectored prime-boost regime has recently shown high efficacy against malaria
infection in East Africa and the first combination trial of RTS,5/AS01 with these vectors
has been completed.

Substantial progress has also meed made in attaining high level efficacy against
homologous parasite strain challenge with cryopreserved irradiated sporozoites.
Intravenous immunisation was required for efficacy along with four to five
immunisations and field trials of this approach are now beginning.

The prospects for achieving high level vaccine efficacy in the field with some of these
approaches now appear very good.

14



SB-3

Recent Progress Towards a Novel Efficient TB Vaccine

Dennis Christensen

Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark
Email: den@ssi.dk

More than one-third of the world’s population is infected with Mycobacterium
tuberculosis. The only vaccine, Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG),
does not prevent adult pulmonary TB or reactivation of latent infection. Candidate
vaccines currently under clinical development have been designed to improve BCG
efficacy but not prevent reactivation of latent infection.

The vaccine discovery paradigm for Tuberculosis has thus been to mimic the natural
immune response to infection and thus to select dominant antigens and administer
them in delivery systems that promote strong Th1 responses, because IFN-gamma is
recognized as the main protective cytokine during infection. However, the BCG vaccine
is a strong inducer of IFN-gamma producing Th1 cells yet has limited protection in
adults, and the MVA-Ag85 vaccine that boosts these responses even higher recently
showed disappointing data in a clinical efficacy trial.

I will discuss ongoing efforts to improve the efficacy of subunit vaccines through
adjuvant design and antigen composition with a focus on the most important features
for a novel TB vaccine to be administered to a global population with a high prevalence
of latent TB.

Recent data from mouse and non-human primate models of vaccine promoted
protective immunity suggest that instead of boosting Thl and IFN-y, supplementing
BCG with central memory T cells (TCM) that are insufficiently induced by BCG may be a
feasible avenue towards TB vaccines that efficiently protect the TB infected lung. We
have thus found that that although BCG control M. tuberculosis growth for 7 weeks of
infection, the protection was gradually lost as the infection entered the chronic phase.
The resulting regrowth of M. tuberculosis coincided with an almost complete
disappearance of central memory T cells. Booster vaccination with a subunit vaccine
(Ag85B-ESAT-6+CAF01) that expanded the TCM population, and the maintained this
population in the late stage of infection was associated with enhanced control of
bacterial growth. These results thus suggest that TCM cells with the potential to
continuously replenish the T cells at the site of infection can prevent attrition and
functional exhaustion, and thus efficiently prevent reactivation of latent infection.

15



SB-4

Asi Gelistirilmesinde Giincel Omiks Yaklasimlar

Orgun Hagariz

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Gebze,
Kocaeli
Email: orcun.hacariz@tubitak.gov.tr

GunUmuzde insan ve hayvan sagligi acisindan 6nem arz eden ve biyik ekonomik
kayiplara yol acan bircok parazite (Fasciola hepatica gibi) karsi etkili asilar
gelistirilememektedir. Bu durumun baslica nedenlerinden birinin parazit biyolojisinin
tam olarak anlasilamamasi oldugu distintlmektedir. Alisilmis yontemlerle sinirli sayida
parazit molekili tanimlanabilirken, omiks (omics; bir biyolojik maddenin timiinin
incelenmesi) yaklagsimlari ile tanimlanabilen molekdil sayisi binlerce olabilmektedir.

Proteomik (protein-omics); tiim proteinlerin, genomik (gen-omics); tim DNA’nin,
transkriptomik (transcript-omics) ise tum transkriptlerin (mRNA) arastiriimasi
anlaminda kullanilmaktadir. Sivi kromatografisine bagli kitle spektrometre yontemleri
proteomik calismalarinda yaygin olarak kullaniimakta, yeni nesil dizileme ile tim
genetik  madde incelenebilmektedir.  Bahsedilen  yontemler, laboratuvar
calismalarindan elde edilen verinin gesitli islem kiimeleri ile bilgisayar ortaminda (in
silico) anlamlandiriimasina dayanmaktadir.

Bu sunumda, glincel omiks yaklasimlarinin F. hepatica ile ilgili sagladigi bulgular
gecmisteki ve su an vydritilen calismalar dahilinde asi gelistirme yoninden
tartisilacaktir.
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SB-5

Respiratory Syncytial Viriisiine Karsi RSV-F DNA Asisinin Gelistirilmesi
ve BALB/c Tipi Farelerde immiin Yanitin incelenmesi

Erdal Erog“lul'z, Pooja M. Tiwari?, Alain B. Waffo?, Vida A. Dennis’, Shree R. Singh2

celal Bayar Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Biyomihendislik Bélimi, Muradiye/ Manisa,
45140, Turkiye

Alabama State Universitesi, NanoBiotechnology Arastirma Merkezi, Montgomery/ Alabama,
36104, USA

Email: erogluerdal@gmail.com

GIRIS ve AMAC: Respiratuvar sinsitiyal virtisii (RSV) 6zellikle 2 yasina kadar hemen
hemen tim ¢ocuklarda gérilmekle birlikte, tiim diinyada 6liimlere varan ciddi solunum
yolu enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. Bu viriise karsi sadece yilksek risk altindaki
¢ocuklarda izin verilen bazi genel antiviral ilaglar disinda, heniiz koruma saglayan
lisansh bir asi gelistirilememistir. Bundan 50 yil kadar once yapilan agi gelistirme
denemelerinde, formalin ile inaktive edilmis asi Th2 tipinde bagisikhk sonucu
tetikleyerek alerjik reaksiyonlara sebep olmus ve bazi deneklerde 6lime sebebiyet
vermistir. Yaptigimiz ¢alismada RSV’'nin yizeyinde bulunan RSV-F (fusion) proteinini
ifade eden gen bolgesi pHCMV1 vektoriine klonlanarak RSV’'ye karsi bir DNA asisi
gelistirilmis ve BALB/c tipi farelerde immun yanitin tipi incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: RSV-F proteinini ifade eden gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltilarak,
BamHI ve Notl restriksiyon enzimi kesim noktalarindan pHCMV1 vektorl igine
klonlanmasiyla bir DNA asisi gelistirilmistir. Ayrica, gelistirilen agi GFP geni ile de
etiketlenmistir. Daha sonra saflastirilan DNA asisi BALB/C tipi farelere kol kasi yoluyla 1,
15 ve 29’uncu ginlerde uygulanarak, fareler imminize edilmistir. Ayrica, 0, 14, 28 ve
49’uncu giinlerde farelerden kan érnekleri toplanarak ELISA teknigi ile iiretilen toplam
IgG ve isotipleri (IgG2a, IgG2b ve IgG1) belirlenmistir. Son olarak, toplanan kan
ornekleri degisik oranlarda seyreltilerek in vitro da canh RSV (zerine uygulanmistir.

SONUC: Oncelikli olarak, gelistirilen DNA asisinin in vitro da Uretildigi GFP etiketi
sayesinde gosterilmistir. Kan o6rneklerinde, 28inci glinden sonra (6zellikle 49’uncu
giinde) RSV'ye 6zel IgG Uretildigi gosterilmistir. 1gG’nin isotiplerine bakildiginda yiksek
oranda 1gG2a ve IgG2b gdzlenirken 1gG1’e rastlanmamistir. isotip oranlari (IgG1/1gG2a
ve 1gG2b/1gG2a) goz 6ninde bulunduruldugunda, gelistirilen DNA asisinin dogal RSV
enfeksiyonlarinda oldugu gibi Thl tipi antibadi yaniti tetikledigi gozlenmistir. Son
olarak, kan orneklerinin (1:8, 1:16 seyreltmelerde) canh RSV’nin enfeksiyon kabiliyetini
in vitro da %46’ ya kadar distirdigu gosterilmistir.

TARTISMA: Yapmis oldugumuz calismada RSV-F DNA asisinin BALB/c tipi farelerde
dogal RSV enfeksiyonlarindaki gibi Th1 tipi antibadi yaniti tetikledigi gdrilmustur.

TESEKKURLER: Bu proje NSF-CREST ve NSF-HBCU-UP tarafindan desteklenmistir (Proje
no: HRD-1241701 ve HRD-1135863)
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SB-6

Kirnm-Kongo Kanamali Ates Hastaligina Karsi Hiicre Kiiltiir Tabanh
inaktif As1 Gelistirme Calismalari

Aykut Ozdarendeli

Erciyes Universitesi, Asi Arastirma ve Gelistirme Merkezi
Email: aozdarendeli@erciyes.edu.tr

Enfeksiydz hastaliklar, glinUimuzde halk saghg agisindan en 6nemli morbidite ve
mortalite nedenlerinden olmaya devam etmektedirler. Viral hemorajik hastaliklar
bircok Ulkede oldugu gibi son yillarda Glkemizde de goériilmekte olup hem toplum
genelini hem de halk saghgi calisanlarini tehdit etmektedir. Onemli viral hemorajik
hastaliga neden olan bazi virisler (Lassa, Marburg, Ebola, Dengue, Hanta ve Kirim-
Kongo kanamali ates hastaligi virusleri vb.) bir enfeksiyon ajani olarak toplum sagligini
tehdit ederken ayni zamanda biyolojik silah olarak kullanilma potansiyelinde olmalari
ayri bir 6nem atfedilmesine neden olmaktadir.

Kirrm-Kongo kanamali ates hastaligi (KKKAH) virlisii Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis
genusunda yer almaktadir. KKKAH virlisi diger memelilerin aksine sadece insanlarda
ciddi klinik semptomlarla seyreder. insanlardaki kanamali hastalik tablosu petesi,
yaygin ekimoz, kanama ve karacigerdeki fonksiyon bozuklugu seklinde kendini
gostererek mortalite orani %30’lara kadar gikabilir. Son yillarda vaka sayilarinin artmasi
ve yeni cografik bolgelerde hastaligin ortaya ¢ikmasi hastaligin kontrol altina alinmasi
icin acil kontrol stratejilerinin gelistiriimesini gerektirmektedir. Ulkemizdeki KKKAH ile
ilgili ilk klinik vakalar 2002 yilinda Tokat’da bildirilmis ve su ana kadar 8000’in {izerinde
vaka gorilmis olup Glkemiz ciddi bir KKKAH salgini ile karsi karsiyadir. 2014 yilinda
900’Uin Uzerinde vaka bildirilmis ve mortalite orani yaklasik %5’dir. Bu nedenle tilkemiz
icin KKKAH karsi asi gelistirilmesi buyik 6nem tasimaktadir.

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu'nun (TUBITAK) destekledigi 108G126
nolu proje kapsaminda KKKAH'a karsi, ¢alisma grubumuz tarafindan hiicre kultir
tabanli inaktif bir asi gelistirilmistir. Yapilan calismalarda asi uygulanan Balb/c
farelerinde yiksek diizeyde nétralizan antikorlarin olustugu saptanmistir. Daha da
onemlisi asilanan IFNAR farelerinin KKKAH Kelkit06 susu ile epriivasyonunda %80°lik
koruma oraninin oldugu bulunmustur. Devam eden projede Faz | asamasina basari ile
gelinmis ve calismalar devam etmektedir.
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SB-7

Leishmaniasis’e Karsi Asi Gelistiriimesinde Ortaya Cikan Problemler ve
Yeni Yaklagimlar

Adil M. Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik B6limdi, Hiicre Kiltiirii ve Doku Mithendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 34220, Tiirkiye
Email: adilmoglu@gmail.com

Leishmaniasis diinyanin ve tlkemizin en 6nemli halk sagligi problemlerinden birisidir.
Uzun vyillardan beri leishmaniasise karsi asi gelistiriimesi icin ¢alismalar yapilmasina
ragmen, halen etkin bir asi bulunmamaktadir. Simdiye kadar yapilan asi ¢alismalarinin
temelini, oldlrdlmis, atennie edilmis tim parazit antijenleri, saflastirmis,
rekombinant protein asilari ve DNA asilari olusturmaktadir. Uygulanan farkli tir asilarin
avantajlart  yaninda, klinikte kullanimini  sinirlayan pek ¢ok dezavantaji da
bulunmaktadir. Yapilan son g¢alismalarda parazitin en 6nemli ylizey antijenlerinden biri
olan LPG’ye 6nem verilmektedir. Ancak LPG’nin tek basina veya mevcut adjuvanlarla
yeterli etkinlik saglamadigl gosterilmistir. Buna gore de, daha 6nce tamamladigimiz
1085170 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda ilk kez olarak LPG’nin, daha &nce adjuvan
ozelligi gosterilmis olan poliakrilik asit (PAA) ile konjugati hazirlanmais ve bu konjugatin
fare modellerinde antileishmanial asi olarak etkinligi incelenmistir. Elde edilen
sonuglar, LPG-PAA konjugatinin Visseral Leishmaniasis’e karsi %83 oraninda koruma
sagladigini gostermistir.

Leishmaniasis’e karsi asi gelistiriimesinde uygulanan bagka bir ydntem de
zayiflatilmis(atenniie) asilarin kullanilmasidir. Mevcut yaklasimlardan farkli olarak, bu
alanda yaptigimiz calismalarda ilk kez olarak polielektrolitlere (Polioksidonyum (POX)
ve Polietilenglikol (PEG)) maruz birakilan canli L.infantum parazitlerinin virtlanshigi
azaltilmis formlari elde edilmis ve yapilan in vitro ve in vivo galismalar sonucunda
bunlarin etkin bir asi adayi oldugu ortaya ¢ikmistir.

Bu calismalarda ozellikle POX molekiliniin yiiksek miktarda adjuvan o6zellige sahip
oldugunun tespit edilmesinin ardindan, bu molekilin farkli yontemlerle hazirlanan
oldaralmis  Leishmania  parazitleriyle  birlikte  fiziksel ~ karisim  halindeki
formilasyonlarinin gicli bir koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. Adjuvanlara
dayali asilarin gelistiriimesinde bazi avantajlarin yaninda, antijenlerin, antijen sunucu
hicrelere dusik verimlilikle tanitilmasi, formilasyonlarin sekonder immiin yaniti
indiikleyememesi nedeniyle uzun siireli koruma saglanamamasi gibi bazi dezavantajlari
da bulunmaktadir. Son yillarda, bu dezavantajlari barindirmayan, antijenlerin direkt
olarak antijen sunucu hiicrelere transferine imkan saglayan ve yuksek adjuvan 6zellikli
nanopartikillere dayal tasiyici sistemlerin gelistiriimesine yonelik calismalar 6nem
kazanmistir. Bu ozelliklerini dikkate alarak, ¢alismalarimizin daha sonraki asamasinda,
Poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikillerine dayali tasiyici sistemlere
Leishmnia parazitlerinin farkh yontemlerle elde edilen immiinojen molekilerini
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yikleyerek hazirlanan formilasyonlarin ilk kez olarak asi adayl potansiyelleri
belirlenecektir. Bu konu ile ilgili ¢alismalarimiz 1003 no’lu Oncelikli Alanlar TUBITAK
Projesi kapsaminda yiritilmektedir.

Ayrica, laboratuarimizda elde edilen imminojen LPG molekili kullanilarak hibridoma
teknolojisine dayali tani kiti gelistirilmesi icin ¢alismalarimiz Santez projesi kapsaminda
yurutllmektedir. Boylece, laboratuarimizda Leishmaniasis’e kargi asi gelistirilmesine
yonelik yapilan ve yapilmakta olan galismalar, diinya ve Ulkemiz agisindan oldukga
onemli olup, yeni nesil asilarin elde edilmesinde gelecege yonelik yeni Umitlerin
dogmasina yol agmaktadir.

Tesekkiirler: Bu calisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi ve TUBITAK tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 0254.5TZ.2013-2 ve SBAG 2135148).
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SB-8

Veteriner Asilari Alaninda Bir Biyobenzer Ornegi: gE ifade Etmeyen
Rekombinant BoHV-1 Elde Edilmesi

Aykut Ozkul

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dal
Email: aykut.ozkul@ankara.edu.tr

Koruyucu hekimlik uygulamalarinin en 6nemli araglarinin basinda stphesiz asilar
gelmektedir. Agsilarla ilgili tarihsel siirec MO 2000 yillarina kadar uzanmaktadir.
Gunumuzde c¢ok farkli asi Uretim protokolleri tanimlanmis olsa da hepsinin ortak
ozelligi yiksek teknoloji destegi ile ve spesifik hedeflere uygun olarak Uretilmeleridir.
Bu kapsamda ginimizde (izerinde en c¢ok odaklanilan asilarin basinda “DIVA”
(Differentiation Infected and Vaccinated Animals) yaklasimi olanlar gelmektedir. Bu
¢alismada daha Once tanimlanmis, patent siiresi dolmak Uzere olan ve veteriner
sagliginda kullanilan bir asinin Biyobenzerinin gelistirilmesi planlanmigtir. Bu amagla
ozellikle sigir yetistiricilikleri agisindan verim performansini olumsuz etkileyen Sigir
Herpesvirlis tip 1 (BoHV-1)in bir asi adayl olarak defektif (gt ifade etmeyen)
mutantinin elde edilmesi planlanmistir. Elde edilen virus inaktive edildikten sonra asi
formilasyonu gelistirilmis ve ticari esdegeri paralelinde sahada bir grup hayvanda
denenmistir. Gerek bireysel bagisiklik verileri ve gerekse elde edilen bagisik yanitin
glcil agisindan yapilan degerlendirmelerde galismamizda gelistirilen ve ticari olarak
piyasada bulunan asilar arasinda esdeger bir bagisiklama elde edildigi gézlenmistir. Bu
acidan degerlendirildig§inde sunulan calisma veteriner saghginda kullaniimak Ulzere
gelistirilen bir biyobenzer asi olma niteligindeki ilk olma 6zelligindedir.
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SB-9

Veteriner Asilari ve Kalite Kontrol Prosediirleri

Ahmet Arslan

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Balimii
Email: ahmetarslan@bornovavet.gov.tr

Ulkemizdeki veteriner biyolojik Griinlerin retimi ile ithalat / ihracati icin mevcut
mevzuatlarin tanimi, kapsami ve uygulamalari Ozetlenerek, esas aldigi uluslararasi
mevzuatlar tanimlanmistir.  Bu Urlinlerde satisa esas ve diger amaglarla (satis izni
disindaki) kalite kontrol testlerinin yapilmasi ve satis izinlerinin diizenlenmesinden
sorumlu izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitlisii biinyesindeki Veteriner Biyolojik
Uriinler Kalite Kontrol Merkezinin gérev ve sorumluluklari ile yapisi ve personel
durumu 6zetlenmistir.

Veteriner biyolojik tGrtinlerde uygulanmakta olan kalite kontrol islemleri hakkinda bilgi
verilmis ve kalite kontrol islemlerindeki yaklagimlar tanimlamistir. Veteriner asilari ve
immun serumlardan numune alma islemlerini de kapsayacak sekilde uygulanan test
tipleri, bu testlerin nitelikleri ve yaklasik test sireleri belirtilmistir. Yillara gore kalite
kontrol testi yapilan biyolojik Grlnlerin sayilari, hayvan ve asi tiriine gore dagihmlari,
satis izni verilen toplam dozlari, uygun ¢ikan / ¢ikmayan driinlerin miktarlar ile genel
toplam igindeki Glkemizde Uretilen veya ithal edilen biyolojik Grinlerin paylari ile ilgili
degerlendirmeler sunulmustur. Satis izni verilen veteriner biyolojik Grlinlerin sahada
izlenmesine yonelik sistemlerden bahsedilmistir.

Veteriner biyolojik Grinlerde pazarlama izni verilmesindeki siirecler tanimlanmis ve
pazarlama izin dosyalarini degerlendirerek karara baglayan “Veteriner Biyolojik Uriinler
Degerlendirme Komisyonu”nun calisma usul ve esaslari konusunda bilgilendirme
yapilmistir. Pazarlama izin dosyalarinda bulunmasi gereken temel bélimler
tanimlanmistir. Ayrica Glkemizdeki ruhsatli veteriner biyolojik Grtinlerin sayisi, hayvan
tirlerine gore dagihmlari, toplam ruhsatli biyolojik tirlin igindeki Glkemizde lretilen ve
ithal edilen Grlinlerin paylari hususunda degerlendirmeler yapilmigtir. Yillara gore
komisyona giren pazarlama izin dosya sayilari konusunda veriler sunulmustur.
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SB-10

Gokkusagi Alabaliklarinda Yersinia ruckeri’'ye Karsi Serotipl ve 2
Kombine inaktif Asi Gelistirilmesi

Soner Altun

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Su Uriinleri Hastaliklari Anabilim Dali Gériikle/Bursa
16059, Tiirkiye
Email: saltun@uludag.edu.tr

GIRIS VE AMAGC: Bu giine kadar hazirlanan ticari yersiniozis asilari serotip 1’den
hazirlanmis olup bu asilarin diger serotipler icin de koruyucu oldugu yaygin bir
goristir. Ancak, son yillarda yapilan ¢alismalar serotip 1’den hazirlanmis olan Yersinia
ruckeri asilarini istenilen korunmayi saglanamadigindan serotip 2 susuyla kombine
edilen asilarin kullanimi Gzerinde durulmaktadir. Bu c¢alismada Yersinia ruckeri
suglarindan segilen biri serotip 1, digeri serotip 2 6zellikte olan iki izolattan tg farkh
deneysel asi hazirlanmistir. Deneysel asilarin gdkkusagi alabaliklarina (immersiyon ve
enjeksiyon yontemleriyle) uygulanmasi sonucunda, hem serotip 1'den hazirlanmis olan
(A1), hem de serorip 2’den hazirlanan (A,) asisina oranla kombine asinin (As) daha
yiksek diizeyde korunma sagladigi (serotip farkliliklarinin 6nemli oldugu) tespit
edilmistir.

MATERYAL ve METOD: SDS-PAGE ve immunblot analizi sonucunda belirlenen 6 adet
Yersinia ruckeri susu Uzerinde virulens c¢alismalari yapilmistir. Yapilan galismalar
sonucunda iki farkh Yersinia ruckeri susu deneysel asi lretiminde kullaniimak Uzere
secilmistir. Asi Uretimi igin Yersinia ruckeri suslari pH’si 7.2 olan TSB igerisinde
calkalamali sogutmali inkiibatérde 24 - 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 2
N NaOH kullanilarak kaltirlerin pH’si 9.8’e otomatik pH metre yikseltilmis ve 2 saat
streyle bekletilmistir. Bu pH’da lize olan hiicreler santrifijle 6000 dev / dk.) ayrilarak %
0.3 formalinde (+4 °C'de 12 saat tutularak) inaktive edilmistir. Urettigimiz deneysel
asilar (A;, A,, A;) deney gruplarina immersiyon ve enjeksiyon yontemiyle ayri ayri
uygulanmistir. Asillamadan sonra 25, 45, 75 ve 105. glinlerde deney grubundaki
baliklara periton ici enjeksiyonla (0.1 ml), LDy, oranindaki virulansi yiksek Y. ruckeri
suslari ile epriivasyon vyapilarak RPS oranlarina gore asilarin etkinlikleri
degerlendirilmistir.

SONUG: Bu calismada hazirlanan lg¢ deneysel asinin sagladigi bagisiklik seviyeleri
degerlendirildiginde, immersiyon yontemiyle asilamada A;, A; ve A,’ye oranla daha
yuksek korunma saglamistir (P < 0.01). Enjeksiyon yontemiyle asilamada ise sadece 45.
gln A;, Ai’e oranla (P < 0.05), A,’ye oranla (P < 0.01) seviyesinde istatistiki 6nemi olan
bir koruyuculuk farki gériliirken diger glinlerde istatistiki farklilik bulunmamigtir. Ancak
kombine asi (A; ) diger asilara oranla her iki uygulama yontemine gére daha yiiksek
koruma saglamistir.

TARTISMA: Bu c¢alismada Serotip | ve serotip II'nin kombinasyonundan hazirlanan (A3)
asinin diger asilardan (A; ve A,'ye oranla) daha yiksek korunma (bagisiklik) sagladig
saptanmistir. GlnlUmizde vyalnizca serotip I'den hazirlanmig olan ticari asilarin
kullanilmasi nedeniyle calismamizda elde edilen sonuglar 6nem tasimaktadir.
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SB-11

Sigirlarin Trichophytosis Hastaligina Karsi Asi Uretimi
Nilay Unal®, Derya Piringgi', Osman Yasar Tel?, Serdal Dursun®, Hilya Kaplan®

"Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretim Ticaret ve Sanayi A.S.
’Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji A.B.D.
Email: n.unal@dollvet.com.tr

Trichophytosis, insan ve hayvanlarin Trycophyton genusuna ait funguslar tarafindan
olusturulan bulasici bir hastaliktir. Dinyada hayvancilik sektériinde énemli ekonomik
kayiplara neden olan ve zoonoz bir hastalik olmasindan dolayi da insan sagligini tehdit
eden bulasici bir deri hastahgidir. Hastaliga bagl olarak ortaya ¢ikan et ve siit kaybi,
deri kalitesinin bozulmasi biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica, 6zellikle
hayvan bakimi yapan kisilerin ve veteriner hekimlerin saghgini bilyik olglide tehdit
etmektedir. Bu projenin amaci s6z konusu enfeksiyona karsi saha izolatlarindan
secilecek suslar kullanilarak attentie canh asi hazirlamak ve bu asinin llkemizde
enfeksiyona neden olan hastalik etkenine karsi koruyuculugu ve tedavi edici 6zelligini
saptamaktir.

Bu proje iki asamali olarak uygulanmistir: Birinci asamasi hasta hayvanlardan
numunelerin toplanmasi, izolasyon ve identifikasyonu ile elde edilen izolatlardan asi
susu secimi islemleridir. Bu calismalar Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji A.B.D. ile birlikte gerceklestirilmistir. ikinci asamada ise secilen suslar ile
endustriyel diizeyde asi iretimi uygulamalari yapilmistir.

Calismanin birinci asamasinda Tirkiye'nin degisik bolgelerindeki illerde saptanan
Trichophytosisli hayvanlardan toplam 187 adet materyal toplanmis, makroskobik ve
mikroskobik degerlendirmeler sonucunda secilen 20 izolat ITS1 bélgelerinin iki yonla
baz dizisinin sekans analizi ile belirlenmesi sonucu molekiler olarak Trichophyton
verrucosum yoninden identifiye edilmistir.

Sonugta, segilen izolatlarin halen asi uygulamalarinda kullanilmakta olan suslarla %99
uyumlu oldugu saptanmistir. Daha sonra immunojenite testleri gergeklestirilmis, asi
susu olarak secilmis ve attenlie edilmis olan suslar cogaltilarak sterilite, zararsizlik ve
saflik yoniinden Avrupa Farmakopisi' nde belirtilen sartlara uygun olarak test edilmis,
stoklanmustir.

Projenin ikinci asamasinda segilen bu atteniie suslar kiltire edilerek ¢cogaltiimis ve asi
Uretimi  gergeklestirilmistir. Uretilen asilar potens ve giivenlik testleri ile
degerlendirilmistir. Calismalar sonucunda sigirlarin trichophytosis hastaligina karsi
etkili ilk yerli trichophytosis asisi Uretimi gergeklestirilmistir.

Tesekkiir: Bu calisma, KOSGEB Ar-Ge Innovasyon ve KOSGEB Endustriyel Uygulamalar
Programlari tarafindan desteklenmistir.
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SB-12

Biiyiikbas Hayvanlarda E. coli ve Cl. perfringens Tip C Enfeksiyonlarina
Karsi Antiserum Uretimi

Yaprak Gedik, Mestan Ozyer, Ahmet Gedik

Ata Fen AS.
Email: yaprakgedik@gmail.com

E.coli ve C.perfringens tip C etkenleri 6zellikle 1-20 ginliik yeni dogan yavrularda
yuksek 6lim oraniyla seyreden Septisemi ve Enterotoksemi enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Yeni dogan yavrularda E.coli'den kaynaklanan septisemi vakalari 6zellikle
buzagilarda olmak tzere kiiglik ve bliylikbas hayvanlarda yaygin olarak seyreden bir
enfeksiyondur. E.coli septisemisi kuzu ve oglaklarda da ciddi kayiplara neden
olabilmektedir. Ayni sekilde C.perfringens Tip C beta toksininden ileri gelen toksemiler
yeni dogan yavrularda yaygin olarak 6limlere neden olurlar. Bu tip enfeksiyonlarda
tedavi sansi oldukga digtktir ve yeni dogan yavrularin asilama yoluyla korunmasi
mimkun degildir. Yavrularin E.coli enfeksiyonlarindan korunmasi annelerin gebeligin
son déneminde asilanmasi yoluyla mimkiin olsa da, yavrularin annelerinden koruyucu
diizeyde antikor alarak bu hastaliklardan korunmasi uygulama, sevk ve idareye bagh
bircok nedenle tam olarak gerceklesememektedir. Bu nedenle yeni dogan yavrularun
hiperimmun serum ile korunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kombine antiserum dretim siirecinde ilk olarak hayvanlarin immunizasyonunda
kullanilacak antijenlerin (E.coli K99 ve C.perfringens tip C beta toksoidlerin) Uretimi ve
kalite kontrol testleri yapilmistir. Hazirlanan antijenler formiile edildikten sonra serum
hayvanlarina 6-10 kez uygulanarak hiperimmunizasyon yapilmis ve hayvanlarin
serumlari alinmistir. istenen antikor seviyesine ulasildigl tespit edilen antiserumlar
inaktivasyon, filtrasyon, konsantrasyon gibi proseslerden gegcirildikten sonra formiile
edilmis ve once laboratuvar ortaminda, daha sonra deney hayvanlarinda test
edilmistir. On deneme c¢alismalarinin olumlu sonuglanmasi ile hedef hayvanlarda
testler yapilmistir. Elde edilen kombine antiserum sterilite, zararsizlik, etkinlik ve
stabilite gibi ¢esitli kalite kontrol testlerine tabi tutulmustur. Yapilan ¢alismalar
sonucunda Uretilen antiserum standardize edilerek E. coli ve C. perfringens in sebep
oldugu hastaliklara karsi kullanilabilecek kombine antiserum elde edilmistir.

Kombine antiserumlar koruyuculuk 6zelliginin yaninda tedavi etme amaciyla da
kullanilabilmektedir. E.coli ve C. perfringens tip C etkenlerine karsi koruma saglayacak
bir antiserumun koruyucu ve tedavi edici amagla kullanilabilir olmasi ve antiserum
kullaniminin 6limlere karsi hizli ve glvenli bir koruma saglamasi iftlik sahipleri ve
veteriner hekimler tarafindan tercih edilmesini saglamaktadir.
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SB-13

Akciger Kanserinde Yeni Terapotik Yaklasimlar: Nedir Bu Akciger
Kanseri Asisi?

Burcak Karaca

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Medikal Onkoloji Bilim Dali
Email: karacaburcak@hotmail.com

Akciger kanseri halen tiim diinyadaki kansere bagli en sik 6lim nedenidir. ileri evre
hastalikta medyan sagkalim 10 ay civarinda iken EGFR ve ALK inhibitorleri gibi
molekiler hedefleyici ajanlarin kullanimi ile hastaligin kaderi degisime ugramistir.

Timor immunolojisi alaninda yapilan g¢alismalar artmakta ve hedef antijenlerin
belirlenmesi ile immuno-terapotik yaklasimlar yeni tedavi trendini olusturmaktadir.

Kanser immunoterapisindeki temel amag, timor hicresi tarafindan gesitli yollarla
susturulmus olan immun sistemi yeniden aktive etmek ve timor hiicrelerini tanir hale
getirmektir. Bu konuda Ug¢ temel yaklasim s6z konusudur. Bunlardan ilki timorle ilgili
antijenlerin hedef alindigi monoklonal antikor aracili hiicre 6limdi, ikincisi non-antijen
spesifik immun sistem modilasyonu yapan check point inhibitorleri ve lglincisi de
timor iliskili antijenler araciligiyla immun sistemin T helper, T sitotoksik htcrelerini
uyarmayil ve uygun antikor olusumunun tetiklenmesi hedefleyen terapétik kanser
asllaridir.

iyi bir asinin iceriginde mimkiinse timér spesifik iyi bir antijen, tasiyici sistem, immun
sistemi tetikleyen bir adjuvan ve immun supresyonu engelleyebilecek modiilatér
molekiller bulunmalidir.

1.TAM PROTEIN ASILARI
1A. MAGE-3

Asi calismalarina bakildiginda ilk umut verici sonuglar Melanoma Associated Antijen-3
(MAGE-3) ile elde edilmistir. Bu proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber
hem erken hem de ileri evde kuglk htcreli disi akciger kanserinde (KHDAK) pozitif
saptanmakta ve kotl prognozla iliskilendirilmektedir. Testis ve plasenta disinda
yalnizca timoér dokusunda bulunmakta ve KHDAK'de %20-50 oraninda MAGE-A3
ekspresyonu saptanmaktadir. Asi, purifiye MAGE- A3 rekombinan proteini ve H.
influenza protein D flizyon kompleksinden olusmaktadir. Faz Il calismasinda erken evre
(IB ve 1), opere 182 hasta dahil edilmis ve asl ile plasebo karsilastiriimistir. Hastaliksiz
sagkalim ve genel sagkalim sirelerinde asi lehine bir uzama gozlenmis olsa da
istatistiksel anlamli bir degere ulasilamamistir. Timor hiicrelerinde MAGE-A3 pozitifligi
kantitatif RNA PCR ile 6lgulmistir. Ayni asi Faz Il MAGRIT (MAGE-A3 as Adjuvant
NSCLC Immunotherapy) calismasinda opere evre IB - IlIA KHDAK hastalarinda
degerlendirilmis olup 2270 hastanin alindigi bu ¢alismanin sonuglari beklenmektedir.
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1B. TG4010

Musin6z glikoprotein-1 (MUC-1) epitelyal hiicre yiizeylerinde bulunan yiiksek oranda
glikolize bir transmembran proteindir. Normal hiicreler glikolipid, glikoprotein ve
serbest glikanlardan olusan kalin bir seker tabakasiyla kapl iken kanserde, hiicre
ylzeyindeki glikolizasyon bozulur ve bu durum sialic asid’in aberran ekspresyonuna yol
acar. MUC-1 pek cok kanser tipinde over-eksprese edilmektedir ve koti prognozla
ilintilidir. MUC-1'e karsi gelistirilen TG 4010, Ankara virusu kullanilarak MUC1 ve
interlokin-2 eksprese eder sekilde yapilmistir. Faz Il calismasinda ileri evre (IlIB-1V)
hastalarda ilk secim kemoterapi (KT) ve asi kombinasyonu sonrasinda idame asi
tedavisi ile KT tek basina karsilastiriimistir. Altinci ayda %43 hastanin progresyonsuz
oldugu gorilmustdr. Ayrica, tani aninda bazal aktive natural killer (NK) hicre sayisinin
onemli bir prediktif belirteg oldugu ileri sirilmustir. Bazal aktive NK sayisi yiiksek olan
hastalarda medyan genel sagkalim 10.3 ay iken, dusiik olanlarda 18 ay bulunmustur
(p:0.02). Faz lll- TIME ¢alismasi stirmektedir.

1C. CiIMAvax-EGF

CIMAvax-EGF (Kiba asisi), Human rekombinant EGF ile Neisseria meningitidis tabanh
taslyicl protein ve adjuvan olarak Montanide icermektedir. EGF'ye karsi antikor
olusturarak EGFR sinyal iletisini azaltmayi amaglar. ilk olarak ileri evre (stage IlIB/IV)
KHDAK'de 80 hastada ilk seri KT sonrasi en az stabil yanit verenlerde idame asi tedavisi
ile diger kolda tedavisiz izlem karsilastirilmis ve 60 yasindan geng, iyi antikor yaniti
olan hastalarda sagkalim avantaji gosterilmistir (11.6 ay vs 5.3 ay, p:0.01). Faz lil
calismasinda ise toplam 17 tlkeden 405 hasta dahil edilmis, 351 hastanin preliminer
verilerine gore, asi lehine genel sagkalim farki gézlenmistir (11.2 ay vs 7.7 ay). Ayrica
tedavinin 4. ayinda ylksek antikor titresi ( >1/4000) gelistirmis olmak immunolojik bir
surrogate marker olarak kullanilabilecek gibi gériinmektedir.

2.PEPTID ASILARI
2A. L-BLP25

MUCL’in 25 aminoasit dizisinin ard arda tekrarindan olusur. Faz Il galismasinda evre
I11B/IV olan ve kemoradyoterapi (KRT)/KT sonrasinda en az stabil yanit elde edilmis 171
hastada idame tedavi olarak asi tedavisi en iyi destek bakim ile karsilastirilmis ve
anlamli genel sagkalim farki saglanamamustir (17.2 vs 13 ay). Alt grup analizlerinde ise
evre IlIB ve es zamanl KRT alanlarda faydali oldugu goérilmistiir (medyan genel
sagkalim 30.6 ay vs 13.3 ay).

Faz Il galismasi, START’ta ( Stimulating Targeted Antigenic Responses to NSCLC) Evre
Ill, K-RT ya da KRT sonrasi hastalar 2:1 randomizasyon ile asi ve plasebo kollarina
ayrilarak degerlendirilmistir. Genel sagkalim farki olmamakla birlikte (25 ay vs 23 ay)
eszamanlh KRT alanlarda bu siire 30.8 ay vs 20.8 olarak saptanmistir. Diger bir Faz IlI
calisma INSPIRE devam etmektedir.

27



3.GANGLIOZID ASILARI

Gangliosidler, en az bir sialik asid halkasi tasiyan glikosfingolipid molekiiller olup hiicre
ylzeyinde eksprese olur. NeuGc- GM3 ( Neu-glikolize sialik asit iceren ganglioside)
hemen hemen tim epitelyal tip kanser hiicre ylizeylerinde eksprese olan yaygin bir
antijendir. Racotumomab ise NGcGM3 antijenini taklit eden bir proteine karsi bir
antikordur. Erken sonuglari Gmit vericidir ve Faz Ill galisma sonuglari beklenmektedir.

4. TAM TUMOR HUCRESI ASILARI
4A. BELAGENPUMATUCEL-L (LUCANIX)

Isinlanmis dort farkh akciger kanser hiicre hattindan elde edilmis allojenik bir tam
timar hiicre asisidir. immiin sistemin baskilanmasi ve kisa sagkalimla ilintili olan TGF-
beta sinyalini hedef alan bir asidir. TGF-b2 antisense plasmid ile TGF-beta salgilamasi
engellenir.

Faz Il galismada ileri evre KHDAK hastalarinda kullanilmis ve %15 gibi ibr yanit orani ve
4 aylk progresyonsuz sagkalim siresi elde edilmistir. Faz lll- STOP galismasinda evre
IIIA-IV KHDAK olan 532 hastada, 1. seri KT sonrasinda idame tedavide asi ile plasebo
karsilastiriimis ve asi lehine 20.3 ay vs 17.8 ay seklinde bir genel sagkalim farki elde
edilmistir. Non-adenokanser grupta fayda olabilecegi diisiinilmektedir.

Sonuc¢ olarak akciger kanserinde asi tedavisi ile ilgili faz Il galisma sonuglari
beklenmekte ve ¢alismalar umut vaad etmektedir.

28



SB-14

Uroplakin 3A Proteininden Tiiretilen Antijenik Peptidin iki Farkli
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GIiRiS ve AMAG: Kanser ya da normal dokuda Uretilen organ ya da dokuya 6zgi
imminojenik antijenler timori hedef alma adina kanser imminoterapide
kullanilabilmektedir. Bir 6nceki ¢alismamizda mesaneye 6zgl Uroplakin 3A (UPK3A)
proteini hedef alinarak T-hiicre aracii mesaneye spesifik otoimminite gelistirdik.
UPK3A mesane kanserlerinde de yuksek oranda ekspresyonundan dolayi iyi segilmig bir
antijen olup bu antijene karsi otoimmiin aracili immin cevap gelistirerek mesane
kanseri karsi asi gelistirmede kullanilabilir. UPK3A’dan tiiretilen bu peptidin mesane
kanseri asi c¢alismasinda kullanilmasi igin glgli bir immin cevap olusturmasi
gerekmektedir.

MATERYAL ve METOD: Bu calismada iyi karakterize edilmis UPK3A 65-84 peptit
immiinojenik tasiyici prtotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) ile konjuge edilip iki
farkli adjuvanla CFA (Complete Freund’s Adjuvant) ya da CpG (Cytosine-phosphate-
guanine) asilama yapilarak timor immiin toleransini kirmak igin giicli bir immin cevap
elde edilmesi amaglanmistir. Antijenin iki farkh adjuvanla kombine kullanimi ile
olusturulan immiin yanit antijene immiin hiicre proliferasyonu, sitokin ve immiin hiicre
yanitlari karsilastirmali olarak ELISA ve RT-PCR ile analiz edildi.

SONUGC: KLH konjuge peptidin CpG adjuvani ile kombine immiinizasyonu CFA
adjuvanina ile kombine immiinizasyonuna gore anlamli oranda daha yiksek oranda IL-
2, IFN-y, TNF-a, IL-17 sitokin tretimi ve daha fazla immiin hiicre (CD+4 T cell, CD8+ T
cells, NK cells CD11b, CD45) aktivasyonu gosterek glicli bir immin cevap gelistirdik.

TARTISMA: Sonug olarak KLH ile konjuge peptidin (UPK3A 65-84) CpG adjuvani ile
kombinasyonu fare mesane kanseri modellerinde yeni kanser immiinoterapi stratejileri
gelistirmek icin kullanilabilir.

TESEKKURLER: Bu proje Erciyes Universitesi BAP ve TUBITAK tarafindan desteklenmistir
(TCD-2013-4766 ve Proje no: SBAG 1135927)
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Monoklonal antikor Gretimi 1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan myeloma
hicresi ile dalak hiicrelerinin flizyon olusturulmasiyla ¢alisilmaya baslamistir. Boylelikle
hibridomalar hem kanser hiicreleri gibi sonsuz bélinme 6zelligi gésterirken hem de B
lenfositlerin antikor Uretme 06zelligi sahip olurlar. Son zamanlarda ozellikle kanser
immun terapide; kanser hucrelerinde yliksek miktarda tretilen molekullere karsi elde
edilen monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Over (yumurtalik) kanseri diinyada en
stk gorilen besinci, kadinlarda ise en sik gorilen ikinci kanser tipidir ve en 6limcil
olanidir. Yumurtalk kanseri genel olarak menopozdan sonraki dénemde gorilir.

TGF-B ailesine ait bir zar-gecen bir protein olan AMHR2 spesifik olarak over ve
testislerde bulunur ve ayrica AMHR2'nin prostat, meme ve insan ovaryum kanser
hicre hatlarinda ve over kanserlerinde eksprese oldugu bilinmektedir. Bu galismada
amacimiz; AMHR2'nin  hicre dist kismini hedef alan bir monoklonal antikor
Uretilmesidir. Bu kapsamda AMHR2 ekstraselliler domainini hedef alan bir peptid
dizayn edilerek, sentezlenmistir. Bu peptidle 3 kere asilanan farelerden alinan dalak
hicreleriyle, meyeloma hiicreleri arainda fiizyon olusturulmus ve hibridoma klonlari
elde edilmistir. Bu klonlar hiicre kiltir ortaminda biyutiilerek hedef peptide speisifik
baglanan antikorlari Greten klonalar segilmis, sonraki asamada bunlardan stabil olan bir
klon elde edilmistir. Bu klona ait hiicreler fareye enjekte edilmis ve timor asit sivisindfa
yuksek oranda speisifik monoklonal antikor varligi goésterilmistir. Devam eden
¢alismalarda uretilen monoklonal antikorun over kanser hiicrelerindeki AMHR2’ye
baglanma kapasitesi ve antikora dayali hiicresel sitotoksisite uyarma potansiyeli test
edilecektir.

30



SB-16

Meme Kanserinin Asi Tedavisi
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Meme kanserinde gelisen yeni tedavi yontemlerine ragmen kansere bagl mortalitenin
en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle yeni tedavi segenekleri yogun
sekilde arastiriimaktadir.

inflamasyon ve immiin sistemden kagisin kanser gelisiminin  karakteristik
dzelliklerinden oldugu artik bilinmektedir. immiin sistemin gesitli sekillerde manipiile
edilerek kanser hicrelerinin yok edilebilecegi hipotezi bu kavramlar Uzerine
olusturulmustur. Bu stratejide kullanilan yontemler antikorlar, imminomodulatérler ve
asilardir.  Konak¢i  immiin  sisteminin  kanser hiicrelerine karsi  aktif-pasif
bagisiklandirilarak yok edilmesi temeline dayan bu yaklasimin pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Tumor hiicre antijenlerine karsi olusturulan bu tip bagisiklik ile; uzun
siiren, rekkiirensleri 6nleyen, kolay uygulanabilen ve diisik toksisiteye sahip bir tedavi
saglanabilir. Boyle bir ajan kanserin tedavisinde oldugu gibi profilaksisinde de
kullanilabilir.

Patogenezinde viral etkenlerin yer aldigl kanser tirlerinde ( Serviks kanseri, karaciger
timorleri gibi) basarili asi tedavileri gelistirilebilmistir. Antijenik 6zellikleri daha az olan
solid organ timorlerinde ise heniliz bu basari yakalanmis degildir. Sadece prostat
kanseri (Sipuleucel-T) ve melanomada (ipilimumab) FDA onayi alinan asi ve
imminmodiilator tedaviler s6z konusudur. Meme kanserinde teorik olarak oldukga
cekici bu avantajlara ragmen yapilan klinik ¢alismalarda bu 6zelliklere sahip etkili bir asi
heniiz gelistirilememistir.

Giincel asi platformlari; Peptid asilari, DNA asilari, dentrik hiicre temelli agilar ve tam
hicre temelli asilardan olusmaktadir. Bu platformlarin avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Meme kanseri antijeni (Tumor-associated antigens, TAA’s) olarak en
cok calisilan hedefler HER-2 reseptori, karbonhidrat antijenler, telomeraz reverse
transkriptaz (hTERT) ve mucin-1'dir. Bunlarin igersinden en ¢ok klinik ¢alisma yapilan
HER-2 asilaridir. Ancak HER-2 pozitifligi tim meme kanserli hastalarda % 25-30’dur.

Anti timor asilarin baska molekiillerle kombinasyonlarida denenmektedir. Bunlar pasif
imminoterapi, imminomodilatérler ve anti-HER-2  molekiil  trastuzumab
kombinasyonlaridir. Klinik galismalarin hemen hemen hepsi faz 1 ve 2dlzeyindedir.
Meme kanserine ait yeni ve daha etkili hedef antijenler ve yolak molekiller halen
arastirilmaktadir.

Henlz rutin kullanima giren bir meme kanseri asisi olmamasina karsin, bu c¢alismalarin
ufku parlak gézikmektedir. Melanom, serviks tlimorleri ve akciger kanserlerindekine
benzer immiinterapotiklere ulasiima ihtimali yliksektir.
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DNA agilari, uygun bir vektor sistemine enfeksiy6z organizmanin antijenik bolgelerini
kodlayan gen bdlgesinin yerlestiriimesi ile olusturulmaktadir. DNA asilari daha ¢ok
salginlara neden olan enfeksiydz hastaliklarin tedavisi icin umut kaynagi olmustur.
Bununla beraber 6zellikle hiicre ici patojenlerle miicadelede DNA asilarinin hiicresel
bagisik yaniti uyarma kapasiteleri en énemli avantajlarindandir. Fakat DNA asilarinin
primatlarda ve insanlarda uyardigl bagisik yanitin istenilen diizeyde olmamasi, son
yillarda yapilan galismalarin DNA asilarinin etkinligini arttirmak Gzerine yogunlasmasina
neden olmustur. Bu noktada, adjuvanlar devreye girmektedir. Adjuvantlar genel tanimi
ile 6zglin asi antijenleri ile birlikte verildiginde antijene bagimli bagisik yaniti arttiran ve
siresini uzatan molekillerdir. Alum, saponinler, mikrokiireler, nanopartikiiller,
lipozomlar, polimerler asi formulasyonunda yer alan adjuvantlardir. DNA asi
vektorlerinin yapisinda yer alan sitokin, kemokin, stimulatér ve is1 sok protein gen
bélgeleri molekiiler adjuvantlar olarak kullanilir. immunostimulatér adjuvantlar; HSP70
(1st sok proteini 70), monofosforil lipid A, aluminyum tuzlari, sitokin plazmitleri,
polimerler;  polietilenimin ~ (PEl),  polimetakrilat,  B-siklodesktrin,  katyonik
poliaminoesterler, poloksomerler, polivinilprolidon (PVP), poli-d-laktik-ko-glikolik asit
(PLGA), aljinat, kitozan, poli-orto-ester polimerleri gibi nanomikro-partikillerdir.

DNA asilarinin etkinliginin arttinlmasinda apoptozun baskilanmasi 6nemli rol
oynamaktadir. Bu bakimdan apoptozu baskilayici Bcl-xL anti-apoptotik proteini
gelistirdigimiz cift promotorlu DNA asi plazmitine eklenerek molekiler adjuvant olarak
kullanilmistir.

DNA asi plazmitine eklenen Bcl-xL anti-apoptotik proteinin etkinligi, in vitro’da BHK-21
hiicrelerine yapilan transfeksiyon sonucu gésterilmistir (Gilce iz et al., 2012). Bu
calismada, Bcl-xL taslyan DNA asi plazmiti ile gegici transfekte edilen hiicrelerin kontrol
grubuna gore daha uzun yasadiklari gosterilmistir. Sap hastaligi ve Toksoplazma gondii
parazitine karsi gelistirilen DNA asilarinda da imminizasyonu sonucunda Th1l immin
yanitin arttigr gosterilmistir. Bcl-xL iceren DNA asisi ile immunizasyon sonucunda
sonucunda CD4+ ve CD8+ T-lenfositlerde antijen spesifik intraselller IFN-y’nin daha
yiiksek seviyede bulundugunu gosterilmistir (Giilge iz et al., 2013; Giilge iz et al., 2014).

Bcl-xL tasiyan plazmit ekspresyonunun; DNA asilamasinda hedef hiicrede uzatiimis
immin yanit elde edilmesi ve rekombinant protein lretiminde daha ylksek verimde
protein Uretimi icin uygun bir yaklasim oldugu duslintilmektedir.
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Son yillarda, asilarin uygulanmasinda girisimsel olmayan mukozal (oral, nazal,
pulmoner) ve dermal yollar Uzerinde ¢alismalar yogunlasmistir. Ancak, bu yollarla
uygulamada immin yanit disik olmaktadir. Girisimsel olmayan yollarla yapilan
bagisiklamada basarili olmak icin “uygun asi formilasyonlari”nin gelistirilmesi
gerekmektedir. Formiilasyon tasarimi gerek immin yanitin artirilmasi gerekse antijenin
in vitro (sicaklik vb. kosullarda parcalanmadan kalmasi) ve in vivo (bagisiklik sistemi
tarafindan alinincaya kadar fizyolojik kosullarda pargalanmadan kalmasi)
dayanikliiginin - korunmasi  yéniinden ¢ok ©nemlidir [1,2]. Ayrica, gelistirilen
formilasyonun kolay uygulanabilir olmasi da hasta uyuncu agisindan 6nemlidir.
Girisimsel olmayan yolla uygulamak amaciyla farkli formulasyon sekilleri gelistirilmistir.
Ozellikle adjuvanlar ve tastyici sistemlerden yararlaniimaktadir [3]. Bazi durumlarda
gelistirilen formilasyon hem adjuvant hem de tastyii gérevi gormektedir. Uzerinde en
¢ok calisilan adjuvant/taslyici sistemler arasinda partikiler sistemler bulunmaktadir [4].
Bunlar patojene benzer 6zelliklere sahip olacak sekilde tasarlanirlar, ve bu sayede
immiin sistem tarafindan patojenlere benzer sekilde alinir, bu sekilde adjuvant 6zelligi
de gosterirler Bu sunumda, mukozal ve dermal yolla uygulanan agi formilasyonunun
Ozellikleri 6zetlendikten sonra bu amacla kullanilan tasiyici sistemler /adjuvanlar
tartisilacaktir. En son olarak da grubumuz tarafindan bu konuda yapilan ¢alismalardan
bahsedilecektir [5-8].
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Devrim Cavusoglu

Pfizer ilaglar Ltd.Sti.
Email: devrim.cavusoglu@pfizer.com

Dunyanin en 6nemli biyoteknoloji urlinlerinden biri olan konjige pndmokok asisi
Prevenar 13®(in Turkiye’deki Gretim tesisi, Pfizer ve Mefar isbirligi ile 13 Kasim 2012
itibariyle hizmete acilmistir. Bu tesiste formilasyon asamasindan baslayacak sekilde
gerceklestirilen asi Giretimi, Tirkiye’yi Amerika Birlesik Devletleri ve irlanda’dan sonra
Pfizer'in diinya capindaki Uglinci Gretim merkezi konumuna getirmistir. Mevcut
durumda (lkemizdeki yillik yaklasik 7 milyon doz Pnomokok asisi ihtiyacina cevap
verecek seviyede c¢alisan bu tesisin kurulmus olan kapasitesi ilerleyen vyillarda
artabilecek ihtiyaglara cevap verecek sekilde planlanmistir.

Ulkemizi kendi ihtiyaci icin Pnémokok asisi {iretecek altyapi ve teknolojiye sahip ilk ve
tek tlke konuma getiren bu 6zel projenin hayata gecirilmesi, T.C. Saglk Bakanligi ve
Pfizer arasinda yapilan anlasma gercevesinde, Pfizer’in finansal, teknoloji ve know-how
destegi ve Mefar’in steril enjektabl Griin Gretim konusundaki yiksek tecriibe ve bilgi
birikiminin birlesmesi sonucunda mimkiin olmustur. Yaklasik 2 sene siiren yogun ve
zorlu bir ¢alisma sonucunda tamamlanmis olan bu proje ve kapsamindaki teknoloji
transferi ile formilasyon, dolum, ambalaj, kalite kontrol testleri, serbest birakma, asi
takip sistemine uyumluluk, ve soguk zincir depolama ve sevkiyata hazirlik sureglerinin
tamamini kapsamaktadir. Projenin hayata gecirilmesi icin Pfizer Turkiye’den 35 kisilik
bir proje ekibi, Pfizer'in global lretim merkezlerinden 25 kisilik uzman bir ekip ve
Mefar’dan 30 kisilik bir ekip birlikte calismis, siire¢ boyunca taraflar arasindaki hukuki,
ticari ve teknolojik alanlarda ¢6ziim odakh yaklasimlar sonraki siiregler igin 6nemli bir
basari kriteri olarak ortaya ¢ikmistir.

Formiilasyon asamasindan itibaren asi tretimi konusunda tlkemiz igin ilkleri barindiran
bu proje icin hazirlanan 800 adimlik detayli proje planinin ana basliklari su sekildedir;

=  Proje Plani ve Proje Ekibinin olusturulmasi
= Uretim tesisi ve ekipman yatirimlari
= Personel egitimleri
= Uretim siregleri
=  Analitik metot ve kalite kontrol testleri transferleri
=  Deneme lretimleri
=  Validasyon Uretimleri ve stabilite ¢alismalari
= Yerli Gretim ruhsatlandirma sireci
= Soguk zincir hazirlama ve sevkiyat prosesleri dizayn ve kalifikasyonlari
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Ulkemize kazandirdigi bilgi birikimi ve tecriilbe acisindan da son derece degerli
olduguna inandigimiz bu uzun soluklu proje ve teknoloji transferi siirecinin basarili bir
bicimde gerceklemesini saglayan en 6nemli kritik bilesenleri su sekilde siralayabiliriz:

= Projeile ilgili resmi kurumlarin yol gosterici yaklasimi ve destegi
= Detayli proje plani, hazirlik ve takibi

=  Proje ekip Uyelerinin tecriibe ve motivasyonu

=  Proje ekip tyeleri ve yonetim grubu iletisim ve takip plani

=  Teknolojiyi transfer edebilme becerisi

Atilmis bu degerli adimin yetismis insan kaynagimiz ve sektor paydaslarimizin degerli
katkilariyla daha da ileriye tasinabilecegine inaniyoruz.
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Beseri Asilarda Ulkemizdeki Mevcut Durum, Planlananlar ve Yapilanlar

0. Mutlu Topal

Keymen ilag Sanayi ve Ticaret A.S.
Email: omtopal@keymen.com.tr

Beseri asi uygulamalari ile ilgili en eski bilgi M.0O. 590 yilinda Cin'de Sung Hanedani
doéneminde cicek hastaligindan korunmak igin ciltteki iltihaph maddenin saglikli kisilerin
burnunun igine verilmesidir. 1721'de Edirne'de ingiltere Biyikelgisinin esi olan Lady
Mary Wortley Montegue ingiltere'ye yazdigi bir mektupta "istanbul'da cigcek hastaligina
karsi "asl" denilen bir sey (varilasyon metodu) yapildigini" yazmistir. Bu mektup asi
yapimina iliskin en eski belgedir.

1885'te diinyada ilk defa gicek asisi uygulamasi icin Osmanh’da kanun gikariimigstir.
1886 yilinda kuduz asisinin dretilip uygulanmasi igin L. Pasteur’un laboratuvarina
egitime gidilmesinin akabinde 1887 Ocak ayi basinda kuduz asist Osmanli’ya getirildi ve
Mekteb-i Tibbiye-i Askeriye-i Sahane’de ilk kuduz asisi liretildi. Kuduz asisinin kesfinden
sadece Ug¢ yil sonra, istanbul'da kuduz asisi Uretiimeye baslanmistir. Bu merkez,
Dinya'nin Gglnci, Dogu Ulkelerinin ise ilk kuduz hastaligi tedavi merkezi olmustur.
1892°de ilk gicek asisi Gretim evi kurulmus ve 1927 de verem asisi tUretimi baslanmistir.
Diger asilarin Gretimi ile gelisen sire¢ 1998 de tim asilarin Gretiminin fiilen
durdurulmasi ile sonlanmistir.

Ulkemizde cocukluk dénemi asi takvimi ve erigkin dénemi asi uygulamalari Saghk
Bakanligi tarafindan yirutilmektedir. Cocukluk donemi asi programinda %95 leri asan
oranlarda asilama oranlarina ulasiimisken, eriskin dénemi asi uygulamalarinda asilama
oranlari cok dusiktdr.

Halen Ege, Erciyes, Dokuz Eyliil, Ankara ve Hacettepe Universiteleri ile ODTU de asi
Uretilmesine yonelik bazi calismalar sirdirilmektedir.

Asl Uretiminde ki ana basamaklar

1-Propagasyon

2-izolasyon

3-Purifikasyon

4-Formiilasyon
olup, formilasyonun akabinde dolum ve ambalajlama ile Grin pazara sunuma hazir
hale gelmektedir.
1998 yilina kadar beseri asi Uretimlerinin tim asamalar tlkemizde yapilmakta idi. 1998
ile 2010 yillari arasinda llkemizde yeniden asi Uretimine baslanmasi igin yapilan pekgok
toplanti ve g¢alisma olmakla beraber bir sonuca ulasilamamistir. 2010 yilinda Sanofi
Pasteur, 2013 yilinda BB-NCIPD ve 2014 yilinda Sinovac — Keymen firmalari Mefar ila¢
da formiile edilmis doluma hazir bulk asilarin tlkemizde dolumu ve ambalajlanmasi
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sireclerine baslamistir. 2012 yilinda Pfizer firmasi Uretimde bir 6nceki basamaga
gecerek asinin formiilasyonunu Mefar ilag da yapmaya baslamistir.

Ulkemizde tekrar beseri asi iretiminin baslamasi icin uzun yillardir ¢caba harcayan
firmamiz Keymen ilag ise 2013 yilinda Hacettepe Universitesi ile imzaladigi protokol
kapsaminda Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ile ortaklasa bir Asi Gelistirme
Laboratuvarini agmak icin hazirliklarina devam etmektedir. Ayrica komple yeni bir tesis
kurmak icinde gerekli planlamalarini ve hazirliklarini yapmakta olan Keymen ilag, cok
yakin bir gelecekte beseri asi Uretimine baslamayi hedeflemistir.
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Asi Uretiminde Gelecegin Uretim Tesisleri-Prosesleri

Omer Cem ERDEM

Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd. Sti.
Email: cem.erdem@sartonet.com

GlnUmuz Asi ve Biyoteknoloji piyasasinda lider olmanin en bagslica sirri, piyasada diger
biitiin rakiplerden daha hizli olmaktan ve piyasada ilk olabilmekten gegiyor. Ozellikle
“Gelecegin Tesisi” ile ilgili beklentiler incelendiginde, gelecegin tesislerinden en 6nemli
beklentinin degisen piyasa sartlarina ve beklentilerine en kolay adapte olabilecek
prosese sahip olmasi, kolayca yeniliklere ve yeni gelismelere adapte olabilen bir proses
olmasi goriliyor.

Acaba, “Gelecegin Uretim Tesisi” beklentileri ile baktigimizda, Asi Uretim tesisleri igin
“Konvansyonel Paslanmaz Celik- Cok kullaniml” sistemler mi daha avantajh olacaktir?
Yoksa en iyi ¢6zim “Tek- kullanimhk” ¢éziimler midir? Ya da bu iki teknoloji prosesin
hangi basamaklarinda birlikte kullanildiginda sizlere faydali olabilecektir.

Bu iki soruyu ele alirken degelerireceginiz en 6nemli parametreler nelerdir? “Tek
Kullanimlik” Grinler, korkuldugu kadar pahali ve maliyet arttiran Grinlermidir? Aca
hangi alanlarda  kullanildiginda  hayatimizi  kolaylastirabilecek,  maliyetleri
azaltabilecektir. Ya da Asi Uretiminin hangi basamaklarinda “Singe-Use” kullanimi
disinulmemelidir?

GliniUmuz Bioproseslerinin en 6nemli ve lizerinde en ¢ok vakit harcanilan bu sorusu ile
ilgili hem yatirnmci hem de kullanici agisindan en genis ve kritik bilgileri paylasacagimiz
bu sunumda farkli Gretim teknolojilerinin fayda ve avantajlarini sergilemeye calisacagiz.
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Ulkemizde Asi Kalite Kontrol Analizleri ve Seri Serbest Birakilmasi

Mehmet Kiirsat Derici

Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Birimi Sthhiye/ Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: kursat.derici@titck.gov.tr

Laboratuvarlarimiz, 1262 sayili Umumi Hifzissihha Kanunu geregi ila¢ kontrollerini
yapmak amaciyla, 1935 yilinda Hifzissihha Enstitiisiinde ‘Farmakodinami subesi’ adiyla
kurulmustur. 1984’de ilag ve Kozmetikler Arastirma Miidiirliigii adiyla ilag, kozmetik ve
tibbi cihazlarin kalite kontrol analizlerini yapmakla gorevlendirilmistir. Bu vyapl,
02.11.2011 tarih ve 663 sayili Kanun Hiikmiinde Kararname ile “Tiirkiye ilag ve Tibbi
Cihaz Kurumu” adini almis olup gorevini, halen Destek ve Laboratuvar Hizmetleri

Baskan Yardimciligi’'na bagh olarak Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi

altinda, Tibbi  Biyolojik  Uriinler Laboratuvarlari  olarak siirdiirmektedir.

Laboratuvarimizin gérev ve sorumluluklari;

o Uretilen/ithal edilen biyolojik Griinlerin (asi, bagisik serum, kan {riin) ulusal ve
uluslararasi (Diinya Saghk Orgiiti, Avrupa Farmakopesi vb.) diizenlemeler
dogrultusunda kalite, glivenlik ve etkinlik kontrollerinin gergeklestirmek ve Seri
Serbest Birakma Sertifikasi vermek.

e Biyoteknolojik ve allerjen driinlerin, Beseri Tibbi Uriinler Ruhsatlandirma
Yonetmeligi dogrultusunda CTD formatinda yapilan ruhsatlandirma talebi ile
gonderilen basvurularinin  ve varyasyon degisikliklerinin dosya bazinda
incelemelerini ve analizlerini yapmak

e Biyolojik Grlnlerin seri kontroll, sikayet ve PGD c¢ercevesinde (riinlerin
analizlerinin yapmaktir.

Bu kapsamda, laboratuvarimiz Tiirkiye ilag veTibbi Cihaz Kurumu ve Tirkiye Halk
saghg kurumundan ruhsat, ithal izni, sikayet, piyasa denetimi veya satinalma
basvurusu ile gelen bakteriyel (BCG, ppD, Bogmaca, Difteri, Tetanoz, Pnomoni,
Menenijit, HIB vb.) ya da viral asilarin (Polio, Kizamik, Kizamikgik, Sucicegi, Kabakulak,
Kuduz, Influanza, Hepatid A, Hepatid B, HPV vb.), immun serumlarin (Difteri, Tetanoz,
Akrep, Yilan, Kuduz), allerjen trlnlerin, biyoteknolojik trlnlerin (Eritropoietin, insilin,
monoklonal antikorlar vb.) ve Kan drinlerinin (faktor, albimin, heparin vb.) raf 6mri
spesifikasyonunda bulunan tim kalite kontrol testlerini uygulamaktadir. Bu testler
genel olarak; sterilite, fiziko-kimyasal, biyokimyasa, immunokimyasal testler gibi in-
vitro testleri ve pirojenite, biyolojik aktivite, akut toksisite gibi in-vivo testleri
icermektedir.

Laboratuvarimiza ortalama yilda 500 kadar {rin basvurusu olmakta, bu drin
analizlerinde yaklasik olarak yilda 16.000 CD1 tirl fare, 200 New Zealand tiiri tavsan,
600 Dunkin Hartley tiiri kobay kullanilmaktadir. 2014 yilinda tamamlanan IPA projesi
ile laboratuvarimizin uluslararasi akreditasyonu ve EDQM/OMCL agina katiimasi
konusunda ¢alismalar halen devam etmektedir.
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Genisletilmis Bagisiklama Programi

Osman Topag

T. C. Saglik Bakanhgi, Tiirkiye Halk Saglik Kurumu, Asi ile Onlenebilir Hastaliklar Dairesi
Email: topacosman@gmail.com

GBP Bogmaca, Difteri, Tetanoz, Kizamik, Kizamikgik, Kabakulak, Tuberkiloz,
Poliomyelit, Hepatit B, Hepatit A, Su Cicegi ve Hemofilus influenza tip b’ye bagl
hastaliklarin morbidite ve mortalitesini azaltarak, bu hastaliklari kontrol altina almak ve
hatta tamamen ortadan kaldirmak amaci ile hassas yas gruplarina enfeksiyona
yakalanmalarindan o6nce ulasip bagisiklanmalarini saglamak icin yapilan asilama
hizmetlerini icerir. GBP akademisyenlerden olusan Bagisiklama Danisma Kurulu’nun
(BDK) bilimsel destegi ve 6nerileri dogrultusunda yurutilmektedir.

GBP Hedefleri:

Her bir antijen igin etkinligi korunmus asi ile tlke genelinde %97 asilama oranina
ulasmak ve devamliligini saglamak,

12-23 aylik bebeklerin %90’ini tam asili hale getirmek,

5 yas alti (0—59 aylk) asisiz ya da eksik asili cocuklari tespit edip asilamak,

Okul gagi cocuklarinin rapel asilarini tamamlamak,

Tespit edilen tiim gebelere uygun tetanoz difteri asisi dozunu uygulamak,

Ulkenin poliomyelitten arindiriimis durumunu siirdiirmek,

Maternal ve Neonatal Tetanozun eliminasyonunu siirdiirmek,

2015 yilina kadar yerli kizamik virtisiind elimine etmek,

Kizamikgik ve Konjenital Rubella Sendromunu kontrol altina almak,

Difteri, Bogmaca, Hepatit-B, Hepatit A, Sucicegi, Tuberkiloz, Kabakulak ve
Hemofilus influenza tip b’ye bagli hastaliklari kontrol altina almak,

Asi glivenligini sirdirmek,

Kayit bildirim sistemini gliclendirmek,

Toplumun katimini saglamak olarak belirlenmistir.
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GBP Hastalik programlari

GBP kapsaminda takip edilen hastaliklara 6zel hastalik kontrol programlari:
e  Polio Eradikasyon Programi
e  Kizamik Eliminasyon Programi
e  Maternal ve Neonatal Tetanoz Eliminasyon Programi
e Hepatit B Kontrol Programi

1. Diger Hastalik Kontrol Programlari:

a. Difteri

Bogmaca
Kizamikgik ve Konjenital Rubella Sendromu
Kabakulak
Hemofilus influenza tip b
Tiberkiloz
Hepatit A
Su Cicegi

Sm 0 op T

Soguk zincir

Soguk zincir, bir asinin etkinligini Gretiminden kisiye uygulanana kadar koruyan ve
ihtiyaci olanlara yeterli miktarda etkin asinin ulagsmasini saglayan insan ve malzemeden
olusan sistemdir. Kullanilan asilar etkin degilse, %100 asilama oranlarina ulasilsa bile
bagisik bir toplum olusturma hedefine ulasilamayacaktir. Tim asilar 1siya hassastir.
ideal sicaklik +2 - +8 C’dir. Yiiksek 1s1, kiimiilatif is1 artisina maruziyet ve donma asilarin
etkinligini bozar. Ayrica BCG, Kizamik, KKK, Kizamikcik asilari glines 1sig1 gibi
ultraviyoleye de hassastir.

Asi sonrasi istenmeyen etki (ASIE):

Asi uygulanan bir kiside, asi sonrasi ortaya ¢ikan, bilinen asi yan etkisi ya da asiya bagli
oldugu disiiniilen herhangi bir istenmeyen tibbi olay ASIE olarak tanimlanmaktadir.
Ulkemizde kullanilan agilar DSO tarafindan 6nerilen ve onaylanan lyi Uretim
Prosedirleri  (GMP) kurallarina  uygun Uretilmis ve uluslararasi referans
laboratuarlarinda test edilmis olan asilardir. Ayrica kullanilacak Ulusal Referans
Laboratuarlarimizda da test edilmekte ve uygun oldugu kanitlanan asilarin kabuli
yapilmaktadir.

ASIE izleme sisteminin temel amaci asilama hizmetinin kalitesini iyilestirmek ve
asilamanin kabul edilebilirligini arttirmaktir. Bu amaca ulasmada uygulanacak
stratejiler; 1. Meydana gelen istenmeyen olgulari dizenli olarak izlemek, analiz etmek
ve yorumlamak, 2. Ciddi istenmeyen etkiler gorildiginde bunlarin asiya bagh olup
olmadigini ortaya koymak, 3. Program uygulama hatalarina neden olan sorunlara
miidahale etmek, 4. Asi yan etkilerinde beklenenin Uzerinde bir yikselis gorilirse
miidahale etmek, 5. Midahaleler ve uygun iletisim kanallari ile halkin asilama
programina giivenini saglamak olarak belirlenmistir.
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Isi ve stok takip sistemi

e Asi ve antiserumlarin retiminden uygulandigi ana kadar hangi isi araliklarinda

kaldiginin Bakanlik, Halk Saghgi Madurlaga, TSM, ASM ve diger saglik kuruluslarinca
takibi, SMS ve e-posta ile alarm verilmesi.

e Asi ve antiserumlarin stok takibi, karekodun okutularak kisilere uygulanmasi, T.C.
No. ile Seri ve Lot Numaralari eslestirilmesi ve Saglik Net ile entegrasyonu.
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Ulusal Asi Kapasitesini Gelistirmeye Yonelik Politikalar

Emin Turan

Sanofi Pasteur A.S.
Email: emin.turan@sanofipasteur.com

Ulusal Asi Kapasitesi (UAK), bir ilkede agsilar ile ilgili Ar-Ge, Uretim, Stoklama ve
Dagitim konusunda yerel yeterlilik diizeyi olarak tanimlanabilir. Bu konusmada 6zellikle
yerli asi Gretimini destekleyici politikalar tizerinde durulacaktir.

Halk saghginin iyilestirilmesinde temiz su kaynagindan sonra en biiyik etkiye sahip olan
saghk uygulamasinin asilama oldugu bilinmektedir. Dinyanin bircok lkesi, asiyi
stratejik oncelik olarak gérmekte ve Ulkenin UAK'nin gelistiriimesi i¢in politikalar
uygulamaktadir. Ayrica Ulkeler Gstlu kuruluslarin politikalari da dinya geneli asi
kapasitesi agisindan daha fazla 6nem kazanmaya devam etmektedir.

Diinyada asi ve bagisiklama “ekosistemi”, 19.ylzyilda E. Jenner, L. Pasteur gibi “Asi
Onciileri” ve ardindan vyiizlerce ulusal asi Ureticisinin ortaya ciktigi ilk iki dénemle
baslar. Takiben Global Asi Programlari ve Genisletilmis Bagisiklama Programi
kavramlari yerlesmis, Cicek hastaliginin eradikasyonuyla bagisiklamanin 6nemi iyice
belirginlesmistir. Artan kapasite ihtiyaci ile birlikte “Daralma” donemi baslamis; bir¢cok
Uretici ylUkselen standartlarla tretimi sirdirememis, ciddi Grin yokluklari yasanmistir.
Gilnlimuzde ise bir yandan biylk filantropistler ve Batili Ulkeler, GAVI benzeri
kuruluglar kanalyla asiya erisimi yayginlastirmaya g¢alismakta, bir yandan bircok ulke
UAK’ni gelistirmeyi amaclamaktadir.

Ulkelerin UAK’ni giiclendirmek istegi, temelde “Ekonomi” ve “Saghk Stratejisi”
onceliklerine dayanir. Ekonomik nedenler, asinin yiksek (biyo)teknoloji Girlini olmasi,
yuksek katma deger ve nitelikli isglicii yaratmasi, ithalat bagimliligini azaltmak, ihracati
desteklemek olarak Ozetlenebilir. Saghk Stratejisi icinde asiya erisim (yokluklardan
etkilenmemek), guvenlik (epidemi/pandemi durumlarinda asiya ulasim) ve
Ulkeye/bolgeye 6zel hastaliklara karsi dnceliklendirme sayilabilir.

UAK’nin gelistirilmesi i¢in Glkenin inovasyon ve yatirim iklimi en 6nemli faktorlerdir.
Uygun inovasyon iklimi icin Universitelerin arastirma kapasitesi, teknoparklar,
destekleyici programlar, ulusal enstitiler, patent ofisleri gibi faktérlerin varlg
dnemlidir. Yatinm iklimi ise, gesitli kanallarla verilebilecek tesvikler, dillii yarismalar,
patent haklarini koruyan yasalarla gelisir.

UAK’'ni gelistirmeye yonelik programlarin verimli olmasi igin stabil, uzun soluklu
olmalari 6nemlidir. Agi yiksek yatirim gerektiren, know-how’a bagimli, uzun suregleri
iceren, degisen standartlarla sirekli yatinm gerektiren bir Grindidr ve destek
programlari bu durumu goéz 6nline almalidir. Bazi gelisen (ilkelerde zamanla degisen
politikalar, asi yatirimlarinin verimsizlesmesi, hatta sonlanmasi sonucunu dogurmustur.
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Bir diger faktor, politika ve tesvik planlarinin gercekei, uygulanabilir ve kademeli
projelendirme temeline dayal hazirlanmasi ve takip sisteminin iyi kurulmasidir. Tesvik
edilecek projenin karmasikhgi, uygulama siiresi ve kademeleri dikkatle ele alinmalidir.
Asi projelerinde gerekli altyapi ve ilgili deneyim olusmadan daha karmasik agamalara
gecmek, ilk adimlarda yakalanabilecek basarilarin da diismani olabilir.

Bugtlin birgok tilke UAK'ni gelistirmek igin politikalar ve tesvik modelleri gelistirmekte,
bu dlkelerin bircogu asi ihracatini da hedeflemektedir. Bu anlamda lkelerin
programlarini olustururken ne tir asilar destekleyeceklerinin kararini, yerel ihtiyaclara
ek olarak diinya genelindeki mevcut durumu ve uzun vadeli senaryolari da dikkate
alarak kararlastirmalari, projelerin hem kisa, hem de uzun doénemli basari ve
devamhhgini teminat altina alacaktir.

Son olarak, asi ile ilgili projelerin “alici-satic1” iliskisinden ¢ok, bir “Halk Sagligi Ortaklig”
yaklasimi igerisinde degerlendirilmesi ve uygulanmasi biyik 6nem tasir. Destekgi
tarafinda sadece ekonomik parametrelerin, uygulayici tarafinda ise sadece kisa vadeli
kazancin 6n planda oldugu bir asi projesi, risk altindadir. Asi projeleri ¢cogunlukla
karmasik ve sirekli gilincelleme gerektiren siregleri icerirler. Ortaklik felsefesi ile
ylrdtulen projelerin, baslangi¢c anindan itibaren basariya ulasma sansi daha yiiksektir.

Ulkede yeni, basarili her asi projesi uygulamasi, tilkedeki know-how’i ve en énemlisi
kalifiye ¢alisan sayisini artiracak, bu kisilerin zamanla farkh Gretim uygulamalarinda ve
projelerde yer almasi Ulusal Asi Kapasitesini gittikce daha biiylik bir hizla artiran
faktorler olacaktir.
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Poster Konusu: Asi adayi antijen kesfi ve tasarlanmasi

P-1
Kutanoz Leishmaniasis’e Karsi Tani Kiti Olusturmak Uzere Hibridoma
Teknolojisine Dayali Poliklonal Antikorlarin Uretilmesi

Adil Allahverdiyev, Asli Pinar Zorba, Melahat Bagirova, Giilnaz Yildirnm Koken,
Emrah Sefik Abamor®

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Bolimii, Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 341220 Tiirkiye
Email: dr.melahatb@gmail.com

GIRIS ve AMAC: Leishmaniasis Diinya Saglik Orgiiti’niin belirledigi Tropikal Hastaliklar
Listesi'ndeki 6 hastaliktan biri olup, dinyanin ve dlkemizin ciddi halk sagligi
problemlerinden biridir. Hastaligin yaygin olmasinin nedenlerinden biri hastaligin
tedavisinde yasanan zorluklar ve simdiye kadar etkin bir asinin gelistirilememesidir.
Ayrica hastaligin tanisinda gesitli yontemler mevcut olmasina ragmen, hala altin
standart olan bir tani yontemi gelistiriimemistir. Bu agidan ginimizde hibridoma
teknolojisine dayali tani kitlerinin gelistiriimesine daha ¢ok &nem verilmektedir.
Dunyada kutandz leishmaniasisin etkeni olan L.tropica’nin farkh epitoplarina 6zgu
hibridoma teknolojisine dayali yapilan calisma sayisi oldukca azdir. Ulkemizde ise bu
konuyla ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamaktadir. Bu calismada ilk kez olarak
L.tropica’nin antijenlerine karsi hibridoma teknolojisine dayali poliklonal antikorlarin
Uretilmesi incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: Dondurup-¢ozme yontemi kullanilarak L.tropica’dan tim
antijen eldesi gerceklestirilerek, antijenler 6-8 haftalik Balb-C farelere farkh adjuvantlar
araciligiyla verildi. imminizasyon sonucunda en yiiksek yanit alinan fareler servikal
dislokasyon yontemi ile éldurilerek dalaklarindan B-lenfosit izolasyonu yapildi ve es
zamanh olarak Azoguanin-8'e maruz birakilmis myeloma hiicreleri(P3-X63-Ag8.65) ile
polietilen glikollin araciligiyla fiizyonu gergeklestirildi. Flizyon sonrasi hiicrelerin segici
besiyeri icerisinde eliminasyonu saglanmis olup, hibridoma hiicrelerinde olusan
L.tropica antijenlerine karsi antikor yanitlari belirli glinlerde ELISA kaplama yapilarak
incelendi.

SONUG: Fuizyon sonrasi 10. ve 20. Glnlerde yapilan ELISA sonuglarina gore hibridoma
hicrelerinin belirli titrelerde tiim L.tropica parazit antijenlerine karsi antikor yaniti
olusturdugu saptandi. 20.glin sonundaki ELISA sonucunda antikor miktarinin 10.glin
sonunda yapilan ELISA sonucuna goére daha yiiksek seviyede oldugu tespit edildi.

TARTISMA: Dondurma ¢6zme yontemi ile elde edilen L.tropica parazitlerinin antijen
kokteyllerine karsi olusan B-lenfositleri ile myeloma hiicrelerinin fliizyonu sonucunda
olusan hibridomalarin poliklonal antikor trettigi ve tani amagh kullanilabilecegi ortaya
¢ikmistir. Calismalarimizin sonraki asamasinda alt klonlamaya gegilerek L.tropica’ya
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karsi monoklonal antikorlarin elde edilmesi, tani kitinin gelistiriimesi ve kitin kiitan6z
leishmaniasis ile enfekte olmus deney hayvanlarinda ve hastalik agisindan endemik
olan bolgelerdeki hastalar tizerinde incelenmesi planlanmaktadir.

TESEKKURLER: Bu c¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.STZ.2013-2). Ayrica myeloma hticre hattini tarafimiza
saglayan Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. S.
ismet Deliloglu GURHAN’a ve Ars. Gér. Mehmet Ozgiin OZEN’e tesekkiir ederiz.
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HER2 pozitif meme kanserine karsi asi adayr antijenik epitoplarin
biyoinformatik yéntemlerle belirlenmesi

Mige Anil*?, Esra Atalay $ahar3, Mert D6§kaya4, Hilseyin Can’®, Yuksel Guruz®,
Sultan Giilge iz*

1Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&liimii, Bornova/izmir, 35100,
Tarkiye

2Ege Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Ana Bilim Dali, Bornova/izmir, 35100,
Tirkiye

3 Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Béliimii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye

4 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye

Email: anl.muge@gmail.com

GIRIS ve AMAC: ErbB2 geninin (iriinii olan epidermal biiyiime faktérii 2 (HER2)'nin fazla
ekspresyonu meme kanserinde timor agresifligi ve zayif prognoz ile iliskilidir ve HER2
pozitif meme kanserleri tim meme kanserlerinin yaklagik olarak %20’sini
olusturmaktadir. Bu sebeple HER2 meme kanseri hastalarinin tedavisinde kritik bir
hedef haline gelmistir.

Bu c¢alismada sican HER2 pozitif timoéri olusturulan fare modeline karsi sigan HER2
ekstraseliiler domainin biyoinformatik yontemlerle incelenip klinik dncesi ¢alismalarda
kullanilmak tzere antijenik epitoplarinin saptanmasi hedeflenmistir. Calismanin diger
bir hedefi ise hayvan modelinde g¢alismalar sonrasinda klinik ¢alismalarda kullanilmak
Gzere insan HER2 ekstraseliiler domainin biyoinformatik yoéntemlerle incelenip
antijenik epitoplarinin saptanmasidir.

MATERYAL ve METOD: Antijenik epitop belirleme programi, Immunoepitope Database
and Analysis Resource (www.iedb.org) kullanilarak MHC-1 hiicre epitoplar
saptanmistir. Sican HER2 ekstraselller domaini icin MHC-1 analizi; siniflama yizdesi
2.5’ten kiglk olacak sekilde segilerek yapilmistir. Ayrica immiin epitop seciminde HER2
ekstraseliiler domaini tGzerinde daha 6nce imminojenitesi gosterilen 1-106, 267-376 ve
487-596 aa (amino asit) dizileri de dikkate alinmistir (1). insan HER2 ekstraseliiler
domaini igin MHC-1 analizi ise; HLA-A*02:06, HLA-A*31:01, HLA-B*35:01, HLA-B *54:01
allelleri i¢in ve siniflama yiizdesi 2’den kiiclik olacak sekilde segilerek yapilmistir (2).
Ayrica Trastuzumab, Pertuzumab baglanma bélgeleri ve heterodimerizasyon bélgesi de
dikkate alinmistir (3).

SONUG: Sigan HER2 ekstraselliler domaini Uzerinde 11 adet 2.5’ten kiguk 15 aa’hk
immin epitop belirlenmistir. Bu epitoplarin 9 adedinin daha 6nce calismalarda
imminojenisitesi gosterilen 1-106, 267-376 ve 487-596 aa pargalari Uzerinde
bulundugu 2 adedinin ise bu parcalarin disinda kaldigi gériilmistiir. insan HER2
ekstraseliiler domaini Gzerinde ise 144 adet siniflama yiizdesi 1 ve 1’den kiiclk aa dizisi
saptanmistir. Bu aa dizilerinden 12 adedi daha 6nce meme kanseri hastalarinda fazlalig
gosterilen HLA-A*02:06, HLA-A*31:01, HLA-B*35:01, HLA-B *54:01 allelleri Gizerindedir.
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TARTISMA: Bu calismada sican HER2 ekstraselliler domaini izerinde belirlenen 9 adet
15aa’lik immin epitopun klinik 6ncesi fare modelinde DNA ve rekombinant protein
asisi seklinde kullanilabilecegi disiiniilmektedir. insan HER2 ekstraseliiler domaini
Uzerinde belirlenen 12 adet immin eptobun ise fare galismalarinin ardindan klinik
¢alismalarda DNA ve rekombinant protein asisi seklinde kullanilabilecegi
disinulmektedir.

KAYNAKLAR:

1. Marchini, C., Kalogris, C., Garulli, C. et al., 2013, Tailoring DNA vaccines: designing
strategies against HER2-positive cancers, Frontiers in Oncology, 3(122): doi:
10.3389/fonc.2013.00122.

2. Tsuda, B., Kametani, Y., Goto, Y., etal., 2012, A Human B cell receptor epitope-
based erbB-2 peptide (N: 163-182) with pan-reactivity to the T cells of japanese
breast cancer patients, Vaccines & Vaccination, 3(7): doi: 10.4172/2157-
-7560.1000159.

3. Deng, X., Zheng, X., Yang, H., et al., 2014, Comparative analysis of evolutionarily
conserved motifs of epidermal growth factor receptor 2 (HER2) predicts novel
potential therapeutic epitopes, PLOS ONE, 9(9): e106448.
doi:10.1371/journal.pone.0106448.
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Plasmodium falciparum sitmasina karsi multi-stage asi gelistirmede
kullanilabilecek multi-epitop proteinin biyoinformatik yontemlerle
tasarlanmasi
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Aysu Degirmenci Doskaya?, Yiksel Griiz’, Mert Doskaya®

! Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji Béliimii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
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GIiRIS ve AMAC: Sitma insanlarin en dnemli paraziter hastaligi olup, diinyada her yil
yaklasik 250 milyon kisi sitma ile enfekte olmakta ve 800 bin kisi 6lmektedir. Yillarca
ihmal edildikten sonra, sitma ile savas igin son vyillarda uluslararasi fonlar
olusturulmustur. Bu kapsamda; Artemisin dayanakli kombine tedavi (ACT), insektisit
emdirilmis cibinlikler (ITNs) ve vektdrlerle miicadele yontemleri kullaniimistir. Ancak
sitma gorulen yerlerdeki altyapi sorunlari, olusan artemisin ve insektisit direnciden
dolayt bu uygulamalar vyetersiz kalmaktadir. Bu nedenle sitma kontroli ve
eliminasyonunda en 6nemli anahtar etkili asi gelistirmektir. Sitmada konakta gelisim
donemleri ve konak immunitesi; pre-eritrositer donem, aseksiiel eritrositer donem ve
gamotositik donem olmak lizere 3 dénemde incelenir. Asi ¢calismalari da bu 3 déneme
paralel olarak ilerlemekterir. Pre-eritrositer donem asilari: serbest sporozoitlere ve
infekte hepotositlere karsi olusturulan asilar; Aseksliel eritrositer donem asilari:
merozoitler, sizontlar ve infekte eritrositlere kargi olusturulan asilar; Transmission-
blocking asilar ise gametositlere ve ookinete karsi olusturulan asilardir. Bu ¢alismada P.
falciparum sitmasina karsi DNA ve rekombinant asilarda kullanilabilecek proteinlerin
biyoinformatik analizi yapilarak antijenik epitoplarinin saptanmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: P. falciparum, CSP ve LSA-1 proteinleri pre-eritrositer donem,
MSP-2 ve CSA-L proteinleri eritrositer donem ve yiizey protein 25 ise gametositik
dénem proteini olarak secilmistir. Bu proteinlerin aminoasit ve nikleik asit dizileri
www.plasmodb.org ve www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ veri tabanlarindan elde
edilmistir. MHC-1 ve MHC-2 ve B hiicre epitop analizleri www.iedb.org ve
sysbio.unl.edu/SVMTriP/ epitop programlar kullanilarak gergeklestirilmistir. MHC-1
analizi ve MHC-2 analizleri 2 farkh yontemle yapilmistir. MHC-1 epitoplari saptanirken
hedef genler literatiirde kullanilan tg allel (HLA-A24, HLA-B14, HLA-B35) ve 53 adet
allel igeren tiim referans set ile analiz edilmistir. MHC-2 epitoplari, iki allel (HLA DRB1
1302, HLA DQB1 0501) ve 27 adet allel iceren tiim referans seti kullanilarak ortaya
konmustur. Son olarak N ve (0] glikolizasyon analizleri;
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ve www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
glikolizasyon biyoinformatik yontemleri ile gerceklestirilmistir.
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SONUC: iki farkh allel seti kullanilarak iki farkli buylklikte protein dizisi
olusturulmustur. MHC-1 analizi sonucu CSP’de 6, LSA-1'de 4, MSP-2’de 4, CSA-L'de 4 ve
ylzey protein 25’'de 3 epitop bdlgesi bulunurken tim alleller kullanildiginda ic ice
girmis, CSP’de 56, LSA 1’de 68, MSP-2’de 70, CSA-L'de 110 ve ylizey protein 25 de 86
tane epitop bolgesi bulunmustur. MHC-2 analizinde iki allel kullanilmasi sonucu CSP’de
2, LSA-1’de 6, MSP-2'de 9, CSA-L'de 2 ve ylizey protein 25'de 3 epitop bdlgesine
rastlanirken tiim referans set kullanildiginda CSP’de 120, LSA-1'de 131, MSP-2’de 102,
CSA-L'de 183 ve ylizey protein 25’de 105 epitop bolgesi saptanmistir. B hiicre epitop
analizinde 6 epitop CSP ve MSP-2'de, 4 epitop LSA-1'de, 2 epitop CSA-L'de ve 5 epitop
ylzey protein 25’de bulunmustur. Tim analizler sonucu 75 ve 125 kilodalton
blylklGigiinde iki protein dizisi elde edilmistir.

TARTISMA: MHC-1 ve MHC-2 analizleri tim alleller ile gergeklestirildiginde ortaya gikan
epitop sayisi artmistir. Allel sayisinin yiikselmesi proteinin antijenik 6zelligini artirmasi
beklenmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen iki farkl blyuklikteki multi-epitop protein ile
P. falciparum sitmasina karsi multi-stage DNA ve Rekombinant protein asisi
gelistirilmesi mimkinddr.
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Plasmodium falciparum sitmasinin fare modeli olan P. berghei’nin
bitiin donemlerine etkili multi-epitop asi adayi antijenin
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GIRIS ve AMAGC: Sitma Diinya’daki en énemli paraziter hastaliktir. Her yil cogunlugu
cocuklar olmak (izere yaklasik 800 bin kisi sitmadan dolayi hayatini kaybetmektedir. Bu
sebeple hastaligin kontroll igcin yogun g¢aba harcanmaktadir. Bu kapsamda etkili asi
gelistirme en blyiik hedeflerdendir. Asi ¢alismalarinda hayvan modelleri 6nemli yer
tutmaktadir. Bu kapsamda fare, gece maymunu (Simia trivirgata), rhesus maymunu
(Macaca mulatta) gibi hayvanlar kullanilmaktadir. Plasmodium berghei ve P. yoelii fare
hayvan modellerinde en ¢ok kullanilan sitma tdrleridir. Farelerde benzer patolojik
bozukluklar olusturmasindan dolayi P. berghei, P. falciparum sitmasi icin en ¢ok tercih
edilen hayvan modelidir. Bu g¢alismada P. falciparum sitmasinin fare modeli olan P.
berghei’ye karsi DNA ve rekombinant asilarda kullanilabilecek asi adayi proteinlerin
biyoinformatik yontemlerle incelenip antijenik epitoplarin saptanmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: P. berghei’ye ait pre-eritrositer donem; CSP ve LSA-1, eritrositer
donem; MSP-4/5 ve CSA-L ve gametositik donem; Pbs25 proteinleri incelenmistir.
www.plasmodb.org ve www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ veri tabanlan kullanilarak
secilen proteinlerin aminoasit ve nikleik asit dizileri belirlenmistir. Antijenik epitop
programi, www.iedb.org ve sysbio.unl.edu/SVMTriP kullanilarak MHC-1 ve B hiicre
epitoplar saptanmistir. MHC-1 analizi; H-2-Db ve H-2 Dd allelleri ve tim alleller
kullanilarak 2 farkh sekilde vyapilmisti. N ve O glikolizasyon analizleri,
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ve www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
glikolisizasyon biyoinformatik programlari ile yapilmistir.

SONUC: MHC-1 epitop analizinde iki (H-2-Db ve H-2 Dd) ve alti allel (H-2-Db, H-2 Dd, H-
2-Kb, H-2-Kd, H-2-Kk, H-2-Ld) serisi kullanilmasi ile iki farkli biytkliikte protein dizisi
tasarlanmistir. H-2-Db ve H-2 Dd allelleri kullanimi sonucu CSP’de 1, LSA-1'de 4, MSP-
4/5’ de 2, CSA-L'de 2 ve Pbs 25’de 2 tane MHC-1 epitop bdlgesi bulunmustur. Alti allel
kullanildiginda kullanildiginda CSP’de 3, LSA 1’de 13, MSP-4/5’de 5, CSA-L'de 15 ve
Pbs25’de 18 tane MHC-1 epitop boélgesi bulunmustur. B hiicre epitop analizinde; 4
epitop CSP, 3 epitop MSP-4/5, 10 epitop LSA-1, 2 epitop CSA-L ve 5 epitop ylizey
protein 25’de saptanmistir. Saptanan epitop bolgeleri birlestirildiginde 74 ve 97
kilodalton blytkluglinde iki protein dizisi olusmustur.
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TARTISMA: iki farkh allel seti ile yapilan MHC-1 analizleri sonucu iki farkli biyiklikte
protein tasarlanmistir. Alti allel iceren set kullaniminda epitop sayisi, iki allel
kullaniminda ortaya cikan epitop sayisindan fazladir. Bu c¢alismada biyoinfomatik
analizlerle gelistirilen multi-stage ve multi-epitop proteinlerin DNA ve rekombinant
protein sitma asi modellerinde kullanilabilecegi diisiinGlmustir.
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GIRIiS ve AMAC: Toxoplasma gondii, toksoplazmozis enfeksiyonuna neden olan, hemen
hemen her sicakkanli hayvani, kus tirlerini ve insanlari enfekte edebilen bir zorunlu
hiicre ici parazitidir. insan yasamini tehdit eden agir klinik tablolar olusturmasinin
yaninda, hayvanlarda olusturdugu enfeksiyon ile ekonomik zararlara da neden
olmaktadir. T. gondii'ye karsi gelistirilecek asi, toksoplazmozis enfeksiyonundan ve
yarattigl zararlardan korunmak igin biyik 6nem tasimaktadir. Asi gelistirmede ise en
kritik nokta antijen kesfi ve dogru antijenin kullaniimasidir.

T. gondii'ye karsl konak korunmasinda baslica doku uygunluk kompleksi (MHC) immun
cevabin regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Peptitlerine ayrilmis olan antijenik
protein MHC tarafindan T hicrelerine sunulmaktadir. T hicreleri MHC molekiillerinin
sundugu epitop bdlgeleri ile baglanarak immun yaniti uyarmaktadir. Bu sebeple bu
calismada asi aday! 49 protein icinden Tc hicrelerinin baglanacagi MHC-I ve B hiicre
epitop boélgelerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica T. gondii’nin 6karyotik bir
organizma olmasindan dolayi epitop bolgelerinin glikozillenecegi ve bu durumun immun
cevabi etkileyecegi gdz onine alinarak N-bagh glikozilasyon ve O-bagh glikozilasyon
bolgelerinin de belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: Galisma grubumuz tarafindan protein mikroarray taramasi ile
belirlenen 49 asi adayl antijenik protein Immune Epitope Database and Analysis
Resource (http://tools.immuneepitope.org/mhci/) programi ile Tc MHC-I epitop
bolgeleri analiz edilmistir. B hiicre epitop analizinde ise SVMTriP programi
(http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php)  kullanilmistir. N- ve O- bagh
glikozilasyonlar NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) ve
NetOGlyc 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) adli programlar
kullanilarak analiz edilmistir.

SONUG: Asi adayi olarak belirlenen 6 proteinde sirasiyla 10 (%1,38), 10 (%1,38), 10
(%0,95), 8 (%2,2), 5 (%1,6) ve 4 (%1,69) adet B lenfosit epitopu bulunmaktadir. MHC |
epitoplar ise rD6, rH6, rA4, rE4, rH2 ve rE6 proteinlerinde sirasiyla 13 (%1,79), 12
(%1,14), 10 (%3,19), 10 (%2,75), 9 (%3,81) ve 8 (%1,11) adet bulunmaktadir.
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Asl adayi rD6, rA4, rE6 ve rH6 proteinlerinde sirasiyla 3 (%0,41), 2 (%0,64), 2 (%0,28), 2
(%0,19) adet N-bagl glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir. rH2 ve rE4 proteinlerinde N-
bagh glikozilasyon bélgesi bulunmamaktadir. O-bagh glikozilasyon bdlgeleri ise rH6,
rE6, rD6, rE4, rA4 ve rH2 proteinlerinde sirasiyla 81 (%7,7), 69 (%9,54), 53 (%7,29), 21
(%5,77), 6 (%1,92) ve 4 (%1,69) adet bulunmaktadir

Asl adayi 6 proteinin epitop bolgelerindeki glikozilasyon miktari incelendiginde B epitop
bolgesinde N-bagli glikozilasyon bdélgesi bulunmadigi, O-bagl glikozilasyonun ise rD6,
rE6, rH6, rE4, rA4 proteinlerinde sirasiyla 18, 18, 10, 9 ve 2 adet oldugu saptanmistir.
MHC | epitop bolgesinde N-bagl glikozilasyon bolgesi rD6 ve rH6 proteinlerinde sadece
birer adet bulundugu, O-bagh glikozilasyonun ise rE4, rD6, rH6 ve rE6 proteinlerinde
sirasiyla 7, 7, 5 ve 4 adet oldugu saptanmistir.

TARTISMA: Bu c¢alisma ile 49 asi aday! olabilecek antijenik protein iginden 6 tanesi
biyoinformatik analiz sonucunda segilmistir. Bu proteinlerle gelistirilecek asi
formilasyonunun kuvvetli hiicresel ve humoral yanit uyarmasi beklenmektedir.

TESEKKURLER: Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: SBAG 1105200)
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Kiitle Spektrometresi ile Asi Adayi Antijenlerin Fosfoproteomiks
Karakterizasyonu
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Proteinler lizerinde olusan fosforilasyon, sik rastlanan ve ¢ok énemli kovalent baglh bir
post-translasyonel modifikasyondur (PTM). Protein Gzerindeki fosforilasyon; serin
(Ser), treonin (Thr) ve tirozin (Tyr) aminoasitlerinin hidroksil gruplarinda meydana
gelmektedir. Fosforoilasyonda kinaz enzimleri Ser, Thr veya Tyr aminoasitlerini
fosforlama islevini yaparken fosfataz enzimleri fosfor iceren gruplari kesmektedir.
Fosforilasyonun da iginde oldugu sinyal yolaklarindaki dizensizlikler veya degisiklikler
tiimoére donustimiin belirtecidir.

Fosfo-protein/peptit Uzerindeki fosfo-modifikasyonlarin incelenebilmesi icin baz
metotlar gelistirilmistir. Genellikle analiz 6ncesinde ilk olarak, konsantre bicimde
fosfopeptidlerin elde edilebilmesi icin metal afinite kromatografisi, katyon-degisim
kromatografisi, peptit immun ¢oktirme gibi yontemler uygulanmaktadir. Daha sonra
fosforilasyon noktalarinin belirlenmesinde 6zellikle kitle spektrometresi (MS ve
MS/MS) ve kitle spektrometresi disinda da 2D jel elektroforezi, 32P-isaretleme teknigi
ve PAGE sonrasi radyo gorintileme sistemleri gibi diger yontemlerde
kullanilabilmektedir. Ayrica kromatografik veya Edman degradasyonu ile de
fosforilasyon bdlgeleri belirlenebilmektedir. LC-MS/MS sistemi ile analizde fosfopeptit
iyonlarinin parcalanmasi sonrasi fosforik asit yapidan uzaklastiriimakta (neutral loss) ve
fosforilasyon bu sekilde (98 Da kayip kiitle sayesinde) tespit edilebilmektedir. Ek olarak
MALDI-MS sistemi ile de fosfat analizi yapilabilmekte ve bu analizde fosfataz enzimi
kullanilarak orijinal peptit ve enzimle muamele edilmis peptit arasindaki 80 Da kitle
farkinin saptanmasi sonucu yapinin fosfatli oldugu anlasiimaktadir.

Fosfoproteinlerin pargalanmasiyla olusan fosfopeptitler ile kansere 6zgli MHC-I ve I
olustugu ve bu yapilarin T hiicrelerince tanindigi ve ayrica l6semi 6rneklerinden izole
edilen fosfopeptilerin saglkli hiicrelerde immun yanit olusturdugu bildirilmistir. MHC-I
ile iliskili bu antijenik fosfopeptitlerin kanser immunoterapisinde islevsel olabilecegi
belirtilmektedir. Fosforilasyon noktasinin belirlenmesi ile kinaz-substrat iliskisi, sinyal
yolaklari, protein-protein iliskisi aydinlatilabilmekte ve boylece hastaliklarin nedenleri
aciklanabilmektedir. Ayrica asi adayi antijenlerin lretim 0©ncesinde fonksiyonel
niteliklerinin similasyonu ve karakterizasyonu igin fosfoproteomiks kritik bir 6neme
sahip olmaktadir.
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Yenilebilir Asi Uretimi Amach Viriis Antijenlerinin Mikroalgal
Sistemlerde Uretimi
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GIRIS ve AMAG: Yenilebilir agilar, ucuz olmalari, uygulamasinin ve saklanmasinin kolay
olmasi, glivenli ve sosyo kiiltiirel agidan 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan Ulkeler
icin umut vaad eden asilama sistemleridir. Yenilebilir asi teknolojisinde, antijen olarak
secilmis gen uygun organizmaya aktarilir ve daha sonra bu organizmadan istenilen
antijenin Gretimi saglanir. Mikroalgler, prokaryotik sistemlerin yliksek bliyiime hizi ile
Okaryotik sistemlerin sahip oldugu post-transkripsiyonel ve post-translasyonel gibi
ekspresyon sistemlerinin bitiin avantajlarini birlestirerek, rekombinant kompleks
proteinlerin  Uretimini basariyla gergeklestirirler. Bu ¢alismada mikroalglerin
tranformasyonuyla elde edilecek protein bazl yenilebilir agi Gretiminin ilk basamagi
olarak antijen tretimi hedeflenmektedir.

MATERYAL ve METOD: Mikroalglerden yenilabilir asi tGretimi icin antijen iretiminde en
cok tercih edilen model organizma Chlamydomonas reinhardetii isimli bir yesil algdir.
Mikroalglerin genellikle plastit genomuna gen transferi yardimiyla disaridan bir gen
aktarimi ve antijen Uretimi gerceklestiriimektedir. Plastit genomuna gen aktarimi altin
veya tungusten kaplanmis DNA pargaciklarinin bombardiman yodntemiyle aktarilip
homolog rekombinasyon gergeklestiriimesiyle yapilmaktadir. Niikleer transformasyon
da ise elektroporasyon ve cam boncuklarla hiicre duvarina hasar verilerek gen aktarimi
yapilmaktadir. Transformasyon sonrasinda ise toplam protein analizi, Western Blot ve
ELISA gibi in vitro testlerle Uretilen antijen miktari ve karakterizasyonu
gerceklestirilmektedir.

SONUC: ilk mikroalglerden asi {iretimi denemesi Sun ve ark. (2003) tarafindan sap asisi
hastaligi icin sap virlslinlin yapisal proteini olan VP1 proteinin Uretilmesiyle
gerceklestirilmistir. Uretilen antijen &zelligi tasiyan protein, toplam portin miktarinin
%3-4’Un0 olustururken, in vivo denemelerde immun reaksiyon olusmasini saglamistir.
Daha sonra Hepatit B, HPV gibi ciddi problemelere yol agan virislere karsi asi tretimi
amagli antijen Gretimi ¢alismalari yapilmistir (Hempel ve ark., 2011, Dermutas ve ark.,
2013). Uretilen antijenlerin immun yaniti sagladig gézlemlenmistir.

TARTISMA: insan asilarinin, algal bazl tretim platformlari ile iiretilmesi, HPV gibi pahali
ve Onemli hastaliklarin 6nlenmesinde vyeni, ucuz bir alternatif olarak kabul
edilmektedir. Henliz kiglik 6lgekte yapilan arastirmalarin, blyuk 6lgege aktarilmasi ve
optimizasyonuyla daha iyi bir alternatif haline gelecektir.

60



Poster Konusu: insanlarda goriilen enfeksiyoz ajanlara karsi
gelistirilen agilar

P-8
Leishmaniasis’e Karsi Yiizey Molekiillerine Dayali Asi Gelistirmek Uzere
L. tropica Parazitlerinin Biiyiik Olgekli Cogaltilmasinin Optimizasyonu

Giilnaz Yildirnnm Kéken, Ozlem Ayse Ozyilmaz, Asli Pinar Zorba, Giilesme Yilmaz,
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GIiRiS ve AMAC: Leishmania parazitlerinin yiizey antijenlerini elde edebilmek icin
parazitlerin buyik o6lgekli klltiriine ihtiyag duyulmaktadir. Leishmania parazitlerinin
kiltlir ortaminda gogaltilmasi prokaryotlara kiyasla oldukga zor ve zaman alicidir. Diger
yandan, literatiirde buyuk Olgekte L. tropica parazitlerinin uretilmesine ydnelik
cahismalar sinirhdir. Bu c¢alismada ilk kez, asi gelistirmek Gzere L. tropica’nin en
immunojen asi adayl molekili lipofosfoglikanin (LPG) elde edilebilmesi icin parazitlerin
blyik 6lcekli cogaltilmasinda yeni bir yaklasimin gelistirilmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD: Kriyobanktan cikarilan L.tropica promastigotlari, 5 ml %10FBS'li
RPMI iceren 25 cm?lik flaska 10° parazit/ml olacak sekilde ekilmistir. Parazit sayisi 10’
parazit/ml degerine ulastiginda besiyeri miktari iki katina cikarilmistir. Ayni déngi
tekrarlanarak 10’ parazit/ml sayisina ulasilinca, 25 ml %5FBS’li RPMI bulunan 75 em”lik
flask icerisine 10° parazit/ml olacak sekilde ekim yapilmistir. 10’ parazit/ml sayisina
ulagildiginda 300 ml Brain Heart Infusion (BHI) iceren erlene 10° parazit/ml olacak
sekilde ekim yapilmis ve dordinct giin besiyeri miktari iki katina cikarilmistir.
Promastigotlar, metasiklik evrede 42C'de 4000 rpm’de 25 dk santriflij edilmis ve
peletler, antijenin eldesi icin gerekli islemlerin yapilacagi giine kadar -20°C'de
saklanmistir.

SONUG: L. tropica parazitlerinden LPG eldesi igin uygulanan islemler sonucunda 5 x 10°
ile baslanan parazit kiltliri 96 saat sonra 10° parazit sayisina ulasmistir. Erlenlerde
yapilan kiltivasyonun sonunda BHI iceren ortamda parazit sayisinin 15x10°/ml’ye
ulastig saptanmistir. Boylece, biyik olcekli kiltiivasyon sonunda parazit sayisinin
baslangica gore 2000 kat arttigi tespit edilmistir.

TARTISMA: Leishmania parazitlerinin dogrudan biiytk olgekli klltlriiniin yapilmasi
ortamda parazit miktarinin yetersiz olmasina yol agmaktadir. Bunun nedeni, az sayida
parazitin blylk Olgekli kiiltir ortamina tam olarak adaptasyon saglayamamasi ve
blyume igin uygun ortamin olusmamasidir. Bu calismada ilk kez, parazit sayisi ve
besiyeri miktarinin kademeli olarak arttiriimasiyla bilyik 6lcekte Leishmania kiltiri
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elde edilmis ve mevcut yontemlerden farkl olarak daha blylik miktarda parazit
biyokitlesinin eldesi mimkin olmustur. Gelistirilen bu yeni yaklasimin gelecekte
Leishmaniasis’e karsl asi ve tani kitlerinin gelistiriimesinde biyilk katkida bulunacagi
disinulmektedir.

TESEKKURLER: Bu c¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.5T2.2013-2).
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Farkh Asi Formiilasyonlarinin Makrofaj Hiicre Kiiltiir Sisteminde
Etkinliginin incelenmesi
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GIRIS VE AMAC: Leishmaniasis, Leishmania tiriindeki zorunlu hiicre ici parazitlerin
neden oldugu tropikal bir hastaliktir. Hastalik Turkiye’nin de iginde oldugu 98 tilkede
endemik olup, enfekte kisilerin sayisi ise 12 milyondur. Hastaligin bu kadar yaygin
olmasinin en 6nemli sebeplerinden biri etkili ve glivenilir bir asinin eksikligidir. Son
yillarda, Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesine yonelik calismalarda, ¢ozlinir
leishmania antijenleri (CLAg), cesitli antijenik epitoplar icerdiginden sikhkla
kullanilmaktadir. Ancak bu antijenler sadece uygun bir adjuvan ile birlikte
kullanildiginda etkili olabilmektedir. Son zamanlarda bazi polimerlerin adjuvan 6zellige
sahip oldugunun ortaya ¢ikarilmasiyla, bu molekdllerin gesitli enfeksiyon hastaliklarina
karsi asl calismalarinda kullanimi artmistir. FDA onayli ve suda ¢6zinebilir bir polimer
olan polioksidonyum (PO) da enfeksiyonlara karsi asi gelistiriimesinde etkili bir
imminostimilan olarak kabul edilmektedir. Ancak giinimize kadar, PO’un herhangi
bir antijenle birlikte Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde adjuvan olarak
kullanildigini gésteren herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu nedenle, bu galismada, ilk
kez olarak, CLAg ve PO iceren formilasyonlarin makrofajlarin nitrik oksit (NO) tretimi
Uzerindeki etkinliklerinin incelenmesi ve bu formiilasyonlara maruz kalan makrofaj
hicrelerinin  parazitler Uzerindeki inhibitoér etkisinin belirlemesiyle uygulanan
formilasyonun asi adayi potansiyelinin in vitro olarak tespit edilmesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD: Deneylerin ilk asamasinda J774 makrofaj hiicreleri 96 kuyucuklu
plakaya ekildi. Ertesi gin farkhh PO-CLAg kombinasyonlari makrofaj hiicrelerine
uygulandi ve hiicreler 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, NO &l¢iimii icin
kiltir ortamindan 50 pl alinarak 96’lik plate eklendi. Orneklerin {izerine 50 pl Griess
reaktifi eklenerek 540 nm’de absorbanslari 6l¢iildi. Geriye kalan makrofaj hicreleri ise
parazitlerle enfekte edildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi makrofajlar, sodyum dodesil
siilfat ile lizise ugratildi. Hiicre i¢i amastigotlar serbest kaldiktan sonra tzerlerine RPMI
besiyerinden eklendi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Bu islemden sonra amastigot pelleti 110 ul besiyeri ile stispanse edildi.
Siuispansiyondan 10 pl thoma laminda sayim icin kullanildi. Geriye kalan 100 ul 96’hk
plakaya MTT deneyi icin ekildi. MTT ¢6zeltisinden (10 mg/ml) her kuyucuga eklendi ve
37°C’de 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 100 pl DMSO eklenerek 30 dakika
beklendikten sonra 570 nm’de absorbansi 6lgulda.
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SONUC: CLAg’nin, PO’nun 250 pg/ml ve 500 ug/ml’lik konsantrasyonlariyla olusturulan
formilasyonlara maruz birakilan makrofajlarin, kontrol grubuna gore daha yiksek
miktarda NO Urettigi tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla uygulanan
formuilasyonlar makrofajlarin urettigi NO miktarini 3-4 kat arttirmistir. Diger yandan,
ayni konsantrasyonlara maruz kalan makrofajlarin, parazitlerle enfeksiyonu sonucunda,
kontrol grubuna kiyasla leishmania proliferasyonunu yaklasik 2,5 kat azalttigi tespit
edilmistir. (p<0,05).

TARTISMA: Son yillarda Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde leishmania antijenleri
yaninda farkh adjuvanlar kullanilmaktadir. Bu calismada da ilk kez olarak FDA onayl bir
imminostimilan polimer olan PO’nun ¢6ziniir leishmania antijenleri ile olusturulan
kombinasyonlarinin enfekte olmus ve olmamis makrofaj hiicre kiltiir sistemindeki
etkinlikleri incelenmistir. Sonuglara goére, PO’nun 250 pg/ml ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarda CLAg ile olusturdugu kombinasyonlarin, kontrole gore enfekte
olmamis makrofajlarda NO Uretimini stimile ettigi, enfekte olmus makrofajlarda ise
parazit proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar gelistirilen
bu yeni formilasyonlarin Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde tGimit verici oldugunu
gostermektedir. Calismanin daha sonraki asamasinda in vitro etkinligi saptanmis olan
bu formilasyonlarin deney hayvanlarinda leishmaniasise karsi etkinliginin incelenmesi
planlanmaktadir.

TESEKKURLER: Bu ¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhg ve TUBITAK
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 0254.5T2.2013-2 ve SBAG 2135148).
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GIRIS ve AMAC: Ancak, uygun asi formdilasyonlarinin saptanmasinda deney
hayvanlarinin kullanimi olduk¢a zaman alici, zahmetli, maliyetli ve pek c¢ok farenin
sakrifikasyonuna neden oldugundan etik agidan da sorunlu bir islemdir. Bu nedenle, asi
adaylarinin etkinliginin in vitro sistemler Uzerinde incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.
Dogal immin sistemin énemli hiicrelerinden olan makrofajlar ayni zamanda leishmania
parazitlerinin konak hicresini olusturmaktadir.  Makrofajlar tarafindan algilanan
herhangi bir formiilasyona karsi olusan nitrik oksit (NO) ve serbest radikaller immin
yanitin énemli bilesenleridir Asi gelistiriimesinin temel ilkeleri, genel olarak cesitli
deney hayvanlari Gzerinde yapilan calismalara dayanmaktadir. Bu bilgiler isiginda
makrofaj hiicre kiltiir sisteminin leishmaniasise karsi gelistirilen asi formilasyonlarinin
etkinliginin belirlenmesinde kullanilabilmesinin uygun oldugu dusindlmektedir.
Literatlirde L.infantum’a karsi asi gelistirilmesinde uzun slreli makrofaj hiicre kiltur
sisteminin kullaniimasina ve etkinligine yonelik yeterli bilgiye rastlamadik. Buna gore
de, bu galismada ilk kez olarak uzun sireli makrofaj hiicre kltiir sisteminde, farkh
yontemlerle hazirlanmis leishmania antijenlerinin polioksidonyum (PO) adjuvani ile
birlikte olusturulan formilasyonlarinin makrofajlarin NO (retme potansiyelleri
Gzerindeki etkinliklerinin incelenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD: J774 makrofaj hicrelerinin kaltiri %10 FBS iceren RPMI
besiyeri icerisinde %5 CO,’li inkiibatorde gergeklestirildi. Deneylerin ilk asamasinda
1774 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan farkh PO-
Antijen (Ag) kombinasyonlari makrofaj hiicrelerine uygulandi ve hiicreler 372C’'de 48
saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan standartlardan ve NO o&l¢iimi yapilacak
kiltar ortamindan 50 pl alinarak 96’lik plaklara eklendi. Bu 6érneklerin tizerine 50 pl
Griess reaktifi eklenerek oda sicakhginda, karanlikta 10 dk. inkibasyona birakildi.
Ardindan 540 nm’de absorbans él¢tldi.

SONUC: Dondurulup ¢dzme ve otoklavlama gibi iki farkli yéntemle hazirlanan
leishmania antijenlerinin PO ile fiziksel karisim halindeki formilasyonlarinin
makrofajlara verilmesinin ardindan gecen 48 saatlik siirede, her iki formiilasyonun da
hiicrelerin NO {iretme potansiyellerini anlamli sekilde arttirdiklar tespit edildi. Ozellikle
PO’nun 250 pg/ml ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinin antijenle birlikte, kontrole
kiyasla NO Uretimini 3-4 kat arttirdiklari belirlendi (p<0,05).
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TARTISMA: Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde deneysel hayvan modelleri
kullanilmasi yaninda imminize edilmis hayvan modellerinden elde edilen peritoneal
makrofajlarda NO ve sitokin 6lgimU gibi parametreler incelenmektedir. Yapilan bu
¢alismada ilk kez olarak asi formilasyonunun in vitro etkinligini belirlemede makrofaj
hiicre kiiltiir modelinin kullaniminin uygun oldugu gésterilmistir. Onerilen bu sistemin
gelecekte Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesi caligmalarinda immin vyanit
olusumunun goéstergesi olan sitokin olgiimii gibi diger parametrelerin incelenmesi igin
de uygun oldugu distinilmektedir. Bu yeni sistem in vivo sistemin yukarida bahsedilen
dezavantajinin barindirmamakla birlikte asi adaylarinin etkinliginin belirlenmesine hiz
kazandiracaktir.

TESEKKURLER: Bu ¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhg ve TUBITAK
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 0254.5TZ.2013-2 ve SBAG 2135148)
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GIRIS ve AMAC: Toxoplasma gondii, toksoplazmozis enfeksiyonuna neden olan zorunlu
hiicre igi parazitidir. Toksoplazmozis enfeksiyonu diinya niifusunun Ugte birini enfekte
etmektedir. immun sistemi saglam kisilerde, genellikle asemptomatik hastalik
olustururken, immun sistemi baskilanmis kisilerde ise (organ transplantasyon, AIDS,
kanser tedavisi géren hastalar) ciddi klinik tablolara hatta 6lime neden olabilmektedir.
Hamilelik sirasinda bulasta ise yeni doganlarda konjenital anomalilere veya disliklere
neden olabilmektedir. Bu sebeplerden dolayi T. gondii'ye karsi gelistirilecek asi
enfeksiyondan korunmak igin bliyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada T. gondii’ye karsi
multivalan rekombinant protein asisi gelistirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Galisma grubumuz tarafindan protein mikroarray taramasi ile
belirlenen T. gondii’ye ait antijenik proteinler arasindan 49 tanesi asi gelistirmek amach
secilmistir. 49 asi adayi protein kigik capli ekspresyon ve saflastirma 6zelliklerine gore
analiz edilmistir. Analiz sonucunda alti protein asi adayi olarak secilmis ve ilk kez 6-
Valanth adjuvante rekombinant protein asi formilasyonu gelistirilmistir [6-Valant (+)
Montanide]. Fareler ¢ hafta arayla iki kez asilanmis ve daha sonra uyarilan humoral
immun yanit Western blot ve Rec-ELISA yontemleriyle hlicresel immun yanit ise flow
sitometri ve sitokin ELISA ile belirlenmistir. Asilanan fareler T. gondii Ankara susu
takizoiti ile intraperitoneal yoldan o&limcul dozda enfekte edilerek olusturulan
korunma belirlenmistir.

SONUC: Asilama sonrasi 6-Valant (+) Montanide asisi kontrollere gore kuvvetli total IgG
yaniti uyarmistir (P<0,0001). 1gG1 ve IgG2a yaniti incelendiginde polarizasyonun
belirgin sekilde Ty1 yéniine dogru oldugu belirlenmistir (P<0,001). IFN-y salgilayan CD4
T-Yardimci lenfositleri ile IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfosit oranlarinin
kontrollere gore sirasiyla 1,45-2 ve 1,6-2 kat arasinda arttigi saptanmistir. Ayrica
lenfositlerin hicre disina salgiladigi IFN-y miktarlari incelendiginde 6-Valant (+)
Montanide asisinin kontrollere gore belirgin sekilde daha fazla oldugu (P<0,001)
saptanmistir. Bu sonuglar 6-Valant (+) Montanide asisinin giiclii koruyucu Ty1 immun
yanit olusturdugunu goéstermektedir. Asilanan farelerin yasam siresininin 8,38+2,13
glne cikartildigi ve kontrollere gore belirgin sekilde yiksek oldugu saptanmistir
(P<0,01).
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TARTISMA: Bu calismada protein mikroarray tarama ile secilmis 49 asi adayi olabilecek
antijenik protein icinden 6 tanesi secilmis ve ilk defa 6-Valantli rekombinant protein
asisi gelistirilmistir. Adjuvante 6-Valanth rekombinant protein asisinin kuvvetli humoral
ve hiicresel immun yanit uyardigi ve 6limcil toksoplazmozise karsi korunma zamanini
uzattig belirlenmistir.

TESEKKURLER: Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: SBAG 1105200)

68



Poster Konusu: Veteriner asilar

P-12

Tiirkiye’de Kullanilan BVDV Asilarinin Yerel Suslara Karsi Olusturdugu
Bagisiklik Diizeyleri

Gizem Alpay, Kadir Yesilbag

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Bursa
Email: kyesilbag@uludag.edu.tr

GIRIS VE AMAC: Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) tiim diinyada ve (ilkemizde yaygin
olarak gorilen bir etkendir. BVDV enfeksiyonlariyla miicadelede; persiste enfekte
hayvanlarin eleminasyonu ve asilama uygulamalarindan vyararlanilmaktadir. BVDV
genetik alt gruplarinin bolgesel dagilimlari ve alt gruplar arasindaki ¢apraz bagisiklik
farkhhklari asilamayla saglanan korumayi etkilemektedir. Bu calismada Turkiye’'de
kullanilan BVDV asllarinin yerel suslara karsi olusturdugu humoral yanit dizeylerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Ulkemizde satisa sunulan 3 adet inaktif asi (1.asi: BVDV-
la/monovalan; 2.asi: BVDV -1a ve BVDV-2/polivalan; 3.asi: BVDV-1a/ polivalan) BVDV
antikor ve antijenleri yoninden negatif olan sigirlara 4x5 deney diizeninde uygulandi.
Tamami ithal olan asilarla yapilan immunizasyonlar iretici firmalarin énerdikleri sekilde
2 doz kullanilarak gergeklestirildi. TiUm hayvanlardan 15 giin ara ile 6 defa serum ornegi
saglandi. Toplam 20 hayvana ait tim serum o6rnekleri Tlrkiye’de varligi belirlenen 7
adet BVDV-1 (BVDV-1a,b,d,f,h,/,r) ve 1 adet BVDV-2 (BVDV-2a) alt grubunda yer alan
toplam 11 virus susuna karsi notralizasyon immunoperoksidaz testi (N-PLA) ile serolojik
olarak incelendi.

SONUC: Notralizan antikor titre degerlerinin geometrik ortalamalari kiyaslandiginda;
BVDV-1a ile hazirlanmis monovalan asinin (1.as1) bu arastirmada test edilen tiim BVDV
alt gruplarina karsi diger asilara kiyasla daha yiiksek antikor titresi sagladigi goruldi.
Diger iki asinin kullanimiyla BVDV-1b alt grubuna karsi gelisen antikor yanitinin
koruyucu titrenin altinda oldugu belirlendi. Her tg asi ile BVDV-1d ve BVDV-1r suslarina
karsi gelisen yanitlarda 6nerilen koruyucu antikor titre degerlerinden disiik degerlerle
karsilasilabilecegi gorildi. Tirkiye’de en yaygin alt grup oldugu gosterilen BVDV-1/ alt
grubuna karsi her g asi ile yliksek antikor yanit elde edildi. Turkiye’den izole edilen
BVDV-2 izolatina karsl ise tiim asilarin distk bagisikhk yaniti gelistirdigi gorilda.

TARTISMA: Kullanilan ticari asilarin Turkiye’de goriilen BVDV alt gruplarinin bir
bolimine karsi diisiik nétralizan antikor yaniti olusturmasi ve test edilen her Ug asi ile
BVDV-2 Tirkiye izolatina karsi disuk antikor yanitinin gérilmesi ithal asilarin
koruyuculugu konusunda teredddtler olusturmaktadir.

TESEKKURLER: Bu proje UU-BAP (Proje no: V-2010-42) ve TUBITAK tarafindan (Proje
no: 109 O 762) desteklenmistir.
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Poster Konusu: Diger asilar (immiinolojik, norolojik v.b.
hastaliklara karsi)

P-13
Karbohidrat Tabanlh Agilar: Asilamaya Yeni Bir Yaklasim

Seckin Soya

Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6liimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Bornova/izmir,
35040, Turkiye
Email: seckin_soya@yahoo.com

Glikokonjugatlarinin biyolojik stireglerde oynadigi ¢cok sayidaki rol, hem normal hem de
hastalikh durumlarda molekiler etkilesimlerin dogasini belirlemede biiytk ilgi
uyandirmaktadir. Asilamaya karsi immun yanitin daha spesifik ve kuvvetli olmasinin
saglanmasi bu tiur etkilesimlerin belirlenmesinin temelinde yatmaktadir. Atendle,
inaktive, toksoid ve proteinik yapidaki asilarin yani sira, son yillarda polisakkarit ve
glikokonjugat asilari gelistiriimeye baslanmistir. Polisakkarit asilari, T hiicre bagimsiz
immun yaniti tesvit etmekte ve bu sebeple glgli ve devamli bir immun yanit
olusturmada eksik kalmaktadir. Glikokonjugat asilari ise, T hiicre bagimli immun yanit
olusturarak polisakkarit spesifik B hiicrelerini aktive etmekte ve antijen spesifik 1gG tip
antikor olusturan B hiicrelerini ve bellek hiicrelerini aktive ederek etkili bir immun yanit
olusturmaktadir.

Karbohidratlarin yapilarindaki heterojenlik, 6rneklerin biyolojik kaynaklardan saf ve
yeterli miktarlarda izolasyonunun yapilmasinda son derece zorluk c¢ikarmaktadir.
Kimyasal sentez, biyolojik arastirmalar icin saf ve yapisal olarak tanimlanabilen
oligosakkaritler Gretmek icin avantajlar sunmaktadir. Glikokonjugat asilarinin temelini;
bir protein tasiyicisi, antijenik karbohidrat yapilari ve bu yapilari protein taslyicisina
baglayan bir sentetik baglayici olusturmaktadir. Bu asi bilesenlerini analiz etmek icin
cesitli metotlar gelistirilmistir. Antijenik oligosakkarit yapilarini NMR, LC-MS ve
kromatografik vb., tasiyici proteinleri kitle spektrometresi, jel elektroforezi ve
izoelektrik fokuslama vb. metotlarla analiz etmek miimkindir. Glinimize kadar buyik
ilac sirketlerinin de aralarinda bulundugu 11 firma tarafindan 18 glikokonjugat asisi
lisanslanmis ve bu asilar H. influenzae tip b, Meningokok, Pneumokok spesifiktir.
Kanser, sitma, candidiasis, AIDS vb. hastaliklara karsi denemeler halen devam
etmektedir.

Sonug olarak glikokonjugat asilari, yeni gelistirilecek asilar i¢in ¢ok yonlu temeller
saglamakta ve gelistirilen sentetik yaklasimlarla asi gelistiriimesinde yeni bir ¢ag
baslatmistir. Spesifik bakteri enfeksiyonlarina karsi eski yontemlerle gelistirilmis asilar,
veni doganlarda ve cocuklarda duslik etkili ve kisa zamanli koruma saglarken,
glikokonjugat asilari ¢ok cesitli hastaliklara ve patojenlere karsi insanlarda basaril bir
sekilde koruma saglamaktadir. Glikokonjugat asilarinin yeni gelistirilecek olan sentez ve
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analiz metotlariyla ¢ok daha cesitli ve efektif asi gelistiriimesine 1sik tutacagi
disinilmektedir.

Kaynaklar
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Poster Konusu: Asi immunolojisi

P-14

Kizamik Asilari Potens Degerlendirmesinde Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemleri (xCELLigence Teknolojisi) ile Standart Metodun
(CCID50) Karsilagtiriimasi

Filiz Sengiin, Hanife Ebru Sarpay, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi,
Tibbi Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sthhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: filiz.sengun@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAGC: Kizamik(Measles) asisi, ilkemizde uygulanan “Ulusal Asi Program!”
icinde ©6nemli yer tutan bir antijendir. Laboratuvarimizdaki agsi kalite kontrol
¢alismalarinda asinin fizikokimyasal paratmetreleri, sterilitesi yanisira immunite
gliciini gosteren identite, termostabilite ve potens testleri bulunmaktadir. Kizamik
asisi potens analizi, Diinya Saglik Orgiitii ve Avrupa Farmokopesinde standart metod
olan “% 50 Hicre Kultlri Enfekte Doz Metodu” (CCID50) ile ¢alisiimakta olup sonuglar
gorsel olarak yorumlandigindan ileri egitim ve tecriibe gerektirmektedir. Bu nedenle
yontemin, dogruluk, tekrarlanabilirlik ve kesinlik kriterleri ortaya konmus alternatif bir
sistem ile degistirilebilmesi amaglandi. Bu kapsamda Kizamik asi virtsi kullanilarak
vero hiicrelerinde Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi(xCELLigence cihazi) ile CCID50
yontemi karsilastirilmistir.

MATERYAL ve METOD; XCELLigence sistemleri, monolayer tip hicrelerin sayisini,
morfolojisini ya da ylizeye yapisma durumunu empedans’a bagl olarak 6lgen
cihazlardir. Cihaz Uzerinde kullanilan 6zel platelerin (E-plate) tabani altin
mikroelektrotlarla kaplidir. Hicrelerin bu elektrotlar Uzerine yapismasi elektrot ve
medyum arasindaki iyonik ortamda degisim yaratmakta ve empedansta artisa neden
olmaktadir. Hiicre adhezyonunda ya da yaylliminda meydana gelen bir degisim de
empedans degerlerini degistirmektedir. Boylece, Cl (Cell Index) degeri olarak gosterilen
empedans Olcimdi; hiicre canliligini, sayisini, morfolojisini ve adhezyon durumunu
gosteren bir deger olmaktadir.

CCID50 metodu, virls ile enfekte olan hiicrelerdeki sitopatik etkinin gézlenmesine ve
sayllmasina dayanan bir metoddur. inokiile edilen hiicre kiltiirlerinin %50’sinde
sitopatik etki olusturacak virlis miktarini belirlemek igin kullanilir. Virlsin seri
diliisyonlari 96 kuyucuklu pleytlere dagitilir ve hiicre kiilturleri ile inkiibasyona birakilir.
inkiibasyondan sonra her viriis diliisyonu igin enfekte olmus hiicreler (sitopatojenik
etki-CPE) mikroskopta gozlemlenir ve kaydedilir. CPE’ler % matematiksel formiillerle
CCID50 olarak hesaplanir. Calismamizda bu iki ydontem, ayni Griin i¢in eszamanl oalarak
calisilarak sonuclari istatistiksel olarak karsilastirildi.
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SONUC; Elde edilen erken veriler Cl ve CCID50 sonuglarinin bazi faktorler nedeniyle
farkhlastigi gbzlenmektedir.

TARTISMA; Standart metodun(CCID50), CI ile karsilastirilmasi igin, bu iki metodun
paralel olarak daha ¢ok sayida ve farkli deney ortaminda test edilmesi gerektigini
disindirmektedir.

TESEKKURLER: Bu calisma Elips Saglk Uriinleri ithalat ve ihracat Itd. Sti. tarafindan
desteklenmistir.
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influenza (Mevsimsel Grip) Asilarinda SRID Potens Testi i¢in Metod
Validasyonu Calismasi

Mehmet Alkan, Sevilay Mekik, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Tirkiye ilac ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligl,
Tibbi Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sthhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: mehmet.alkan@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAC: Grip (influenza) hastaligi solunum yoluyla bulasan, bélgesel ve
kiresel gapta salginlara ve kitlesel oliimlere yol agan 6nemli bir toplum saghg
sorunudur. Zarfl bir RNA virlisii olan influenzanin A, B ve C olmak (izere (i¢ ana tipi ve
bircok alt tipi mevcuttur. Virusun yiizeyinde hemaglitinin (H) ve ndraminidaz (N)
aktivitesine sahip antijenik glikoprotein yapilar bulunur. influenza asisi icerigi her yil
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) &nerileri dikkate alinarak sonraki yil gériilme olasiligi en
yuksek olan suslara yonelik olarak hazirlanmaktadir. Trivalan asilar iki A susu ve bir B
susuna karsi koruyucu iken, kuadrivalan agilar ek bir B susuna karsi da koruyucudur.

MATERYAL ve METOD: influenza agisinin potens miktari tek radyal diffiizyon (SRID)
yontemiyle nicel olarak tespit edilmektedir. Calismamizda, SRID test yonteminin TS EN
ISO/IEC 17025 akreditasyon slireci ve metod validasyonu esas alinmistir. Temel
kantitatif immundiffizyon teknigi olarak bilinen SRID yonteminde agaroz jel icindeki
antiserum ve antijen arasindaki etkilesimden yararlanilir. Test Grini ile referans asi
antijeni, antiserum ile etkilesince ortaya ¢ikan presipitasyon zonlari, boyama sonrasi
net bir sekilde gorilir. Test, referans ve numune egrilerinin regresyon katsayisinin
>0.95 olmasi kaydiyla gegerlidir. Numune igin bulunan sonug dusik ve yiksek limit
sinirlari % 80 -125 araliginda olmalidir.

SONUC: Ug haftalik test siiresi sonucuna testin validasyonu ve presipitasyon zonlarinin
caplarina bagh olarak gecerlilik kriterleri basari ile saglanmistir. Regresyon katsayisinin
>0.95’in Uzerinde oldugu belirlenmis, numune potens degerinin % 80 -125 araliginda
oldugu gorilmistir. Bu testin metod validasyonu amaciyla, iki analist tarafindan alti
farkli ginde ve her bir giin icinde ikiser ¢alisma yapilmistir. %RSD (Bagil Standart
Sapma), kesinlik, tekrarlanabilirlik, ortalama kesinlik (farkli giinlerde farkli analistlerin
calismalari) ve tekrar dretilebilirlik (farkli labaratuvarlar arasi karsilastiriimali test
yapilmasi) hesaplanmistir.

TARTISMA: Analizlerin, kalite sistemi ile (17025) standardize hale getirilmesi,
laboratuvarin sonug gilivenirligi ve dogrulugunun saglanmasi agisindan 6nemlidir.
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P-16
Difteri Asisi Potens Testinin CCM (Cell Culture Method) Metodu ile
Tespit Edilmesi

Hakan Biizkaya, Niivide Dogan, Fahri Mercan, Donsel Celik, Mehmet Kirsat
Derici, Muhammet Ali Orug

Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Birimi Sthhiye/ Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: hakan.buzkaya@titck.gov.tr

GIRIS VE AMAC: Corynebacterium Diphtheria, difteri hastaliginin etkenidir. Bu hastalik
halk arasinda kuspalazi diye bilinir. C.diphtheria sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz
pleomorfik gram pozitif basildir. Bakterinin olusturdugu ekzotoksin hastaligin klinik
belirtilerinden sorumludur. Bogaz agrisi, tonsil, farinks ve larinksi kaplayan
membranlarin  varligi ile karakterize olan difteride, hastaligin sonuglarindan
mikroorganizmanin salgiladigi ekzotoksin sorumludur. Asgi ile 6nlenebilir bir hastalk
olmasina ragmen, gelismekte olan lilkelerde asilama programinin yetersizligi ve llkeler
arasl seyahatler nedeniyle halen yayginhgini ve énemini slirdirmektedir. Bu ¢alismada
WHO ve Avrupa Farmakopesinin 6nerdigi test yontemleri arasinda bulunan potens
testlerinden serolojik/vero hiicresi test yontemi uygulanmistir.

MATERYAL VE METOD: Bu metodda difteri asilarinin relatif potensi, referans difteri
toksoid asisi ile numune difteri toksoid asisinin karsilastirmali olarak saptanmistir. Bu
yontemde bes haftalik disi fare (18-22 gr) kullanilmistir. Referans difteri toksoid asisinin
ve numune difteri toksoid agisinin iki kath diltsyonlari hazirlanmig ve 0.5 ml/s.c. olarak
imminize edilmistir. Bes haftallk immdinizasyon periyodundan sonra deney
hayvanlarindan kan alinmistir. Farelerde olusan difteri antikorlari belirli oranda difteri
toksiniyle minimum bir saat notralize edilmis ve difteri toksinine karsi duyarl vero
hicre ilavesiyle ortamda kalan difteri toksinin metabolik inhibisyonu sonucunda olusan
hiicre poliferasyonu ve dejenerasyonu degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda
test edilecek asinin aktivitesinin standart asi ile istatistiki olarak karsilastiriimis ve
numunenin relatif potensi hesaplanmistir.

SONUC: Bu metod;15 Ekim 1978 tarihinde, Birlesmis Milletler Egitim, Bilim ve Kiltir
Orgiitii (UNESCO) Merkezi Paris’te Hayvan Haklari Evrensel Beyannamesine gore 3R
(refah-azaltma-yerine koyma) kuralina gére toksin uygulamasi deney hayvani tizerinde
uygulanmadigindan deney hayvani refani artirmaktadir. Metod hassasiyeti 0.011U/ml
(kismen koruma saglayan en dusik Antitoksin dizeyi) dizeyindedir. Metod serolojik
test avantajlarini da tasimaktadir (kalitatif ve kantitatif data, serum o6rneklerinin
saklanabiliyor olmasi, tutarliligin izlenmesi, materyal degisimi, serolojik kombinasyon).

TARTISMA: Bu metod insan serumu difteri antitoksin dizeyini belirlemede de
kullaniimaktadir. ELISA metodu ile karsilastirildiginda antitoksin dizeylerinin
saptanmasinda ELISA metodunun saptayamadigi alt limit degerleri saptamaktadir.
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Poster Konusu: Asi ¢calismalarinda kullanilan hayvan
modelleri

P-17

Albino Kobaylarda infeksiyoz Pankreatik Nekrozis Virusuna Karsi
Antiserum Uretimi

Kemal Pekmez', Giilnur Kalayci®, Esin Hames?

'Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji B&lim{i, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
2Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Béliimii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
Email: kemalpekmez07 @hotmail.com

GIRIiS ve AMAC: infeksiyoz pankreatik nekrozis (IPN), alabaliklarda yiiksek mortalite ile
seyreden, 6nemli ekonomik kayiplara neden olan viral bir hastalik olup, llkemizde
yaygin olarak gorilmektedir. Hastaligin teshisinde cesitli metotlar (IFAT, ELISA, RT-PCR,
Real Time RT-PCR) kullanilmaktadir. Etken viriis persiste enfeksiyona yol agmasi
nedeniyle hiicre kaltirinde virus izolasyonunu takiben identifikasyon testleri,
uluslararasi standart yontem olarak kullaniimaktadir. S6z konusu yontemler ile
hastaligin teshisi en az 24-48 saat ve donanimli laboratuvarlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Klinik enfekte veya virls yogunlugu yiiksek baliklarda laboratuvar tanisinin ¢ok daha
hizli yapilabilmesi hastalikla miicadelede basariyi arttiracaktir. Miicadelede bir baska
onemli konu da asilamadir. Halen klasik agilarin iyilestirilmesinin yaninda subunit agilar
ya da DNA asilari gibi biyoteknolojik Grlinler de denenmektedir. Bu ¢alismada, IPN
enfeksiyonunun tanisinda kullanilmak Gzere koaglitinasyon testinin gelistirilmesi
kapsaminda IPNV Spjarup (Sp) ve VR299 serotiplerine karsi hayvan modeli olarak
albino kobaylarda poliklonal antiserum (iretimi gerceklestirilmistir.

MATERYAL ve METOD: Referans Sp ve VR299 serotipleri Bluegill Fry (BF-2) hicre
kultirande Uretilmis, doku kultiirt infektif doz 50 (DKID50) belirlenmis, saflastiriimis ve
albino kobaylarin bagisiklanmasinda kullanilmistir. Kobaylarindan alinan kanlarin
serumlari alinarak inaktivasyonu yapilmis, serum nétralizasyon testi (SNT) ile SN50
degerleri ve serotipler arasi ¢apraz reaksiyonlar belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
literatlrde bildirilen degerlerle karsilastirilmistir.

SONUC: Elde edilen Sp ve VR299 antiserumlarinin SNT ile Sp serotipinin Sp ve VR299
antiserumlari ile nétralizasyonu sonucunda SN50 degerleri sirasiyla 1/38459 ve 1/707,
VR299 serotipinin VR299 ve Sp antiserumlari ile nétralizasyonu sonucunda SN50
degerleri ise sirasiyla 1/32359, ve 1/595 bulunmustur.

TARTISMA: Bu ¢alismada IPNV’'nin Sp ve VR299 serotiplerine karsi albino kobaylarda
poliklonal antiserum elde edilmistir. Elde edilen antiserumlarin SN50 degerleri diger
calismalar ile karsilastirildigi zaman degerlerin daha dislik oldugu gorilmektedir.
Bununla birlikte Uretilen antiserumlarin serotipler arasi vermis oldugu capraz
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reaksiyonlarin da ¢ok daha disiik oldugu saptanmistir. Bulgularin, koaglitiinasyon tani
kiti olusturma ¢alismalarinin yaninda mevcut ve gelistirilmesi planlanan IPNV asilarinin
etkinliklerinin deney hayvanlarinda belirlenmesi c¢alismalarinda da yardimci
olabilecegini dislindlirmektedir.

TESEKKURLER: Bu proje Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Midurlagu tarafindan desteklenmektedir. (Proje no: TAGEM/HSGYAD
/14/A11/P03/50).
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BCG ve Acellular Bogmaca Asilarinin Kalite Kontrol Testleri

F. Fulya Pirlepe Katili, Aysun Koca, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Turkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sithhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: fulya.katili@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAC: Bulasici hastaliklara karsi savasta asilar Snemli bir rol oynamaktadir. Asi
Gretiminde kullanilan materyaller genellikle patojen bakteri ve viriislerdir. Asilar baslica
canli-atenie, inaktive, toxoid ve rekombinant asilar olarak farkli Gretim prosedirlerine
sahiptir. Her Griin miimkin olan en st dizeyde glivenilir immunolojik potense sahip
olmalidir. Bu nedenle bir biyolojik materyal olan asilarin hem (retimi siirecinde hem de
son urin diizeyinde kalite kontrolleri gereklidir. Canli-ateniie bir asinin son uriin kalite
kontrolii, inaktive bir asinin kalite kontroll ile temelde benzerlik gostermekle birlikte
biyolojik testler bakimindan farkli prosedirleri icermektedir. Bu kapsamda
laboratuvarimiza gelen iki farkh bakteri asisinda uygulanan, iki farkli potens testinin
metodolojik farkhliklarini ortaya koymayi amacladik.

MATERYAL ve METOD: Bakteriyel kdkenli canli—atendie bir asi olan BCG (Mycobacterium
bovis) asisi ile inaktive bir asl olan Acellular Bogmaca(Bordetella pertussis) asisi kalite
kontrol test prosedurleri farkhlik gosterir. Bu Urlnlerin laboratuvarimizdaki kalite
kontrol testleri, in-vivo ve in-vitro yontemler ile uluslararasi yasal dizenlemeler
dogrultusunda final Uriin dizeyinde gerceklestirilir. Kontrol testlerinin bir bélimi ise
in—vivo olarak baslatilip in-vitro olarak sonuglandirilir. in-vivo calismalarda deney
hayvani olarak CD-1 tipi fareler kullaniimaktadir. in-vitro calismalarda ise kati vasat
kullanilarak CFU hesaplamasi yapilmakta, asinin immiinojenite testi ise ELISA
metoduyla fare serumunda antikor diizeylerinin 6l¢limii ile yapiimaktadir.

SONUGC: Calismamizda, laboratuvarimiza kalite kontrol amaci ile gelen BCG ve Bogmaca
asilarinin final Grinlerinde yapilan kalite kontrol testleri ve son bes (5) yili kapsayan seri
analizleri sunulmaktadir.

TARTISMA: Asilarda seri bazinda yapilan kalite kontrol ¢alismalarina bagli olarak yapilan
trend analizleri, asinin kalitesi icin olasi risklerin saptanmasinda ve oOnlemlerin
alinmasinda yardimci olmaktadir.
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Poster Konusu: Vektor, adjuvant ve immunomodiilatorler

P-19

Hibridoma Teknolojisine Dayali L.tropica’ya Karsi Poliklonal Antikor
Uretilmesinde Farkli Adjuvantlarin Etkinliginin incelenmesi

Asli Pinar Zorba, Giilnaz Yildirirm Kéken, Melahat Bagirova, Adil Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Bolimi, Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 341220 Tiirkiye
Email: aslipinarzorba@gmail.com

GIRIS ve AMAG: Hibridoma teknolojisine dayali olarak antikorlarin iretilmesi, tani
kitlerinin gelistiriimesinde, hastaliklarin tedavisinde,asilamada ve izole edilmis
antijenlerin saflastirilmasinda olduk¢a 6nemlidir.Cesitli enfeksiyonlara karsi poliklonal
antikor gelistirilmesine dayali calismalar yiritilse de,diinyanin ve (ilkemizin ciddi halk
saghgl problemlerinden biri olan Leishmaniasis’e karsi bu tir calismalar oldukca
yetersizdir.Bu alandaki ¢alismalarin az olmasinin esas nedenleri, zahmetli, zaman alici
olmasi ve vyiksek sorumluluk gerektirmesidir.Diger yandan, hibridoma
olusturulmasinda deney hayvanlari Uzerinde uygulanan adjuvantlarin az sayida ve
toksik olmasi,beklenen immiin yanitin yeterli diizeyde olmamasi bu tiir ¢alismalarin
sayisini sinirlandirmaktadir. Bu calisma dogrultusunda, FDA onayl
Polioksidonyum’un(PO) hibridoma hicrelerinin antikor (iretmesindeki etkinligi,
glniimlzde yaygin olarak kullanilan FREUND adjuvanti ile kiyasli olarak incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: Kutandz Leishmaniasis’in etkeni L.tropica kiiltiriinden elde
edilen parazitlerden dondurma ¢6zme yontemi ile antijen hazirlandi. PO ve FREUND
adjuvanti ile karistirilarak 6-8 haftalik Balb-c farelere intraperitonal olarak inokule
edildi. 3., 5. ve 7. immiinizasyon sonrasi farelerden elde edilen serumlarda antikor
olusumu ELISA yontemi ile incelendi. Serumdaki antikor diizeyi istenen diizeye
ulastiginda fareler servikal dislokasyon yontemiyle oldarildi ve dalaktan B-lenfosit
izole edildi. Buna paralel olarak, Azoguanine-8’e maruz kalan myeloma (P3-X63-
Ag8.65) hiucreleri kultire edildi. Hucrelerin fluzyonu Polietilen glikol(PEG) ile
gerceklestirildi. Sonraki asamalarda protokole uygun olarak segici besiyerleri igerisinde
kiiltire edilen hibridomalarin poliklonal antikor Uretip Gretmedigi, belli araliklarda
ELISA yontemi ile incelendi.

SONUG: FREUND adjuvanti ile immunize edilmis farelerde,8.immiinizasyon sonrasinda,
PO ile imminize edilmis farelerde ise 9.imminizasyon sonucunda antikor diizeyinin
kontrole gére yaklasik 5.5 kat arttigi saptandi. Her iki gruptan elde edilen hibridoma
kiltGrinin 10. ve 20. glinlerinde L.tropica’ya karsi poliklonal antikor olusumu gozlendi.
Ayrica PO ile imminize edilmis farelerden olusturulan hibridomalarin, sadece
parazitlere karsi degil; ayni zamanda PO’nun kendine karsi da yanit olusturdugu tespit
edildi.
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TARTISMA: Freund adjuvantinin toksik olmasi nedeniyle alternatif olarak yeni
adjuvanlarin gelistirilmesi olduk¢a ©nemlidir. Bu calismada ilk kez olarak PO’nun
hibridoma teknolojisine dayali poliklonal antikor Gretiminde potansiyel bir aday oldugu
gosterildi. Freund adjuvantindan farkh olarak, PO kullanilarak olusturulan
hibridomalarin Urettikleri antikorlarin, hem L.tropica parazitlerine hem de PO’a karsl
immin yanit olusturmasi, bu antikorlarin spesifitesinin tayin edilmesinin gerektigini
ortaya koymaktadir. Buna gore de calismanin daha sonraki asamasinda alt klonlamaya
gecilerek yalnizca L.tropica’ya 6zgli uygun antikorlarin secilimi yapilacaktir. Ayrica,
PO’nun FDA onayli olmasi nedeniyle, gelistirilen hibridomalarin trettikleri antikorlarin
sadece L.tropicaya karsi immin yanit olusturdugunun belirlenmesi durumunda,
monoklonal antikor Gretiminde FREUND’a gbére daha uygun bir adjuvant oldugu
disinebilecektir.

TESEKKURLER: Bu calisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.STZ2.2013-2). Ayrica myeloma hiicre hattini tarafimiza
saglayan Ege Universitesi Biyomiihendislik Bélimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. S.
ismet Deliloglu GURHAN’a ve Ars. Gér. Mehmet Ozgiin OZEN’e tesekkiir ederiz.
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Nanopartikiil Temelli DNA Asisi Tasinim Sistemleri

1,2
|*

Pelin Saglam Metiner'?, Mige Anil™*, Mert D6§kaya3, Yiksel Guraz®,

Sultan Giilge iz

1Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Ana Bilim Dali, Bornova/izmir, 35100,
Tarkiye

2Ege Universitesi Mithendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&limii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
3Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye

Email: pelin.metiner@gmail.com

GIiRIS ve AMAGC: Asi gelistirme c¢alismalarinda nanoteknoloji giderek ©nem
kazanmaktadir. Kompozisyonu, boyutu, sekli ve ylzey 6zellikleri degisen ¢ok sayida
nanopartikiil, hem asi etkinliginin arttinimasi hem de asinin hedeflenmesinde
kullanilmaktadir. Nanopartikillerin hiicresel bilesenlere yakin boyutlarda olmasi, canh
hlcreye endositoz ile girisini mimkin kilmaktadir [1]. DNA asilarinin nanopartikdller ile
tasinmasinin; transfeksiyon etkinligini ve imiinojenisiteyi arttirmak, hiicresel ve antikor
yanitlarinin ikisini de uyarmak, uygulama esnasinda 6zel bir ekipmanlara gereksinim
yaratmamak gibi avantajlari bulunurken nanopartikillerin; vicut igerisinde uzun
sirede vyaratacagl etkilerin heniiz bilinememesi gibi bazi dezavantajlari da
bulunmaktadir [2].

DNA agsisi tasiyicisi olarak;  kitosan, aljinat, pullulan ve inulin gibi polimerik
nanopartikdller, altin, silika temelli ve karbon temelli nanopartikiller gibi inorganik
nanopartikiller, nano boyutta organize olabilen posfolipitler olan nano-liposomlar ve
enfeksiydz olmayan- nikleik asidin biyouyumlu kapsid proteini icerisine paketlenmesi
ile olusturulan virts-benzeri partukaller (VLP) kullanilabilmektedir [3]. Son yillarda tek
kaynakli nanopartikdllerin islevlerini arttirmak veya dezavantajlarini gidermek amaciyla
kompleks nanopartikillerin kullanimi s6z konusudur. Poli g-glutamik asit/kitosan, poli
g-glutamik asit/ polietilenimin, kitosan/tripolifosfat ve polietilenglikol/lipozom
nanopartikdlleri dikkat ceken DNA tasinim sistemlerindendir [1, 2, 3].

TARTISMA: Nanopartikillerin DNA asilarinin tasinmasinda sundugu avantajlar yeni
stratejiler agisindan gelecek vaat etmektedir. Fakat viicutta uzun dénemde olusacak
sitotoksik etkiler potansiyel bir sorun olarak goérilmektedir. Nanopartikil kullaniminin
nispeten daha kisa bir tarihinin olmasi insan kullaniminda givenilirlik profilinin heniz
anlasilamamis olmasina neden olmaktadir. Bu sebeple, glinlimiizde bu konuda pek ¢ok
¢alisma sirdarilmektedir. Bu galismalar sonucunda glvenli bir profil gosterilebilir ise
bu yeni asi tasinim sistemlerinin yaygin olarak kullanilacak etkili bir yontem oldugu
dusinulmektedir. Ayrica, nanopartikiil bazli DNA asilar; bu stratejinin hiicre
transfeksiyon etkinligini ve immuinojeniteyi arttirmasi ve hedefleme stratejilerine
olanak saglamasi sayesinde gelecekte tek doz uygulamalarina ve igne gerektirmeyen
asl uygulamalarina firsat taniyacak bir strateji olarak gortilmektedir.
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KAYNAKLAR:

1. Treuel, L., Jiang, X., Nienhaus, G.U., 2013, New views on cellular uptake and
trafficking of manufactured nanoparticles. Journal of the Royal Society Interface,
http://dx.doi.org/10.1098/rsif.2012.0939

2. Gregory, A. E., Titball R. and Williamson, D., 2013, Vaccine delivery using
nanoparticles, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 3(13):
10.3389/fcimb.2013.00013.

3. Zhaoa, L.,Setha, A., Wibowoa, N., Zhaoa, C. X., Mitterb, N., Yua, C., Middelberga, A.
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82



Poster Konusu: Uretim ve imalat

P-21
Theileria annulata ile Enfekte T Lenfositlerin Biyoreaktérde Uretimi

Duygu Ayyildiz Tamis®, Nilay Unal?, S. ismet Deliloglu Giirhan®

1Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&limi, Bornova/izmir, Tiirkiye
Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretimi San. ve Tic. A.S. Sanlurfa, Tiirkiye
Email: duyguayyildiz@gmail.com

GIRIiS ve AMAC: Tropikal theileriosis Tiirkiye’de en énemli sigir hastaliklarindan biridir.
Ozellikle ithal ve melez sigirlarda neden oldugu mortalite ve ekonomik kayiplar
nedeniyle sigir endustrisi igin blylk bir tehlike teskil etmektedir. Attente Theileria
annulata asisi, attenue Theileria annulata sizontlari ile enfekte lenfoid hiicrelerden
hazirlanan bir doku kultlra asisidir; canh bir asidir. Canli parazitlerin kullanildigi asilar
20 yili askin stiredir mevcuttur, ancak kesin olarak etkinligi bulunmasina ragmen buyuk
Olgeklerde kullaniimamaktadir. Asi Gretimi ve dagitimindaki altyapi eksiklikleri ve
bolgesel parazit farkliliklari bu asilarin kullanimini azaltmaktadir. T.annulata’nin sizont
evresi lenfosit hucrelerinde form aldigindan asi Uretimi g¢alismalarinda enfekte T-
lenfosit hiicre hatlan kullaniimaktadir. Bu zamana kadar yapilan buytk 6lgekli asi
Uretimi calismalari monolayer kiltir sartlarinda doner sise Uretim sistemlerinde
gerceklesmistir. Ancak, bu sekilde dretilen asilarda sadece belirli hacimlerde
cahisilabildiginden Griin verimi azdir ve ¢ok fazla is glicii gerekmektedir. Bu galismada,
T. annulata’'nin  blylk olcekli Gretimlerinin  yapilabilecegi farkh tiplerdeki
biyoreaktorlerde sispanse kiltire adapte edilmis T-lenfosit hiicrelerinin Gretim
optimizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Theileria annulata ile enfekte T lenfositlerin Gretimi igin doner
sise, vibrofermentor, karistirmali tank biyoreaktor, karistirmali ve havalandirmali tank
biyoreaktorler ve dalgali-calkalamali tek kullanimhk biyoreaktor gibi farkli kaltlr
sistemleri ile cahsiimistir. Kullanilan Uretim sistemleri zaman temel alinarak hiicre
yogunluklari agisindan karsilastirilmistir.  Karistirmali  ve havalandirmal  tank
biyoreaktorde 2 L, vibrofermentor ve dalgali-calkalamali tek kullanimlik biyoreaktor 1-L
ve karistirmali tank biyoreaktor ise 500-ml hacimde iretimler gerceklestirilmistir.
Uretimlerde pH, ¢dziinmiis oksijen, havalandirma hizi, sicaklik ve karistirma hizi gibi
parametreler kontrol edilmistir. Glinliik hiicre sayimi ile hiicre yogunlugu degerleri elde
edilmistir.

SONUC: Hem vibrofermentérde hem de karistirmali ve havalandirmah tip
biyoreaktorde, spinner flaskta ve dalgali-calkalamali tek kullanimlik biyoreaktor yapilan
Uretime gore daha ylksek canh hiicre konsantrasyonlarina ulasilimistir. Ayrica,
karistirmali ve havalandirmal tip biyoreaktorde, diger kultir sistemlerine gore hiicre
canliliginin daha uzun sire korundugu gézlemlenmistir.

83



TARTISMA: Karistirmali tank biyoreaktérde T. annulata’nin (retimin veriminin
arttirlmasi i¢in karistirma hizi, havalandirma hizi, ¢6ziinmis oksijen ve pH gibi
parametrelerin optimizasyon calismalari yapilabilir.

TESEKKURLER: Bu calisma Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretimi San. ve
Tic. A.S. tarafindan desteklenmistir.
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Poster Konusu: Klinik arastirma (Epidemiyolojik ¢alismalar,
asi uygulama yollari, asilarin koruyuculugu ve giivenligi, v.b.)

P-22

Buzagilarda Solunum Sistemi Viral Hastaliklarina Karsi Optimum
Asilama Zamaninin Belirlenmesi

Pelin Tuncer, Kadir Yesilbag

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Gériikle/Bursa, 16059, Tiirkiye
Email: tuncerp@uludag.edu.tr

GIRIS ve AMAC: Sigirlarda &nemli sirii saghg problemlerinden biri olan solunum
sistemi hastalik kompleksi icinde yer alan bovine respiratory syncytial virus (BRSV),
bovine parainfluenza virus tip 3 (PI-3), bovine herpesvirus 1 (BHV-1), bovine viral
diarrhoea virus (BVDV), bovine adenovirus tip 3 (BAV-3) ve bovine coronavirus (BCoV)
enfeksiyonlari ile miicadele siiri saghginin devamliligini saglayabilmek yaninda 6zellikle
ekonomik yonden yetistirici icin 6nem arz etmektedir. Bu c¢alismada, Tirkiye
kosullarinda sozii edilen etkenlere karsi yeni dogan buzagilarda mevcut maternal
antikorlarin gerileme doénemleri ve isletmelerde uygulanmasi gereken optimum
asilama zamanlarinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: Ornekleme yapilan isletmeler yénetim politikalari geregi asi
uygulamayan (n=94) ve asi uygulayan (n=18) seklinde iki grupta incelendi. isletmelerde
ayni ay icinde dogan buzagilardan yasamlarinin 1., 2., 3., 4., 6., 8., 10. ve 12. aylarinda;
annelerinden ise 1. ay orneklemesi sirasinda kan ornegi alindi. Asilanan gruptaki
buzagilara 4 aylk yasta iken BRSV, PI-3, BHV-1, BVDV-1 ve BVDV-2 etkenlerini igeren
polivalan asi uygulandi. Antikor titrelerini belirleyebilmek icin 8 defa 6rneklenen 112
buzaginin serum 6rneklerine serum noétralizasyon testi (SN50) uygulandi.

SONUGC: Asisiz buzagi poplilasyonunda BRSV, PI-3, BVDV, BAV-3 ve BCoV’lin buzagilar
erken yasta enfekte ettigi ve stirideki seronegatif buzagilarin yil boyunca enfeksiyonun
sirkiilasyonunda rol oynadigi belirlendi. BRSV, PI-3, BVDV, BAV-3’e karsi 3. ayda,
BCoV’a karsi ise 4. ayda maternal antikorlarin kaybolmaya basladigi gérulirken, BHV-
1’e karsi maternal antikor varhgl tespit edilemedi. Asili buzagilarda ise 4. ayda
uygulanan polivalan asi sonrasinda antikor titrelerinin hizla azalmaya basladig
belirlendi.

TARTISMA: Bu c¢alismada, maternal antikorlarin 2. aydan itibaren gerilemeye basladigi,
buzagilarin yeni enfeksiyonla 4.-8. aylarda karsilastigi ve enfeksiyonlarin dogal olarak
popiilasyonda sirkiile oldugu tespit edildi. Elde edilen bu verilere dayanilarak
buzagilarda ilk asilamanin 2.-4. aylar arasinda yapilmasi ve pasif immunitenin asi
Gzerinde yapabilecegi olumsuz etkiyi en aza indirmek ve daha gigcli bir bagisiklik
saglayabilmek icin 1 ay sonra tekrar dozunun uygulanmasinin yararli olacagi
degerlendirildi.
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KONGRE PROGRAMI







20 Mayis

29 NISAN 2015, CARSAMBA Amfisi

KAYIT 08:00-09:00

Baslik: Kongre A¢ilis Konusmasi
Konugsmaci:
e  Prof. Dr. Candeger YILMAZ
(Ege Universitesi Rektorii) 09:00-09:15

ACILIS o
e Prof. Dr. Yesim KIRAZLI
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Dekani)
e Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ
(Asi Bilimi Dernegi Baskani)
Bagkanlar:
o Prof. Dr. A. Yiiksel GURUZ
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Asi Bilimi Dernegi)
o Dog. Dr. Mert DOSKAYA
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Asi Bilimi Dernegi) 09:15-10:00
Oturum Konusu: Asi Tasarlanmasi ve Asi hedefi
olan enfeksiyon hastaliklari (Oturum Dili
ingilizcedir)
L Sozlii Bildiri-1: DNA vaccines
S_OZ'_-U_ Konugmaci: Prof. Philip Loqis FFLGNER . 09:15-09:30
BILDIRI (University of California, Irvine Protein
OTURUMU 1 Microarray Laboratuvari)

Sozli Bildiri-2: Recent progress with malaria
vaccines
Konugmaci: Prof. Adrian HILL

(Oxford Universitesi, Jenner Enstitiisii)

09:30-09:45

Sozlii Bildiri-3: Recent progress towards a novel
efficient TB vaccine
Konusmaci: Dr. Dennis CHRISTENSEN 09:45-10:00

(Danimarka Statens Serum Enstituisu, Asi
Arastirma ve Gelistirme Merkezi)

KAHVE MOLASI 10:00-10:15




SOzLO
BiLDiRi
OTURUMU 2

Baskanlar:
o Prof. Dr. Ulgen Zeki OK

(Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji
Anabilim Dali)

e Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali)
Oturum Konusu: Asi Tasarlanmasi ve Asi hedefi
olan enfeksiyon hastaliklari

10:15-11:15

Sozlii Bildiri-4: Asi gelistirilmesinde giincel omiks
yaklasimlar
Konugmaci: Dr. Or¢un HACARIZ

(TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen
Miuhendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisii)

10:15-10:30

Sozlii Bildiri-5: Respiratory syncytial viriisiine
karsi RSV-F DNA asisinin gelistirilmesi ve BALB/c
tipi farelerde immiin yanitin incelenmesi
Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Erdal EROGLU

(Celal Bayar Universitesi Miihendislik
Fakultesi, Biyomuhendislik Bolim)

10:30-10:45

Sozlii Bildiri-6: Kirrm-Kongo Kanamali Ates
Hastaligina karsi hiicre kiiltiir tabanl inaktif asi
gelistirme ¢alismalari

Konusmaci: Prof. Dr. Aykut OZDARENDELI

(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Viroloji
Bilim Dali, Asi Arastirma ve Gelistirme
Merkezi)

10:45-11:00

Sozlii Bildiri-7: Leishmaniasis’e karsi asi
gelistirilmesinde ortaya ¢cikan problemler ve yeni
yaklasimlar

Konusmaci: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV
(Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik
BSlimi)

11:00-11:15




SOzLO
BiLDIRi
OTURUMU 3

Baskanlar:

e Prof.Dr.S. ismet DELILOGLU GURHAN
(Ege Universitesi, Biyomiihendislik Balimii)

o Vet. Hekim Gokhan OZDEMIR

(izmir Veteriner Hekimler Odasi)

Oturum Konusu: Veteriner Asilar

11:15-12:30

Sozli Bildiri-8: Veteriner asilari alaninda bir
biyobenzer érnegi: gE ifade etmeyen
rekombinant BoHV-1 elde edilmesi
Konusmaci: Prof. Dr. Aykut OZKUL

(Ankara Universitesi, Veteriner Fakdiltesi
Viroloji Anabilim Dal)

11:15-11:30

Sozlii Bildiri-9: Veteriner agilari ve kalite kontrol
prosediirleri
Konusmaci: Vet. Hekim Dr. Ahmet ARSLAN

(Bornova Veteriner Kontrol Enstitusd,
Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Balimii)

11:30-11:45

Sozlii Bildiri-10: Gékkusagi alabaliklarinda
Yersinia ruckeri’ye karsi serotip 1 ve 2 kombine
inaktif asi gelistirilmesi

Konusmaci: Prof. Dr. Soner ALTUN

(Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Su
Uriinleri Hastaliklari Anabilim Dal)

11:45-12:00

Sozlii Bildiri-11: Sigirlarin trichophytosis
hastaligina karsi asi iiretimi

Konusmaci: Vet. Hekim Nilay UNAL
(Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde
Uretim Tic. ve San. A.S.)

12:00-12:15

Sozlii Bildiri-12: Biiyiikbas hayvanlarda E. coli ve
Cl. perfringens Tip C enfeksiyonlarina karsi
antiserum iiretimi

Konusmaci: Biyomiih. Yaprak GEDIK

(AtaFen Veteriner Asi Uretim Tic. ve San. A.S.)

12:15-12:30

OGLE ARASI

12:30-13:30




sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 4

Bagkan:
e  Prof. Dr. Riichan USLU

(Ege Universitesi Tip Fakdiltesi, Onkoloji Bilim Dali)
Oturum Konusu: Diger Asilar (Kanser, nérolojik,
immiinolojik asilar)

13:30-14:30

Sozlii Bildiri-13: Akciger kanserinde yeni terapétik
yaklasimlar: Nedir bu akciger kanseri asisi?

Konusmaci: Dog. Dr. Burcak KARACA
(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Medikal
Onkoloji Bilim Dah)

13:30-13:45

Sozli Bildiri-14: Uroplakin 3A proteininden
tiiretilen antijenik peptidin iki farkl adjuvania
immiin cevap yanitlarinin karsilastirilmali olarak
degerlendirilmesi

Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Kenan iZGi
(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal)

13:45-14:00

Sozlii Bildiri-15: Over kanserinde iiretilen
AMHR2’nin ekstraselliiler bir peptidini hedef alan
bir monoklonal antikorun kanser immiinterapide
kullanilmak iizere iiretilmesi

Konusmaci: Dog. Dr. Cagri SAKALAR
(Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal)

14:00-14:15

Sozli Bildiri-16: Meme kanserinde asi modelleri
Konusmaci: Dog. Dr. Levent YENIAY

(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Genel Cerrahi
Anabilim Dali)

14:15-14:30

sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 5

Bagkan:
«  Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

(Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik B&limii)
Oturum Konusu: Asi immiinolojisi, vektor,
adjuvant immunomodiilatérler

14:30-15:00




Sozlii Bildiri-17: DNA asilari ile uyarilan immun
yanitin arttirilmasi ve molekiiler adjuvantiar

- . 14:30-14:45
Konusmaci: Yard. Dog. Dr. Sultan GULCE 1Z
(Ege Universitesi, Biyomiihendislik Balimii)
Sozlii Bildiri-18: Girisimsel olmayan asi
formiilasyonu gelistirilmesi: adjuvanlar/tasiyici
sistemler 14:45-15:00

Konugmaci: Prof. Dr. Sevda SENEL

(Hacettepe Universitesi, Eczacilik Fakdiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali)

KAHVE MOLASI

15:00-15:15

POSTER
OTURUMU

POSTER SUNUMLARI

(Yer: 20 Mayis Amfisi Fuayesi)

15:15-15:30

sOzLU
BiLDiRi
OTURUMU 6

Baskanlar:

o Dr. Kiirsat DERICI
(Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol
Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi, Tibbi Biyolojik Uriinler
Laboratuvarlari Birim Sorumlusu)

e Dr.Osman TOPAC
(Turkiye Halk Saghgi Kurumu, Asi ile Onlenebilir
Hastaliklar Daire Bagkani)

Oturum Konusu: Agi iiretimi

15:30-16:30

Sozlii Bildiri-19: Prevenar yerli iiretimi siireci ve
yerli iiretim zorluklari

Konusmaci: Devrim CAVUSOGLU
(Pfizer A.S. Teknik Genel Mudiir)

15:30-15:45

Sozlii Bildiri-20: Beseri asilarda iilkemizde ki
mevcut durum, planlananlar ve yapilanlar

Konusmaci: Dr. O. Mutlu TOPAL
(Keymen ilag A.S.)

15:45-16:00

Sozlii Bildiri-21: Asi iiretiminde gelecegin iiretim
tesisleri-prosesleri

Konusmaci: Omer Cem ERDEM
(Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd. Sti.)

16:00-16:15




Sozlii Bildiri-22: Ulkemizde asi kalite kontrol

analizleri ve seri serbest birakilmasi

Konusmaci: Dr. Kiirsat DERICI
(Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve
Kontrol Laboratuvarlari Daire Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Laboratuvari)

16:15-16:30

SOzLO
BiLDiRi
OTURUMU 7

Baskanlar:
e  Prof. Dr. Hiisnii PULLUKCU

(Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim Dali)

e Uzm. Dr. Seher MUSAONBASIOGLU
(Tarkiye Halk Sagligi Kurumu, Bulasici Hastaliklar Kontrol
Programlari Bagkan Yardimcisi)

Oturum Konusu: Klinik arastirmalar
(Epidemiyolojik ¢alismalar, asi uygulama yollari,
asilarin koruyuculugu ve giivenligi),
immuniizasyon program, finans ve ekonomi
politikalar

16:30-17:00

Sozli Bildiri-23: Genisletilmis bagisiklama
programi

Konusgmaci: Dr. Osman TOPAC
(Turkiye Halk Sagligi Kurumu, Asi ile
Onlenebilir Hastaliklar Daire Baskani)

16:30-16:45

Sozli Bildiri-24: Ulusal asi kapasitesini

gelistirmeye yonelik politikalar

Konusmaci: Dr. Emin TURAN
(Sanofi-Pasteur A.S.)

16:45-17:00

GALA YEMEGI (Ege Universitesi Konukevi)

19:30




30 NISAN 2015, CARSAMBA 20 Mayis

Amfisi

KAPANIS TORENI ve KATILIM BELGELERININ ) )
T 08:00-09:00
SOSYAL PROGRAM 09:00-20:00
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SOZLU BILDIRI OZETLERI

11



12



SB-1
DNA Vaccines
Philip L. Felgner

University of California Irvine, School of Medicine, Irvine, CA 92697, USA
Email: pfelgner@uci.edu

Beginning in 1990 a tool ‘naked DNA’ became available to those involved in vaccine
development. It showed great promise for both the improvement of existing vaccines
and the development of vaccines against disease targets for which there are so far no
effective vaccines. And yet the discovery that naked DNA could be used in vaccination
came about more or less by accident, as a result of attempts to use non-replicating
bacterial plasmid expression vectors (encoding proteins of interest) for gene therapy.
In experiments designed to test the use of cationic liposomes (lipid-based packages)
for delivering plasmid DNA into cells, it was found that the ‘control’ animals, into which
naked DNA alone was injected intramuscularly, expressed the highest levels of the
transgenic protein. This unexpected discovery suggested a new approach to immune
stimulation. If animals could be transfected by injection with DNA, such that the
encoded protein was expressed in situ, would immunity specific to this protein (the
antigen) result? The answer is yes. In 1993, studies in mice showed that intramuscular
injection of plasmid DNA encoding influenza virus antigens generated immune
responses from both the humoral system (antibodies and B cells) and the cell-
mediated system (cytotoxic T cells); these immune responses were sufficient to
protect the animals against a live influenza virus infection. These results set off a flurry
of research and development activity leading to the more than 4000 papers on ‘DNA
vaccines’ in the literature today. All of the key developments leading to this productive
area of immunology and vaccine research occurred in Dr. Felgner’s laboratory. That
naked DNA could be expressed in mouse muscle after direct injection was published in
1990 in Science. And the demonstration of naked DNA vaccines was published in
Science in 1993. The history and progress of this interesting area of immunology and
vaccine science will be reviewed here.
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SB-2

Recent Progress with Malaria Vaccines

Adrian V. S. Hill

The Jenner Institite, Oxford University
Email: adrian.hill@ndm.ox.ac.uk

A highly effective malaria vaccine is a major goal of global health research and will
likely require a multi-stage product. To date, RTS,S/AS01, the leading candidate
vaccine has achieved 30-50% efficacy of modest duration in a phase 3 trial. Oxford
researchers are developing the concept of a highly effective multi-stage P. falciparum
vaccine to the point of proof-of-concept phase Il testing in Europe, prior to trials in
malaria-endemic areas.

Remarkable recent advances in vaccine design for all four stages of the P. falciparum
parasite’s life-cycle allow testing of a multi-stage multi-component vaccine for the first
time, with strong chances of success. These advances are i) the availability of a new
vectored prime-boost vaccination regime based on the chimpanzee adenovirus
technology that has been found to induce exceptionally potent CD8" T cell responses
and high titre antibodies against multiple malaria antigens; ii) the development of an
improved virus-like particle (VLP) version of the leading partially protective RTS,S
sporozoite vaccine candidate, termed R21, that lacks the excess of HBsAg in RTS,S; iii)
the identification, using a vector technology screen, of the blood-stage antigen RH5 as
the first antigen to induce potent strain-transcending neutralisation of blood-stage
parasites in in vitro growth inhibition assays; and iv) the demonstration that antibodies
against a mosquito-stage antigens that induce 100% transmission blocking against field
isolates of P. falciparum in Africa are inducible by a new nanoparticle vaccine
candidate.

In parallel similar approaches using vectors and VLPs are underway to target the pre-
erythrocytic stages of P.vivax, including the hypnozoite, and a phase | trial of the vivax
blood-stage vaccine candidate, PvRIl, is nearing completion.

We are aiming to undertake phase | / Il clinical trials to assess the P.falciparum pre-
erythrocytic, blood-stage and mosquito-stage components individually, and then
together, using state-of-the art immunomonitoring, key functional assays of vaccine-
induced immunogenicity, and sporozoite and blood-stage parasite challenges to
measure efficacy prior to field testing. An update on this programme will be presented.
A viral vectored prime-boost regime has recently shown high efficacy against malaria
infection in East Africa and the first combination trial of RTS,5/AS01 with these vectors
has been completed.

Substantial progress has also meed made in attaining high level efficacy against
homologous parasite strain challenge with cryopreserved irradiated sporozoites.
Intravenous immunisation was required for efficacy along with four to five
immunisations and field trials of this approach are now beginning.

The prospects for achieving high level vaccine efficacy in the field with some of these
approaches now appear very good.

14



SB-3

Recent Progress Towards a Novel Efficient TB Vaccine

Dennis Christensen

Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark
Email: den@ssi.dk

More than one-third of the world’s population is infected with Mycobacterium
tuberculosis. The only vaccine, Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG),
does not prevent adult pulmonary TB or reactivation of latent infection. Candidate
vaccines currently under clinical development have been designed to improve BCG
efficacy but not prevent reactivation of latent infection.

The vaccine discovery paradigm for Tuberculosis has thus been to mimic the natural
immune response to infection and thus to select dominant antigens and administer
them in delivery systems that promote strong Th1 responses, because IFN-gamma is
recognized as the main protective cytokine during infection. However, the BCG vaccine
is a strong inducer of IFN-gamma producing Th1 cells yet has limited protection in
adults, and the MVA-Ag85 vaccine that boosts these responses even higher recently
showed disappointing data in a clinical efficacy trial.

I will discuss ongoing efforts to improve the efficacy of subunit vaccines through
adjuvant design and antigen composition with a focus on the most important features
for a novel TB vaccine to be administered to a global population with a high prevalence
of latent TB.

Recent data from mouse and non-human primate models of vaccine promoted
protective immunity suggest that instead of boosting Thl and IFN-y, supplementing
BCG with central memory T cells (TCM) that are insufficiently induced by BCG may be a
feasible avenue towards TB vaccines that efficiently protect the TB infected lung. We
have thus found that that although BCG control M. tuberculosis growth for 7 weeks of
infection, the protection was gradually lost as the infection entered the chronic phase.
The resulting regrowth of M. tuberculosis coincided with an almost complete
disappearance of central memory T cells. Booster vaccination with a subunit vaccine
(Ag85B-ESAT-6+CAF01) that expanded the TCM population, and the maintained this
population in the late stage of infection was associated with enhanced control of
bacterial growth. These results thus suggest that TCM cells with the potential to
continuously replenish the T cells at the site of infection can prevent attrition and
functional exhaustion, and thus efficiently prevent reactivation of latent infection.

15



SB-4

Asi Gelistirilmesinde Giincel Omiks Yaklasimlar

Orgun Hagariz

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Gebze,
Kocaeli
Email: orcun.hacariz@tubitak.gov.tr

GunUmuzde insan ve hayvan sagligi acisindan 6nem arz eden ve biyik ekonomik
kayiplara yol acan bircok parazite (Fasciola hepatica gibi) karsi etkili asilar
gelistirilememektedir. Bu durumun baslica nedenlerinden birinin parazit biyolojisinin
tam olarak anlasilamamasi oldugu distintlmektedir. Alisilmis yontemlerle sinirli sayida
parazit molekili tanimlanabilirken, omiks (omics; bir biyolojik maddenin timiinin
incelenmesi) yaklagsimlari ile tanimlanabilen molekdil sayisi binlerce olabilmektedir.

Proteomik (protein-omics); tiim proteinlerin, genomik (gen-omics); tim DNA’nin,
transkriptomik (transcript-omics) ise tum transkriptlerin (mRNA) arastiriimasi
anlaminda kullanilmaktadir. Sivi kromatografisine bagli kitle spektrometre yontemleri
proteomik calismalarinda yaygin olarak kullaniimakta, yeni nesil dizileme ile tim
genetik  madde incelenebilmektedir.  Bahsedilen  yontemler, laboratuvar
calismalarindan elde edilen verinin gesitli islem kiimeleri ile bilgisayar ortaminda (in
silico) anlamlandiriimasina dayanmaktadir.

Bu sunumda, glincel omiks yaklasimlarinin F. hepatica ile ilgili sagladigi bulgular
gecmisteki ve su an vydritilen calismalar dahilinde asi gelistirme yoninden
tartisilacaktir.
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SB-5

Respiratory Syncytial Viriisiine Karsi RSV-F DNA Asisinin Gelistirilmesi
ve BALB/c Tipi Farelerde immiin Yanitin incelenmesi

Erdal Erog“lul'z, Pooja M. Tiwari?, Alain B. Waffo?, Vida A. Dennis’, Shree R. Singh2

celal Bayar Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Biyomihendislik Bélimi, Muradiye/ Manisa,
45140, Turkiye

Alabama State Universitesi, NanoBiotechnology Arastirma Merkezi, Montgomery/ Alabama,
36104, USA

Email: erogluerdal@gmail.com

GIRIS ve AMAC: Respiratuvar sinsitiyal virtisii (RSV) 6zellikle 2 yasina kadar hemen
hemen tim ¢ocuklarda gérilmekle birlikte, tiim diinyada 6liimlere varan ciddi solunum
yolu enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. Bu viriise karsi sadece yilksek risk altindaki
¢ocuklarda izin verilen bazi genel antiviral ilaglar disinda, heniiz koruma saglayan
lisansh bir asi gelistirilememistir. Bundan 50 yil kadar once yapilan agi gelistirme
denemelerinde, formalin ile inaktive edilmis asi Th2 tipinde bagisikhk sonucu
tetikleyerek alerjik reaksiyonlara sebep olmus ve bazi deneklerde 6lime sebebiyet
vermistir. Yaptigimiz ¢alismada RSV’'nin yizeyinde bulunan RSV-F (fusion) proteinini
ifade eden gen bolgesi pHCMV1 vektoriine klonlanarak RSV’'ye karsi bir DNA asisi
gelistirilmis ve BALB/c tipi farelerde immun yanitin tipi incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: RSV-F proteinini ifade eden gen bdlgesi PCR ile ¢ogaltilarak,
BamHI ve Notl restriksiyon enzimi kesim noktalarindan pHCMV1 vektorl igine
klonlanmasiyla bir DNA asisi gelistirilmistir. Ayrica, gelistirilen agi GFP geni ile de
etiketlenmistir. Daha sonra saflastirilan DNA asisi BALB/C tipi farelere kol kasi yoluyla 1,
15 ve 29’uncu ginlerde uygulanarak, fareler imminize edilmistir. Ayrica, 0, 14, 28 ve
49’uncu giinlerde farelerden kan érnekleri toplanarak ELISA teknigi ile iiretilen toplam
IgG ve isotipleri (IgG2a, IgG2b ve IgG1) belirlenmistir. Son olarak, toplanan kan
ornekleri degisik oranlarda seyreltilerek in vitro da canh RSV (zerine uygulanmistir.

SONUC: Oncelikli olarak, gelistirilen DNA asisinin in vitro da Uretildigi GFP etiketi
sayesinde gosterilmistir. Kan o6rneklerinde, 28inci glinden sonra (6zellikle 49’uncu
giinde) RSV'ye 6zel IgG Uretildigi gosterilmistir. 1gG’nin isotiplerine bakildiginda yiksek
oranda 1gG2a ve IgG2b gdzlenirken 1gG1’e rastlanmamistir. isotip oranlari (IgG1/1gG2a
ve 1gG2b/1gG2a) goz 6ninde bulunduruldugunda, gelistirilen DNA asisinin dogal RSV
enfeksiyonlarinda oldugu gibi Thl tipi antibadi yaniti tetikledigi gozlenmistir. Son
olarak, kan orneklerinin (1:8, 1:16 seyreltmelerde) canh RSV’nin enfeksiyon kabiliyetini
in vitro da %46’ ya kadar distirdigu gosterilmistir.

TARTISMA: Yapmis oldugumuz calismada RSV-F DNA asisinin BALB/c tipi farelerde
dogal RSV enfeksiyonlarindaki gibi Th1 tipi antibadi yaniti tetikledigi gdrilmustur.

TESEKKURLER: Bu proje NSF-CREST ve NSF-HBCU-UP tarafindan desteklenmistir (Proje
no: HRD-1241701 ve HRD-1135863)
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SB-6

Kirnm-Kongo Kanamali Ates Hastaligina Karsi Hiicre Kiiltiir Tabanh
inaktif As1 Gelistirme Calismalari

Aykut Ozdarendeli

Erciyes Universitesi, Asi Arastirma ve Gelistirme Merkezi
Email: aozdarendeli@erciyes.edu.tr

Enfeksiydz hastaliklar, glinUimuzde halk saghg agisindan en 6nemli morbidite ve
mortalite nedenlerinden olmaya devam etmektedirler. Viral hemorajik hastaliklar
bircok Ulkede oldugu gibi son yillarda Glkemizde de goériilmekte olup hem toplum
genelini hem de halk saghgi calisanlarini tehdit etmektedir. Onemli viral hemorajik
hastaliga neden olan bazi virisler (Lassa, Marburg, Ebola, Dengue, Hanta ve Kirim-
Kongo kanamali ates hastaligi virusleri vb.) bir enfeksiyon ajani olarak toplum sagligini
tehdit ederken ayni zamanda biyolojik silah olarak kullanilma potansiyelinde olmalari
ayri bir 6nem atfedilmesine neden olmaktadir.

Kirrm-Kongo kanamali ates hastaligi (KKKAH) virlisii Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis
genusunda yer almaktadir. KKKAH virlisi diger memelilerin aksine sadece insanlarda
ciddi klinik semptomlarla seyreder. insanlardaki kanamali hastalik tablosu petesi,
yaygin ekimoz, kanama ve karacigerdeki fonksiyon bozuklugu seklinde kendini
gostererek mortalite orani %30’lara kadar gikabilir. Son yillarda vaka sayilarinin artmasi
ve yeni cografik bolgelerde hastaligin ortaya ¢ikmasi hastaligin kontrol altina alinmasi
icin acil kontrol stratejilerinin gelistiriimesini gerektirmektedir. Ulkemizdeki KKKAH ile
ilgili ilk klinik vakalar 2002 yilinda Tokat’da bildirilmis ve su ana kadar 8000’in {izerinde
vaka gorilmis olup Glkemiz ciddi bir KKKAH salgini ile karsi karsiyadir. 2014 yilinda
900’Uin Uzerinde vaka bildirilmis ve mortalite orani yaklasik %5’dir. Bu nedenle tilkemiz
icin KKKAH karsi asi gelistirilmesi buyik 6nem tasimaktadir.

Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu'nun (TUBITAK) destekledigi 108G126
nolu proje kapsaminda KKKAH'a karsi, ¢alisma grubumuz tarafindan hiicre kultir
tabanli inaktif bir asi gelistirilmistir. Yapilan calismalarda asi uygulanan Balb/c
farelerinde yiksek diizeyde nétralizan antikorlarin olustugu saptanmistir. Daha da
onemlisi asilanan IFNAR farelerinin KKKAH Kelkit06 susu ile epriivasyonunda %80°lik
koruma oraninin oldugu bulunmustur. Devam eden projede Faz | asamasina basari ile
gelinmis ve calismalar devam etmektedir.
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Leishmaniasis’e Karsi Asi Gelistiriimesinde Ortaya Cikan Problemler ve
Yeni Yaklagimlar

Adil M. Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik B6limdi, Hiicre Kiltiirii ve Doku Mithendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 34220, Tiirkiye
Email: adilmoglu@gmail.com

Leishmaniasis diinyanin ve tlkemizin en 6nemli halk sagligi problemlerinden birisidir.
Uzun vyillardan beri leishmaniasise karsi asi gelistiriimesi icin ¢alismalar yapilmasina
ragmen, halen etkin bir asi bulunmamaktadir. Simdiye kadar yapilan asi ¢alismalarinin
temelini, oldlrdlmis, atennie edilmis tim parazit antijenleri, saflastirmis,
rekombinant protein asilari ve DNA asilari olusturmaktadir. Uygulanan farkli tir asilarin
avantajlart  yaninda, klinikte kullanimini  sinirlayan pek ¢ok dezavantaji da
bulunmaktadir. Yapilan son g¢alismalarda parazitin en 6nemli ylizey antijenlerinden biri
olan LPG’ye 6nem verilmektedir. Ancak LPG’nin tek basina veya mevcut adjuvanlarla
yeterli etkinlik saglamadigl gosterilmistir. Buna gore de, daha 6nce tamamladigimiz
1085170 no’lu TUBITAK projesi kapsaminda ilk kez olarak LPG’nin, daha &nce adjuvan
ozelligi gosterilmis olan poliakrilik asit (PAA) ile konjugati hazirlanmais ve bu konjugatin
fare modellerinde antileishmanial asi olarak etkinligi incelenmistir. Elde edilen
sonuglar, LPG-PAA konjugatinin Visseral Leishmaniasis’e karsi %83 oraninda koruma
sagladigini gostermistir.

Leishmaniasis’e karsi asi gelistiriimesinde uygulanan bagka bir ydntem de
zayiflatilmis(atenniie) asilarin kullanilmasidir. Mevcut yaklasimlardan farkli olarak, bu
alanda yaptigimiz calismalarda ilk kez olarak polielektrolitlere (Polioksidonyum (POX)
ve Polietilenglikol (PEG)) maruz birakilan canli L.infantum parazitlerinin virtlanshigi
azaltilmis formlari elde edilmis ve yapilan in vitro ve in vivo galismalar sonucunda
bunlarin etkin bir asi adayi oldugu ortaya ¢ikmistir.

Bu calismalarda ozellikle POX molekiliniin yiiksek miktarda adjuvan o6zellige sahip
oldugunun tespit edilmesinin ardindan, bu molekilin farkli yontemlerle hazirlanan
oldaralmis  Leishmania  parazitleriyle  birlikte  fiziksel ~ karisim  halindeki
formilasyonlarinin gicli bir koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir. Adjuvanlara
dayali asilarin gelistiriimesinde bazi avantajlarin yaninda, antijenlerin, antijen sunucu
hicrelere dusik verimlilikle tanitilmasi, formilasyonlarin sekonder immiin yaniti
indiikleyememesi nedeniyle uzun siireli koruma saglanamamasi gibi bazi dezavantajlari
da bulunmaktadir. Son yillarda, bu dezavantajlari barindirmayan, antijenlerin direkt
olarak antijen sunucu hiicrelere transferine imkan saglayan ve yuksek adjuvan 6zellikli
nanopartikillere dayal tasiyici sistemlerin gelistiriimesine yonelik calismalar 6nem
kazanmistir. Bu ozelliklerini dikkate alarak, ¢alismalarimizin daha sonraki asamasinda,
Poli-laktik-ko-glikolik asit (PLGA) nanopartikillerine dayali tasiyici sistemlere
Leishmnia parazitlerinin farkh yontemlerle elde edilen immiinojen molekilerini

19



yikleyerek hazirlanan formilasyonlarin ilk kez olarak asi adayl potansiyelleri
belirlenecektir. Bu konu ile ilgili ¢alismalarimiz 1003 no’lu Oncelikli Alanlar TUBITAK
Projesi kapsaminda yiritilmektedir.

Ayrica, laboratuarimizda elde edilen imminojen LPG molekili kullanilarak hibridoma
teknolojisine dayali tani kiti gelistirilmesi icin ¢alismalarimiz Santez projesi kapsaminda
yurutllmektedir. Boylece, laboratuarimizda Leishmaniasis’e kargi asi gelistirilmesine
yonelik yapilan ve yapilmakta olan galismalar, diinya ve Ulkemiz agisindan oldukga
onemli olup, yeni nesil asilarin elde edilmesinde gelecege yonelik yeni Umitlerin
dogmasina yol agmaktadir.

Tesekkiirler: Bu calisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi ve TUBITAK tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 0254.5TZ.2013-2 ve SBAG 2135148).
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Veteriner Asilari Alaninda Bir Biyobenzer Ornegi: gE ifade Etmeyen
Rekombinant BoHV-1 Elde Edilmesi

Aykut Ozkul

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dal
Email: aykut.ozkul@ankara.edu.tr

Koruyucu hekimlik uygulamalarinin en 6nemli araglarinin basinda stphesiz asilar
gelmektedir. Agsilarla ilgili tarihsel siirec MO 2000 yillarina kadar uzanmaktadir.
Gunumuzde c¢ok farkli asi Uretim protokolleri tanimlanmis olsa da hepsinin ortak
ozelligi yiksek teknoloji destegi ile ve spesifik hedeflere uygun olarak Uretilmeleridir.
Bu kapsamda ginimizde (izerinde en c¢ok odaklanilan asilarin basinda “DIVA”
(Differentiation Infected and Vaccinated Animals) yaklasimi olanlar gelmektedir. Bu
¢alismada daha Once tanimlanmis, patent siiresi dolmak Uzere olan ve veteriner
sagliginda kullanilan bir asinin Biyobenzerinin gelistirilmesi planlanmigtir. Bu amagla
ozellikle sigir yetistiricilikleri agisindan verim performansini olumsuz etkileyen Sigir
Herpesvirlis tip 1 (BoHV-1)in bir asi adayl olarak defektif (gt ifade etmeyen)
mutantinin elde edilmesi planlanmistir. Elde edilen virus inaktive edildikten sonra asi
formilasyonu gelistirilmis ve ticari esdegeri paralelinde sahada bir grup hayvanda
denenmistir. Gerek bireysel bagisiklik verileri ve gerekse elde edilen bagisik yanitin
glcil agisindan yapilan degerlendirmelerde galismamizda gelistirilen ve ticari olarak
piyasada bulunan asilar arasinda esdeger bir bagisiklama elde edildigi gézlenmistir. Bu
acidan degerlendirildig§inde sunulan calisma veteriner saghginda kullaniimak Ulzere
gelistirilen bir biyobenzer asi olma niteligindeki ilk olma 6zelligindedir.
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Veteriner Asilari ve Kalite Kontrol Prosediirleri

Ahmet Arslan

Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, Veteriner Biyolojik Uriinler Kontrol Balimii
Email: ahmetarslan@bornovavet.gov.tr

Ulkemizdeki veteriner biyolojik Griinlerin retimi ile ithalat / ihracati icin mevcut
mevzuatlarin tanimi, kapsami ve uygulamalari Ozetlenerek, esas aldigi uluslararasi
mevzuatlar tanimlanmistir.  Bu Urlinlerde satisa esas ve diger amaglarla (satis izni
disindaki) kalite kontrol testlerinin yapilmasi ve satis izinlerinin diizenlenmesinden
sorumlu izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitlisii biinyesindeki Veteriner Biyolojik
Uriinler Kalite Kontrol Merkezinin gérev ve sorumluluklari ile yapisi ve personel
durumu 6zetlenmistir.

Veteriner biyolojik tGrtinlerde uygulanmakta olan kalite kontrol islemleri hakkinda bilgi
verilmis ve kalite kontrol islemlerindeki yaklagimlar tanimlamistir. Veteriner asilari ve
immun serumlardan numune alma islemlerini de kapsayacak sekilde uygulanan test
tipleri, bu testlerin nitelikleri ve yaklasik test sireleri belirtilmistir. Yillara gore kalite
kontrol testi yapilan biyolojik Grlnlerin sayilari, hayvan ve asi tiriine gore dagihmlari,
satis izni verilen toplam dozlari, uygun ¢ikan / ¢ikmayan driinlerin miktarlar ile genel
toplam igindeki Glkemizde Uretilen veya ithal edilen biyolojik Grinlerin paylari ile ilgili
degerlendirmeler sunulmustur. Satis izni verilen veteriner biyolojik Grlinlerin sahada
izlenmesine yonelik sistemlerden bahsedilmistir.

Veteriner biyolojik Grinlerde pazarlama izni verilmesindeki siirecler tanimlanmis ve
pazarlama izin dosyalarini degerlendirerek karara baglayan “Veteriner Biyolojik Uriinler
Degerlendirme Komisyonu”nun calisma usul ve esaslari konusunda bilgilendirme
yapilmistir. Pazarlama izin dosyalarinda bulunmasi gereken temel bélimler
tanimlanmistir. Ayrica Glkemizdeki ruhsatli veteriner biyolojik Grtinlerin sayisi, hayvan
tirlerine gore dagihmlari, toplam ruhsatli biyolojik tirlin igindeki Glkemizde lretilen ve
ithal edilen Grlinlerin paylari hususunda degerlendirmeler yapilmigtir. Yillara gore
komisyona giren pazarlama izin dosya sayilari konusunda veriler sunulmustur.
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Gokkusagi Alabaliklarinda Yersinia ruckeri’'ye Karsi Serotipl ve 2
Kombine inaktif Asi Gelistirilmesi

Soner Altun

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Su Uriinleri Hastaliklari Anabilim Dali Gériikle/Bursa
16059, Tiirkiye
Email: saltun@uludag.edu.tr

GIRIS VE AMAGC: Bu giine kadar hazirlanan ticari yersiniozis asilari serotip 1’den
hazirlanmis olup bu asilarin diger serotipler icin de koruyucu oldugu yaygin bir
goristir. Ancak, son yillarda yapilan ¢alismalar serotip 1’den hazirlanmis olan Yersinia
ruckeri asilarini istenilen korunmayi saglanamadigindan serotip 2 susuyla kombine
edilen asilarin kullanimi Gzerinde durulmaktadir. Bu c¢alismada Yersinia ruckeri
suglarindan segilen biri serotip 1, digeri serotip 2 6zellikte olan iki izolattan tg farkh
deneysel asi hazirlanmistir. Deneysel asilarin gdkkusagi alabaliklarina (immersiyon ve
enjeksiyon yontemleriyle) uygulanmasi sonucunda, hem serotip 1'den hazirlanmis olan
(A1), hem de serorip 2’den hazirlanan (A,) asisina oranla kombine asinin (As) daha
yiksek diizeyde korunma sagladigi (serotip farkliliklarinin 6nemli oldugu) tespit
edilmistir.

MATERYAL ve METOD: SDS-PAGE ve immunblot analizi sonucunda belirlenen 6 adet
Yersinia ruckeri susu Uzerinde virulens c¢alismalari yapilmistir. Yapilan galismalar
sonucunda iki farkh Yersinia ruckeri susu deneysel asi lretiminde kullaniimak Uzere
secilmistir. Asi Uretimi igin Yersinia ruckeri suslari pH’si 7.2 olan TSB igerisinde
calkalamali sogutmali inkiibatérde 24 - 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi 2
N NaOH kullanilarak kaltirlerin pH’si 9.8’e otomatik pH metre yikseltilmis ve 2 saat
streyle bekletilmistir. Bu pH’da lize olan hiicreler santrifijle 6000 dev / dk.) ayrilarak %
0.3 formalinde (+4 °C'de 12 saat tutularak) inaktive edilmistir. Urettigimiz deneysel
asilar (A;, A,, A;) deney gruplarina immersiyon ve enjeksiyon yontemiyle ayri ayri
uygulanmistir. Asillamadan sonra 25, 45, 75 ve 105. glinlerde deney grubundaki
baliklara periton ici enjeksiyonla (0.1 ml), LDy, oranindaki virulansi yiksek Y. ruckeri
suslari ile epriivasyon vyapilarak RPS oranlarina gore asilarin etkinlikleri
degerlendirilmistir.

SONUG: Bu calismada hazirlanan lg¢ deneysel asinin sagladigi bagisiklik seviyeleri
degerlendirildiginde, immersiyon yontemiyle asilamada A;, A; ve A,’ye oranla daha
yuksek korunma saglamistir (P < 0.01). Enjeksiyon yontemiyle asilamada ise sadece 45.
gln A;, Ai’e oranla (P < 0.05), A,’ye oranla (P < 0.01) seviyesinde istatistiki 6nemi olan
bir koruyuculuk farki gériliirken diger glinlerde istatistiki farklilik bulunmamigtir. Ancak
kombine asi (A; ) diger asilara oranla her iki uygulama yontemine gére daha yiiksek
koruma saglamistir.

TARTISMA: Bu c¢alismada Serotip | ve serotip II'nin kombinasyonundan hazirlanan (A3)
asinin diger asilardan (A; ve A,'ye oranla) daha yiksek korunma (bagisiklik) sagladig
saptanmistir. GlnlUmizde vyalnizca serotip I'den hazirlanmig olan ticari asilarin
kullanilmasi nedeniyle calismamizda elde edilen sonuglar 6nem tasimaktadir.
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Sigirlarin Trichophytosis Hastaligina Karsi Asi Uretimi
Nilay Unal®, Derya Piringgi', Osman Yasar Tel?, Serdal Dursun®, Hilya Kaplan®

"Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretim Ticaret ve Sanayi A.S.
’Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji A.B.D.
Email: n.unal@dollvet.com.tr

Trichophytosis, insan ve hayvanlarin Trycophyton genusuna ait funguslar tarafindan
olusturulan bulasici bir hastaliktir. Dinyada hayvancilik sektériinde énemli ekonomik
kayiplara neden olan ve zoonoz bir hastalik olmasindan dolayi da insan sagligini tehdit
eden bulasici bir deri hastahgidir. Hastaliga bagl olarak ortaya ¢ikan et ve siit kaybi,
deri kalitesinin bozulmasi biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica, 6zellikle
hayvan bakimi yapan kisilerin ve veteriner hekimlerin saghgini bilyik olglide tehdit
etmektedir. Bu projenin amaci s6z konusu enfeksiyona karsi saha izolatlarindan
secilecek suslar kullanilarak attentie canh asi hazirlamak ve bu asinin llkemizde
enfeksiyona neden olan hastalik etkenine karsi koruyuculugu ve tedavi edici 6zelligini
saptamaktir.

Bu proje iki asamali olarak uygulanmistir: Birinci asamasi hasta hayvanlardan
numunelerin toplanmasi, izolasyon ve identifikasyonu ile elde edilen izolatlardan asi
susu secimi islemleridir. Bu calismalar Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Mikrobiyoloji A.B.D. ile birlikte gerceklestirilmistir. ikinci asamada ise secilen suslar ile
endustriyel diizeyde asi iretimi uygulamalari yapilmistir.

Calismanin birinci asamasinda Tirkiye'nin degisik bolgelerindeki illerde saptanan
Trichophytosisli hayvanlardan toplam 187 adet materyal toplanmis, makroskobik ve
mikroskobik degerlendirmeler sonucunda secilen 20 izolat ITS1 bélgelerinin iki yonla
baz dizisinin sekans analizi ile belirlenmesi sonucu molekiler olarak Trichophyton
verrucosum yoninden identifiye edilmistir.

Sonugta, segilen izolatlarin halen asi uygulamalarinda kullanilmakta olan suslarla %99
uyumlu oldugu saptanmistir. Daha sonra immunojenite testleri gergeklestirilmis, asi
susu olarak secilmis ve attenlie edilmis olan suslar cogaltilarak sterilite, zararsizlik ve
saflik yoniinden Avrupa Farmakopisi' nde belirtilen sartlara uygun olarak test edilmis,
stoklanmustir.

Projenin ikinci asamasinda segilen bu atteniie suslar kiltire edilerek ¢cogaltiimis ve asi
Uretimi  gergeklestirilmistir. Uretilen asilar potens ve giivenlik testleri ile
degerlendirilmistir. Calismalar sonucunda sigirlarin trichophytosis hastaligina karsi
etkili ilk yerli trichophytosis asisi Uretimi gergeklestirilmistir.

Tesekkiir: Bu calisma, KOSGEB Ar-Ge Innovasyon ve KOSGEB Endustriyel Uygulamalar
Programlari tarafindan desteklenmistir.
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Biiyiikbas Hayvanlarda E. coli ve Cl. perfringens Tip C Enfeksiyonlarina
Karsi Antiserum Uretimi

Yaprak Gedik, Mestan Ozyer, Ahmet Gedik

Ata Fen AS.
Email: yaprakgedik@gmail.com

E.coli ve C.perfringens tip C etkenleri 6zellikle 1-20 ginliik yeni dogan yavrularda
yuksek 6lim oraniyla seyreden Septisemi ve Enterotoksemi enfeksiyonlarina neden
olmaktadir. Yeni dogan yavrularda E.coli'den kaynaklanan septisemi vakalari 6zellikle
buzagilarda olmak tzere kiiglik ve bliylikbas hayvanlarda yaygin olarak seyreden bir
enfeksiyondur. E.coli septisemisi kuzu ve oglaklarda da ciddi kayiplara neden
olabilmektedir. Ayni sekilde C.perfringens Tip C beta toksininden ileri gelen toksemiler
yeni dogan yavrularda yaygin olarak 6limlere neden olurlar. Bu tip enfeksiyonlarda
tedavi sansi oldukga digtktir ve yeni dogan yavrularin asilama yoluyla korunmasi
mimkun degildir. Yavrularin E.coli enfeksiyonlarindan korunmasi annelerin gebeligin
son déneminde asilanmasi yoluyla mimkiin olsa da, yavrularin annelerinden koruyucu
diizeyde antikor alarak bu hastaliklardan korunmasi uygulama, sevk ve idareye bagh
bircok nedenle tam olarak gerceklesememektedir. Bu nedenle yeni dogan yavrularun
hiperimmun serum ile korunmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kombine antiserum dretim siirecinde ilk olarak hayvanlarin immunizasyonunda
kullanilacak antijenlerin (E.coli K99 ve C.perfringens tip C beta toksoidlerin) Uretimi ve
kalite kontrol testleri yapilmistir. Hazirlanan antijenler formiile edildikten sonra serum
hayvanlarina 6-10 kez uygulanarak hiperimmunizasyon yapilmis ve hayvanlarin
serumlari alinmistir. istenen antikor seviyesine ulasildigl tespit edilen antiserumlar
inaktivasyon, filtrasyon, konsantrasyon gibi proseslerden gegcirildikten sonra formiile
edilmis ve once laboratuvar ortaminda, daha sonra deney hayvanlarinda test
edilmistir. On deneme c¢alismalarinin olumlu sonuglanmasi ile hedef hayvanlarda
testler yapilmistir. Elde edilen kombine antiserum sterilite, zararsizlik, etkinlik ve
stabilite gibi ¢esitli kalite kontrol testlerine tabi tutulmustur. Yapilan ¢alismalar
sonucunda Uretilen antiserum standardize edilerek E. coli ve C. perfringens in sebep
oldugu hastaliklara karsi kullanilabilecek kombine antiserum elde edilmistir.

Kombine antiserumlar koruyuculuk 6zelliginin yaninda tedavi etme amaciyla da
kullanilabilmektedir. E.coli ve C. perfringens tip C etkenlerine karsi koruma saglayacak
bir antiserumun koruyucu ve tedavi edici amagla kullanilabilir olmasi ve antiserum
kullaniminin 6limlere karsi hizli ve glvenli bir koruma saglamasi iftlik sahipleri ve
veteriner hekimler tarafindan tercih edilmesini saglamaktadir.
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Akciger Kanserinde Yeni Terapotik Yaklasimlar: Nedir Bu Akciger
Kanseri Asisi?

Burcak Karaca

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Medikal Onkoloji Bilim Dali
Email: karacaburcak@hotmail.com

Akciger kanseri halen tiim diinyadaki kansere bagli en sik 6lim nedenidir. ileri evre
hastalikta medyan sagkalim 10 ay civarinda iken EGFR ve ALK inhibitorleri gibi
molekiler hedefleyici ajanlarin kullanimi ile hastaligin kaderi degisime ugramistir.

Timor immunolojisi alaninda yapilan g¢alismalar artmakta ve hedef antijenlerin
belirlenmesi ile immuno-terapotik yaklasimlar yeni tedavi trendini olusturmaktadir.

Kanser immunoterapisindeki temel amag, timor hicresi tarafindan gesitli yollarla
susturulmus olan immun sistemi yeniden aktive etmek ve timor hiicrelerini tanir hale
getirmektir. Bu konuda Ug¢ temel yaklasim s6z konusudur. Bunlardan ilki timorle ilgili
antijenlerin hedef alindigi monoklonal antikor aracili hiicre 6limdi, ikincisi non-antijen
spesifik immun sistem modilasyonu yapan check point inhibitorleri ve lglincisi de
timor iliskili antijenler araciligiyla immun sistemin T helper, T sitotoksik htcrelerini
uyarmayil ve uygun antikor olusumunun tetiklenmesi hedefleyen terapétik kanser
asllaridir.

iyi bir asinin iceriginde mimkiinse timér spesifik iyi bir antijen, tasiyici sistem, immun
sistemi tetikleyen bir adjuvan ve immun supresyonu engelleyebilecek modiilatér
molekiller bulunmalidir.

1.TAM PROTEIN ASILARI
1A. MAGE-3

Asi calismalarina bakildiginda ilk umut verici sonuglar Melanoma Associated Antijen-3
(MAGE-3) ile elde edilmistir. Bu proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle beraber
hem erken hem de ileri evde kuglk htcreli disi akciger kanserinde (KHDAK) pozitif
saptanmakta ve kotl prognozla iliskilendirilmektedir. Testis ve plasenta disinda
yalnizca timoér dokusunda bulunmakta ve KHDAK'de %20-50 oraninda MAGE-A3
ekspresyonu saptanmaktadir. Asi, purifiye MAGE- A3 rekombinan proteini ve H.
influenza protein D flizyon kompleksinden olusmaktadir. Faz Il calismasinda erken evre
(IB ve 1), opere 182 hasta dahil edilmis ve asl ile plasebo karsilastiriimistir. Hastaliksiz
sagkalim ve genel sagkalim sirelerinde asi lehine bir uzama gozlenmis olsa da
istatistiksel anlamli bir degere ulasilamamistir. Timor hiicrelerinde MAGE-A3 pozitifligi
kantitatif RNA PCR ile 6lgulmistir. Ayni asi Faz Il MAGRIT (MAGE-A3 as Adjuvant
NSCLC Immunotherapy) calismasinda opere evre IB - IlIA KHDAK hastalarinda
degerlendirilmis olup 2270 hastanin alindigi bu ¢alismanin sonuglari beklenmektedir.
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1B. TG4010

Musin6z glikoprotein-1 (MUC-1) epitelyal hiicre yiizeylerinde bulunan yiiksek oranda
glikolize bir transmembran proteindir. Normal hiicreler glikolipid, glikoprotein ve
serbest glikanlardan olusan kalin bir seker tabakasiyla kapl iken kanserde, hiicre
ylzeyindeki glikolizasyon bozulur ve bu durum sialic asid’in aberran ekspresyonuna yol
acar. MUC-1 pek cok kanser tipinde over-eksprese edilmektedir ve koti prognozla
ilintilidir. MUC-1'e karsi gelistirilen TG 4010, Ankara virusu kullanilarak MUC1 ve
interlokin-2 eksprese eder sekilde yapilmistir. Faz Il calismasinda ileri evre (IlIB-1V)
hastalarda ilk secim kemoterapi (KT) ve asi kombinasyonu sonrasinda idame asi
tedavisi ile KT tek basina karsilastiriimistir. Altinci ayda %43 hastanin progresyonsuz
oldugu gorilmustdr. Ayrica, tani aninda bazal aktive natural killer (NK) hicre sayisinin
onemli bir prediktif belirteg oldugu ileri sirilmustir. Bazal aktive NK sayisi yiiksek olan
hastalarda medyan genel sagkalim 10.3 ay iken, dusiik olanlarda 18 ay bulunmustur
(p:0.02). Faz lll- TIME ¢alismasi stirmektedir.

1C. CiIMAvax-EGF

CIMAvax-EGF (Kiba asisi), Human rekombinant EGF ile Neisseria meningitidis tabanh
taslyicl protein ve adjuvan olarak Montanide icermektedir. EGF'ye karsi antikor
olusturarak EGFR sinyal iletisini azaltmayi amaglar. ilk olarak ileri evre (stage IlIB/IV)
KHDAK'de 80 hastada ilk seri KT sonrasi en az stabil yanit verenlerde idame asi tedavisi
ile diger kolda tedavisiz izlem karsilastirilmis ve 60 yasindan geng, iyi antikor yaniti
olan hastalarda sagkalim avantaji gosterilmistir (11.6 ay vs 5.3 ay, p:0.01). Faz lil
calismasinda ise toplam 17 tlkeden 405 hasta dahil edilmis, 351 hastanin preliminer
verilerine gore, asi lehine genel sagkalim farki gézlenmistir (11.2 ay vs 7.7 ay). Ayrica
tedavinin 4. ayinda ylksek antikor titresi ( >1/4000) gelistirmis olmak immunolojik bir
surrogate marker olarak kullanilabilecek gibi gériinmektedir.

2.PEPTID ASILARI
2A. L-BLP25

MUCL’in 25 aminoasit dizisinin ard arda tekrarindan olusur. Faz Il galismasinda evre
I11B/IV olan ve kemoradyoterapi (KRT)/KT sonrasinda en az stabil yanit elde edilmis 171
hastada idame tedavi olarak asi tedavisi en iyi destek bakim ile karsilastirilmis ve
anlamli genel sagkalim farki saglanamamustir (17.2 vs 13 ay). Alt grup analizlerinde ise
evre IlIB ve es zamanl KRT alanlarda faydali oldugu goérilmistiir (medyan genel
sagkalim 30.6 ay vs 13.3 ay).

Faz Il galismasi, START’ta ( Stimulating Targeted Antigenic Responses to NSCLC) Evre
Ill, K-RT ya da KRT sonrasi hastalar 2:1 randomizasyon ile asi ve plasebo kollarina
ayrilarak degerlendirilmistir. Genel sagkalim farki olmamakla birlikte (25 ay vs 23 ay)
eszamanlh KRT alanlarda bu siire 30.8 ay vs 20.8 olarak saptanmistir. Diger bir Faz IlI
calisma INSPIRE devam etmektedir.
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3.GANGLIOZID ASILARI

Gangliosidler, en az bir sialik asid halkasi tasiyan glikosfingolipid molekiiller olup hiicre
ylzeyinde eksprese olur. NeuGc- GM3 ( Neu-glikolize sialik asit iceren ganglioside)
hemen hemen tim epitelyal tip kanser hiicre ylizeylerinde eksprese olan yaygin bir
antijendir. Racotumomab ise NGcGM3 antijenini taklit eden bir proteine karsi bir
antikordur. Erken sonuglari Gmit vericidir ve Faz Ill galisma sonuglari beklenmektedir.

4. TAM TUMOR HUCRESI ASILARI
4A. BELAGENPUMATUCEL-L (LUCANIX)

Isinlanmis dort farkh akciger kanser hiicre hattindan elde edilmis allojenik bir tam
timar hiicre asisidir. immiin sistemin baskilanmasi ve kisa sagkalimla ilintili olan TGF-
beta sinyalini hedef alan bir asidir. TGF-b2 antisense plasmid ile TGF-beta salgilamasi
engellenir.

Faz Il galismada ileri evre KHDAK hastalarinda kullanilmis ve %15 gibi ibr yanit orani ve
4 aylk progresyonsuz sagkalim siresi elde edilmistir. Faz lll- STOP galismasinda evre
IIIA-IV KHDAK olan 532 hastada, 1. seri KT sonrasinda idame tedavide asi ile plasebo
karsilastiriimis ve asi lehine 20.3 ay vs 17.8 ay seklinde bir genel sagkalim farki elde
edilmistir. Non-adenokanser grupta fayda olabilecegi diisiinilmektedir.

Sonuc¢ olarak akciger kanserinde asi tedavisi ile ilgili faz Il galisma sonuglari
beklenmekte ve ¢alismalar umut vaad etmektedir.
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Uroplakin 3A Proteininden Tiiretilen Antijenik Peptidin iki Farkli
Adjuvanla immiin Cevap Yanitlarinin Karsilastinlmal Olarak
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3BetU|—Ziya Eren Genom ve K6k Hiicre Merkezi, Erciyes Universitesi, 38039, Melikgazi, Kayseri
Email: kenanizgi@erciyes.edu.tr

GIiRiS ve AMAG: Kanser ya da normal dokuda Uretilen organ ya da dokuya 6zgi
imminojenik antijenler timori hedef alma adina kanser imminoterapide
kullanilabilmektedir. Bir 6nceki ¢alismamizda mesaneye 6zgl Uroplakin 3A (UPK3A)
proteini hedef alinarak T-hiicre aracii mesaneye spesifik otoimminite gelistirdik.
UPK3A mesane kanserlerinde de yuksek oranda ekspresyonundan dolayi iyi segilmig bir
antijen olup bu antijene karsi otoimmiin aracili immin cevap gelistirerek mesane
kanseri karsi asi gelistirmede kullanilabilir. UPK3A’dan tiiretilen bu peptidin mesane
kanseri asi c¢alismasinda kullanilmasi igin glgli bir immin cevap olusturmasi
gerekmektedir.

MATERYAL ve METOD: Bu calismada iyi karakterize edilmis UPK3A 65-84 peptit
immiinojenik tasiyici prtotein KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) ile konjuge edilip iki
farkli adjuvanla CFA (Complete Freund’s Adjuvant) ya da CpG (Cytosine-phosphate-
guanine) asilama yapilarak timor immiin toleransini kirmak igin giicli bir immin cevap
elde edilmesi amaglanmistir. Antijenin iki farkh adjuvanla kombine kullanimi ile
olusturulan immiin yanit antijene immiin hiicre proliferasyonu, sitokin ve immiin hiicre
yanitlari karsilastirmali olarak ELISA ve RT-PCR ile analiz edildi.

SONUGC: KLH konjuge peptidin CpG adjuvani ile kombine immiinizasyonu CFA
adjuvanina ile kombine immiinizasyonuna gore anlamli oranda daha yiksek oranda IL-
2, IFN-y, TNF-a, IL-17 sitokin tretimi ve daha fazla immiin hiicre (CD+4 T cell, CD8+ T
cells, NK cells CD11b, CD45) aktivasyonu gosterek glicli bir immin cevap gelistirdik.

TARTISMA: Sonug olarak KLH ile konjuge peptidin (UPK3A 65-84) CpG adjuvani ile
kombinasyonu fare mesane kanseri modellerinde yeni kanser immiinoterapi stratejileri
gelistirmek icin kullanilabilir.

TESEKKURLER: Bu proje Erciyes Universitesi BAP ve TUBITAK tarafindan desteklenmistir
(TCD-2013-4766 ve Proje no: SBAG 1135927)
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Monoklonal antikor Gretimi 1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan myeloma
hicresi ile dalak hiicrelerinin flizyon olusturulmasiyla ¢alisilmaya baslamistir. Boylelikle
hibridomalar hem kanser hiicreleri gibi sonsuz bélinme 6zelligi gésterirken hem de B
lenfositlerin antikor Uretme 06zelligi sahip olurlar. Son zamanlarda ozellikle kanser
immun terapide; kanser hucrelerinde yliksek miktarda tretilen molekullere karsi elde
edilen monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Over (yumurtalik) kanseri diinyada en
stk gorilen besinci, kadinlarda ise en sik gorilen ikinci kanser tipidir ve en 6limcil
olanidir. Yumurtalk kanseri genel olarak menopozdan sonraki dénemde gorilir.

TGF-B ailesine ait bir zar-gecen bir protein olan AMHR2 spesifik olarak over ve
testislerde bulunur ve ayrica AMHR2'nin prostat, meme ve insan ovaryum kanser
hicre hatlarinda ve over kanserlerinde eksprese oldugu bilinmektedir. Bu galismada
amacimiz; AMHR2'nin  hicre dist kismini hedef alan bir monoklonal antikor
Uretilmesidir. Bu kapsamda AMHR2 ekstraselliler domainini hedef alan bir peptid
dizayn edilerek, sentezlenmistir. Bu peptidle 3 kere asilanan farelerden alinan dalak
hicreleriyle, meyeloma hiicreleri arainda fiizyon olusturulmus ve hibridoma klonlari
elde edilmistir. Bu klonlar hiicre kiltir ortaminda biyutiilerek hedef peptide speisifik
baglanan antikorlari Greten klonalar segilmis, sonraki asamada bunlardan stabil olan bir
klon elde edilmistir. Bu klona ait hiicreler fareye enjekte edilmis ve timor asit sivisindfa
yuksek oranda speisifik monoklonal antikor varligi goésterilmistir. Devam eden
¢alismalarda uretilen monoklonal antikorun over kanser hiicrelerindeki AMHR2’ye
baglanma kapasitesi ve antikora dayali hiicresel sitotoksisite uyarma potansiyeli test
edilecektir.
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Meme Kanserinin Asi Tedavisi

Levent Yeniay
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Meme kanserinde gelisen yeni tedavi yontemlerine ragmen kansere bagl mortalitenin
en 6nemli nedenleri arasinda yer almaktadir. Bu nedenle yeni tedavi segenekleri yogun
sekilde arastiriimaktadir.

inflamasyon ve immiin sistemden kagisin kanser gelisiminin  karakteristik
dzelliklerinden oldugu artik bilinmektedir. immiin sistemin gesitli sekillerde manipiile
edilerek kanser hicrelerinin yok edilebilecegi hipotezi bu kavramlar Uzerine
olusturulmustur. Bu stratejide kullanilan yontemler antikorlar, imminomodulatérler ve
asilardir.  Konak¢i  immiin  sisteminin  kanser hiicrelerine karsi  aktif-pasif
bagisiklandirilarak yok edilmesi temeline dayan bu yaklasimin pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Tumor hiicre antijenlerine karsi olusturulan bu tip bagisiklik ile; uzun
siiren, rekkiirensleri 6nleyen, kolay uygulanabilen ve diisik toksisiteye sahip bir tedavi
saglanabilir. Boyle bir ajan kanserin tedavisinde oldugu gibi profilaksisinde de
kullanilabilir.

Patogenezinde viral etkenlerin yer aldigl kanser tirlerinde ( Serviks kanseri, karaciger
timorleri gibi) basarili asi tedavileri gelistirilebilmistir. Antijenik 6zellikleri daha az olan
solid organ timorlerinde ise heniliz bu basari yakalanmis degildir. Sadece prostat
kanseri (Sipuleucel-T) ve melanomada (ipilimumab) FDA onayi alinan asi ve
imminmodiilator tedaviler s6z konusudur. Meme kanserinde teorik olarak oldukga
cekici bu avantajlara ragmen yapilan klinik ¢alismalarda bu 6zelliklere sahip etkili bir asi
heniiz gelistirilememistir.

Giincel asi platformlari; Peptid asilari, DNA asilari, dentrik hiicre temelli agilar ve tam
hicre temelli asilardan olusmaktadir. Bu platformlarin avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Meme kanseri antijeni (Tumor-associated antigens, TAA’s) olarak en
cok calisilan hedefler HER-2 reseptori, karbonhidrat antijenler, telomeraz reverse
transkriptaz (hTERT) ve mucin-1'dir. Bunlarin igersinden en ¢ok klinik ¢alisma yapilan
HER-2 asilaridir. Ancak HER-2 pozitifligi tim meme kanserli hastalarda % 25-30’dur.

Anti timor asilarin baska molekiillerle kombinasyonlarida denenmektedir. Bunlar pasif
imminoterapi, imminomodilatérler ve anti-HER-2  molekiil  trastuzumab
kombinasyonlaridir. Klinik galismalarin hemen hemen hepsi faz 1 ve 2dlzeyindedir.
Meme kanserine ait yeni ve daha etkili hedef antijenler ve yolak molekiller halen
arastirilmaktadir.

Henlz rutin kullanima giren bir meme kanseri asisi olmamasina karsin, bu c¢alismalarin
ufku parlak gézikmektedir. Melanom, serviks tlimorleri ve akciger kanserlerindekine
benzer immiinterapotiklere ulasiima ihtimali yliksektir.
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DNA agilari, uygun bir vektor sistemine enfeksiy6z organizmanin antijenik bolgelerini
kodlayan gen bdlgesinin yerlestiriimesi ile olusturulmaktadir. DNA asilari daha ¢ok
salginlara neden olan enfeksiydz hastaliklarin tedavisi icin umut kaynagi olmustur.
Bununla beraber 6zellikle hiicre ici patojenlerle miicadelede DNA asilarinin hiicresel
bagisik yaniti uyarma kapasiteleri en énemli avantajlarindandir. Fakat DNA asilarinin
primatlarda ve insanlarda uyardigl bagisik yanitin istenilen diizeyde olmamasi, son
yillarda yapilan galismalarin DNA asilarinin etkinligini arttirmak Gzerine yogunlasmasina
neden olmustur. Bu noktada, adjuvanlar devreye girmektedir. Adjuvantlar genel tanimi
ile 6zglin asi antijenleri ile birlikte verildiginde antijene bagimli bagisik yaniti arttiran ve
siresini uzatan molekillerdir. Alum, saponinler, mikrokiireler, nanopartikiiller,
lipozomlar, polimerler asi formulasyonunda yer alan adjuvantlardir. DNA asi
vektorlerinin yapisinda yer alan sitokin, kemokin, stimulatér ve is1 sok protein gen
bélgeleri molekiiler adjuvantlar olarak kullanilir. immunostimulatér adjuvantlar; HSP70
(1st sok proteini 70), monofosforil lipid A, aluminyum tuzlari, sitokin plazmitleri,
polimerler;  polietilenimin ~ (PEl),  polimetakrilat,  B-siklodesktrin,  katyonik
poliaminoesterler, poloksomerler, polivinilprolidon (PVP), poli-d-laktik-ko-glikolik asit
(PLGA), aljinat, kitozan, poli-orto-ester polimerleri gibi nanomikro-partikillerdir.

DNA asilarinin etkinliginin arttinlmasinda apoptozun baskilanmasi 6nemli rol
oynamaktadir. Bu bakimdan apoptozu baskilayici Bcl-xL anti-apoptotik proteini
gelistirdigimiz cift promotorlu DNA asi plazmitine eklenerek molekiler adjuvant olarak
kullanilmistir.

DNA asi plazmitine eklenen Bcl-xL anti-apoptotik proteinin etkinligi, in vitro’da BHK-21
hiicrelerine yapilan transfeksiyon sonucu gésterilmistir (Gilce iz et al., 2012). Bu
calismada, Bcl-xL taslyan DNA asi plazmiti ile gegici transfekte edilen hiicrelerin kontrol
grubuna gore daha uzun yasadiklari gosterilmistir. Sap hastaligi ve Toksoplazma gondii
parazitine karsi gelistirilen DNA asilarinda da imminizasyonu sonucunda Th1l immin
yanitin arttigr gosterilmistir. Bcl-xL iceren DNA asisi ile immunizasyon sonucunda
sonucunda CD4+ ve CD8+ T-lenfositlerde antijen spesifik intraselller IFN-y’nin daha
yiiksek seviyede bulundugunu gosterilmistir (Giilge iz et al., 2013; Giilge iz et al., 2014).

Bcl-xL tasiyan plazmit ekspresyonunun; DNA asilamasinda hedef hiicrede uzatiimis
immin yanit elde edilmesi ve rekombinant protein lretiminde daha ylksek verimde
protein Uretimi icin uygun bir yaklasim oldugu duslintilmektedir.
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Son yillarda, asilarin uygulanmasinda girisimsel olmayan mukozal (oral, nazal,
pulmoner) ve dermal yollar Uzerinde ¢alismalar yogunlasmistir. Ancak, bu yollarla
uygulamada immin yanit disik olmaktadir. Girisimsel olmayan yollarla yapilan
bagisiklamada basarili olmak icin “uygun asi formilasyonlari”nin gelistirilmesi
gerekmektedir. Formiilasyon tasarimi gerek immin yanitin artirilmasi gerekse antijenin
in vitro (sicaklik vb. kosullarda parcalanmadan kalmasi) ve in vivo (bagisiklik sistemi
tarafindan alinincaya kadar fizyolojik kosullarda pargalanmadan kalmasi)
dayanikliiginin - korunmasi  yéniinden ¢ok ©nemlidir [1,2]. Ayrica, gelistirilen
formilasyonun kolay uygulanabilir olmasi da hasta uyuncu agisindan 6nemlidir.
Girisimsel olmayan yolla uygulamak amaciyla farkli formulasyon sekilleri gelistirilmistir.
Ozellikle adjuvanlar ve tastyici sistemlerden yararlaniimaktadir [3]. Bazi durumlarda
gelistirilen formilasyon hem adjuvant hem de tastyii gérevi gormektedir. Uzerinde en
¢ok calisilan adjuvant/taslyici sistemler arasinda partikiler sistemler bulunmaktadir [4].
Bunlar patojene benzer 6zelliklere sahip olacak sekilde tasarlanirlar, ve bu sayede
immiin sistem tarafindan patojenlere benzer sekilde alinir, bu sekilde adjuvant 6zelligi
de gosterirler Bu sunumda, mukozal ve dermal yolla uygulanan agi formilasyonunun
Ozellikleri 6zetlendikten sonra bu amacla kullanilan tasiyici sistemler /adjuvanlar
tartisilacaktir. En son olarak da grubumuz tarafindan bu konuda yapilan ¢alismalardan
bahsedilecektir [5-8].
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Dunyanin en 6nemli biyoteknoloji urlinlerinden biri olan konjige pndmokok asisi
Prevenar 13®(in Turkiye’deki Gretim tesisi, Pfizer ve Mefar isbirligi ile 13 Kasim 2012
itibariyle hizmete acilmistir. Bu tesiste formilasyon asamasindan baslayacak sekilde
gerceklestirilen asi Giretimi, Tirkiye’yi Amerika Birlesik Devletleri ve irlanda’dan sonra
Pfizer'in diinya capindaki Uglinci Gretim merkezi konumuna getirmistir. Mevcut
durumda (lkemizdeki yillik yaklasik 7 milyon doz Pnomokok asisi ihtiyacina cevap
verecek seviyede c¢alisan bu tesisin kurulmus olan kapasitesi ilerleyen vyillarda
artabilecek ihtiyaglara cevap verecek sekilde planlanmistir.

Ulkemizi kendi ihtiyaci icin Pnémokok asisi {iretecek altyapi ve teknolojiye sahip ilk ve
tek tlke konuma getiren bu 6zel projenin hayata gecirilmesi, T.C. Saglk Bakanligi ve
Pfizer arasinda yapilan anlasma gercevesinde, Pfizer’in finansal, teknoloji ve know-how
destegi ve Mefar’in steril enjektabl Griin Gretim konusundaki yiksek tecriibe ve bilgi
birikiminin birlesmesi sonucunda mimkiin olmustur. Yaklasik 2 sene siiren yogun ve
zorlu bir ¢alisma sonucunda tamamlanmis olan bu proje ve kapsamindaki teknoloji
transferi ile formilasyon, dolum, ambalaj, kalite kontrol testleri, serbest birakma, asi
takip sistemine uyumluluk, ve soguk zincir depolama ve sevkiyata hazirlik sureglerinin
tamamini kapsamaktadir. Projenin hayata gecirilmesi icin Pfizer Turkiye’den 35 kisilik
bir proje ekibi, Pfizer'in global lretim merkezlerinden 25 kisilik uzman bir ekip ve
Mefar’dan 30 kisilik bir ekip birlikte calismis, siire¢ boyunca taraflar arasindaki hukuki,
ticari ve teknolojik alanlarda ¢6ziim odakh yaklasimlar sonraki siiregler igin 6nemli bir
basari kriteri olarak ortaya ¢ikmistir.

Formiilasyon asamasindan itibaren asi tretimi konusunda tlkemiz igin ilkleri barindiran
bu proje icin hazirlanan 800 adimlik detayli proje planinin ana basliklari su sekildedir;

=  Proje Plani ve Proje Ekibinin olusturulmasi
= Uretim tesisi ve ekipman yatirimlari
= Personel egitimleri
= Uretim siregleri
=  Analitik metot ve kalite kontrol testleri transferleri
=  Deneme lretimleri
=  Validasyon Uretimleri ve stabilite ¢alismalari
= Yerli Gretim ruhsatlandirma sireci
= Soguk zincir hazirlama ve sevkiyat prosesleri dizayn ve kalifikasyonlari
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Ulkemize kazandirdigi bilgi birikimi ve tecriilbe acisindan da son derece degerli
olduguna inandigimiz bu uzun soluklu proje ve teknoloji transferi siirecinin basarili bir
bicimde gerceklemesini saglayan en 6nemli kritik bilesenleri su sekilde siralayabiliriz:

= Projeile ilgili resmi kurumlarin yol gosterici yaklasimi ve destegi
= Detayli proje plani, hazirlik ve takibi

=  Proje ekip Uyelerinin tecriibe ve motivasyonu

=  Proje ekip tyeleri ve yonetim grubu iletisim ve takip plani

=  Teknolojiyi transfer edebilme becerisi

Atilmis bu degerli adimin yetismis insan kaynagimiz ve sektor paydaslarimizin degerli
katkilariyla daha da ileriye tasinabilecegine inaniyoruz.
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Beseri Asilarda Ulkemizdeki Mevcut Durum, Planlananlar ve Yapilanlar

0. Mutlu Topal

Keymen ilag Sanayi ve Ticaret A.S.
Email: omtopal@keymen.com.tr

Beseri asi uygulamalari ile ilgili en eski bilgi M.0O. 590 yilinda Cin'de Sung Hanedani
doéneminde cicek hastaligindan korunmak igin ciltteki iltihaph maddenin saglikli kisilerin
burnunun igine verilmesidir. 1721'de Edirne'de ingiltere Biyikelgisinin esi olan Lady
Mary Wortley Montegue ingiltere'ye yazdigi bir mektupta "istanbul'da cigcek hastaligina
karsi "asl" denilen bir sey (varilasyon metodu) yapildigini" yazmistir. Bu mektup asi
yapimina iliskin en eski belgedir.

1885'te diinyada ilk defa gicek asisi uygulamasi icin Osmanh’da kanun gikariimigstir.
1886 yilinda kuduz asisinin dretilip uygulanmasi igin L. Pasteur’un laboratuvarina
egitime gidilmesinin akabinde 1887 Ocak ayi basinda kuduz asist Osmanli’ya getirildi ve
Mekteb-i Tibbiye-i Askeriye-i Sahane’de ilk kuduz asisi liretildi. Kuduz asisinin kesfinden
sadece Ug¢ yil sonra, istanbul'da kuduz asisi Uretiimeye baslanmistir. Bu merkez,
Dinya'nin Gglnci, Dogu Ulkelerinin ise ilk kuduz hastaligi tedavi merkezi olmustur.
1892°de ilk gicek asisi Gretim evi kurulmus ve 1927 de verem asisi tUretimi baslanmistir.
Diger asilarin Gretimi ile gelisen sire¢ 1998 de tim asilarin Gretiminin fiilen
durdurulmasi ile sonlanmistir.

Ulkemizde cocukluk dénemi asi takvimi ve erigkin dénemi asi uygulamalari Saghk
Bakanligi tarafindan yirutilmektedir. Cocukluk donemi asi programinda %95 leri asan
oranlarda asilama oranlarina ulasiimisken, eriskin dénemi asi uygulamalarinda asilama
oranlari cok dusiktdr.

Halen Ege, Erciyes, Dokuz Eyliil, Ankara ve Hacettepe Universiteleri ile ODTU de asi
Uretilmesine yonelik bazi calismalar sirdirilmektedir.

Asl Uretiminde ki ana basamaklar

1-Propagasyon

2-izolasyon

3-Purifikasyon

4-Formiilasyon
olup, formilasyonun akabinde dolum ve ambalajlama ile Grin pazara sunuma hazir
hale gelmektedir.
1998 yilina kadar beseri asi Uretimlerinin tim asamalar tlkemizde yapilmakta idi. 1998
ile 2010 yillari arasinda llkemizde yeniden asi Uretimine baslanmasi igin yapilan pekgok
toplanti ve g¢alisma olmakla beraber bir sonuca ulasilamamistir. 2010 yilinda Sanofi
Pasteur, 2013 yilinda BB-NCIPD ve 2014 yilinda Sinovac — Keymen firmalari Mefar ila¢
da formiile edilmis doluma hazir bulk asilarin tlkemizde dolumu ve ambalajlanmasi
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sireclerine baslamistir. 2012 yilinda Pfizer firmasi Uretimde bir 6nceki basamaga
gecerek asinin formiilasyonunu Mefar ilag da yapmaya baslamistir.

Ulkemizde tekrar beseri asi iretiminin baslamasi icin uzun yillardir ¢caba harcayan
firmamiz Keymen ilag ise 2013 yilinda Hacettepe Universitesi ile imzaladigi protokol
kapsaminda Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ile ortaklasa bir Asi Gelistirme
Laboratuvarini agmak icin hazirliklarina devam etmektedir. Ayrica komple yeni bir tesis
kurmak icinde gerekli planlamalarini ve hazirliklarini yapmakta olan Keymen ilag, cok
yakin bir gelecekte beseri asi Uretimine baslamayi hedeflemistir.
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Asi Uretiminde Gelecegin Uretim Tesisleri-Prosesleri

Omer Cem ERDEM

Sartonet Seperasyon Teknolojileri Ltd. Sti.
Email: cem.erdem@sartonet.com

GlnUmuz Asi ve Biyoteknoloji piyasasinda lider olmanin en bagslica sirri, piyasada diger
biitiin rakiplerden daha hizli olmaktan ve piyasada ilk olabilmekten gegiyor. Ozellikle
“Gelecegin Tesisi” ile ilgili beklentiler incelendiginde, gelecegin tesislerinden en 6nemli
beklentinin degisen piyasa sartlarina ve beklentilerine en kolay adapte olabilecek
prosese sahip olmasi, kolayca yeniliklere ve yeni gelismelere adapte olabilen bir proses
olmasi goriliyor.

Acaba, “Gelecegin Uretim Tesisi” beklentileri ile baktigimizda, Asi Uretim tesisleri igin
“Konvansyonel Paslanmaz Celik- Cok kullaniml” sistemler mi daha avantajh olacaktir?
Yoksa en iyi ¢6zim “Tek- kullanimhk” ¢éziimler midir? Ya da bu iki teknoloji prosesin
hangi basamaklarinda birlikte kullanildiginda sizlere faydali olabilecektir.

Bu iki soruyu ele alirken degelerireceginiz en 6nemli parametreler nelerdir? “Tek
Kullanimlik” Grinler, korkuldugu kadar pahali ve maliyet arttiran Grinlermidir? Aca
hangi alanlarda  kullanildiginda  hayatimizi  kolaylastirabilecek,  maliyetleri
azaltabilecektir. Ya da Asi Uretiminin hangi basamaklarinda “Singe-Use” kullanimi
disinulmemelidir?

GliniUmuz Bioproseslerinin en 6nemli ve lizerinde en ¢ok vakit harcanilan bu sorusu ile
ilgili hem yatirnmci hem de kullanici agisindan en genis ve kritik bilgileri paylasacagimiz
bu sunumda farkli Gretim teknolojilerinin fayda ve avantajlarini sergilemeye calisacagiz.
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Ulkemizde Asi Kalite Kontrol Analizleri ve Seri Serbest Birakilmasi

Mehmet Kiirsat Derici

Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Birimi Sthhiye/ Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: kursat.derici@titck.gov.tr

Laboratuvarlarimiz, 1262 sayili Umumi Hifzissihha Kanunu geregi ila¢ kontrollerini
yapmak amaciyla, 1935 yilinda Hifzissihha Enstitiisiinde ‘Farmakodinami subesi’ adiyla
kurulmustur. 1984’de ilag ve Kozmetikler Arastirma Miidiirliigii adiyla ilag, kozmetik ve
tibbi cihazlarin kalite kontrol analizlerini yapmakla gorevlendirilmistir. Bu vyapl,
02.11.2011 tarih ve 663 sayili Kanun Hiikmiinde Kararname ile “Tiirkiye ilag ve Tibbi
Cihaz Kurumu” adini almis olup gorevini, halen Destek ve Laboratuvar Hizmetleri

Baskan Yardimciligi’'na bagh olarak Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi

altinda, Tibbi  Biyolojik  Uriinler Laboratuvarlari  olarak siirdiirmektedir.

Laboratuvarimizin gérev ve sorumluluklari;

o Uretilen/ithal edilen biyolojik Griinlerin (asi, bagisik serum, kan {riin) ulusal ve
uluslararasi (Diinya Saghk Orgiiti, Avrupa Farmakopesi vb.) diizenlemeler
dogrultusunda kalite, glivenlik ve etkinlik kontrollerinin gergeklestirmek ve Seri
Serbest Birakma Sertifikasi vermek.

e Biyoteknolojik ve allerjen driinlerin, Beseri Tibbi Uriinler Ruhsatlandirma
Yonetmeligi dogrultusunda CTD formatinda yapilan ruhsatlandirma talebi ile
gonderilen basvurularinin  ve varyasyon degisikliklerinin dosya bazinda
incelemelerini ve analizlerini yapmak

e Biyolojik Grlnlerin seri kontroll, sikayet ve PGD c¢ercevesinde (riinlerin
analizlerinin yapmaktir.

Bu kapsamda, laboratuvarimiz Tiirkiye ilag veTibbi Cihaz Kurumu ve Tirkiye Halk
saghg kurumundan ruhsat, ithal izni, sikayet, piyasa denetimi veya satinalma
basvurusu ile gelen bakteriyel (BCG, ppD, Bogmaca, Difteri, Tetanoz, Pnomoni,
Menenijit, HIB vb.) ya da viral asilarin (Polio, Kizamik, Kizamikgik, Sucicegi, Kabakulak,
Kuduz, Influanza, Hepatid A, Hepatid B, HPV vb.), immun serumlarin (Difteri, Tetanoz,
Akrep, Yilan, Kuduz), allerjen trlnlerin, biyoteknolojik trlnlerin (Eritropoietin, insilin,
monoklonal antikorlar vb.) ve Kan drinlerinin (faktor, albimin, heparin vb.) raf 6mri
spesifikasyonunda bulunan tim kalite kontrol testlerini uygulamaktadir. Bu testler
genel olarak; sterilite, fiziko-kimyasal, biyokimyasa, immunokimyasal testler gibi in-
vitro testleri ve pirojenite, biyolojik aktivite, akut toksisite gibi in-vivo testleri
icermektedir.

Laboratuvarimiza ortalama yilda 500 kadar {rin basvurusu olmakta, bu drin
analizlerinde yaklasik olarak yilda 16.000 CD1 tirl fare, 200 New Zealand tiiri tavsan,
600 Dunkin Hartley tiiri kobay kullanilmaktadir. 2014 yilinda tamamlanan IPA projesi
ile laboratuvarimizin uluslararasi akreditasyonu ve EDQM/OMCL agina katiimasi
konusunda ¢alismalar halen devam etmektedir.
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Genisletilmis Bagisiklama Programi

Osman Topag

T. C. Saglik Bakanhgi, Tiirkiye Halk Saglik Kurumu, Asi ile Onlenebilir Hastaliklar Dairesi
Email: topacosman@gmail.com

GBP Bogmaca, Difteri, Tetanoz, Kizamik, Kizamikgik, Kabakulak, Tuberkiloz,
Poliomyelit, Hepatit B, Hepatit A, Su Cicegi ve Hemofilus influenza tip b’ye bagl
hastaliklarin morbidite ve mortalitesini azaltarak, bu hastaliklari kontrol altina almak ve
hatta tamamen ortadan kaldirmak amaci ile hassas yas gruplarina enfeksiyona
yakalanmalarindan o6nce ulasip bagisiklanmalarini saglamak icin yapilan asilama
hizmetlerini icerir. GBP akademisyenlerden olusan Bagisiklama Danisma Kurulu’nun
(BDK) bilimsel destegi ve 6nerileri dogrultusunda yurutilmektedir.

GBP Hedefleri:

Her bir antijen igin etkinligi korunmus asi ile tlke genelinde %97 asilama oranina
ulasmak ve devamliligini saglamak,

12-23 aylik bebeklerin %90’ini tam asili hale getirmek,

5 yas alti (0—59 aylk) asisiz ya da eksik asili cocuklari tespit edip asilamak,

Okul gagi cocuklarinin rapel asilarini tamamlamak,

Tespit edilen tiim gebelere uygun tetanoz difteri asisi dozunu uygulamak,

Ulkenin poliomyelitten arindiriimis durumunu siirdiirmek,

Maternal ve Neonatal Tetanozun eliminasyonunu siirdiirmek,

2015 yilina kadar yerli kizamik virtisiind elimine etmek,

Kizamikgik ve Konjenital Rubella Sendromunu kontrol altina almak,

Difteri, Bogmaca, Hepatit-B, Hepatit A, Sucicegi, Tuberkiloz, Kabakulak ve
Hemofilus influenza tip b’ye bagli hastaliklari kontrol altina almak,

Asi glivenligini sirdirmek,

Kayit bildirim sistemini gliclendirmek,

Toplumun katimini saglamak olarak belirlenmistir.
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GBP Hastalik programlari

GBP kapsaminda takip edilen hastaliklara 6zel hastalik kontrol programlari:
e  Polio Eradikasyon Programi
e  Kizamik Eliminasyon Programi
e  Maternal ve Neonatal Tetanoz Eliminasyon Programi
e Hepatit B Kontrol Programi

1. Diger Hastalik Kontrol Programlari:

a. Difteri

Bogmaca
Kizamikgik ve Konjenital Rubella Sendromu
Kabakulak
Hemofilus influenza tip b
Tiberkiloz
Hepatit A
Su Cicegi

Sm 0 op T

Soguk zincir

Soguk zincir, bir asinin etkinligini Gretiminden kisiye uygulanana kadar koruyan ve
ihtiyaci olanlara yeterli miktarda etkin asinin ulagsmasini saglayan insan ve malzemeden
olusan sistemdir. Kullanilan asilar etkin degilse, %100 asilama oranlarina ulasilsa bile
bagisik bir toplum olusturma hedefine ulasilamayacaktir. Tim asilar 1siya hassastir.
ideal sicaklik +2 - +8 C’dir. Yiiksek 1s1, kiimiilatif is1 artisina maruziyet ve donma asilarin
etkinligini bozar. Ayrica BCG, Kizamik, KKK, Kizamikcik asilari glines 1sig1 gibi
ultraviyoleye de hassastir.

Asi sonrasi istenmeyen etki (ASIE):

Asi uygulanan bir kiside, asi sonrasi ortaya ¢ikan, bilinen asi yan etkisi ya da asiya bagli
oldugu disiiniilen herhangi bir istenmeyen tibbi olay ASIE olarak tanimlanmaktadir.
Ulkemizde kullanilan agilar DSO tarafindan 6nerilen ve onaylanan lyi Uretim
Prosedirleri  (GMP) kurallarina  uygun Uretilmis ve uluslararasi referans
laboratuarlarinda test edilmis olan asilardir. Ayrica kullanilacak Ulusal Referans
Laboratuarlarimizda da test edilmekte ve uygun oldugu kanitlanan asilarin kabuli
yapilmaktadir.

ASIE izleme sisteminin temel amaci asilama hizmetinin kalitesini iyilestirmek ve
asilamanin kabul edilebilirligini arttirmaktir. Bu amaca ulasmada uygulanacak
stratejiler; 1. Meydana gelen istenmeyen olgulari dizenli olarak izlemek, analiz etmek
ve yorumlamak, 2. Ciddi istenmeyen etkiler gorildiginde bunlarin asiya bagh olup
olmadigini ortaya koymak, 3. Program uygulama hatalarina neden olan sorunlara
miidahale etmek, 4. Asi yan etkilerinde beklenenin Uzerinde bir yikselis gorilirse
miidahale etmek, 5. Midahaleler ve uygun iletisim kanallari ile halkin asilama
programina giivenini saglamak olarak belirlenmistir.
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Isi ve stok takip sistemi

e Asi ve antiserumlarin retiminden uygulandigi ana kadar hangi isi araliklarinda

kaldiginin Bakanlik, Halk Saghgi Madurlaga, TSM, ASM ve diger saglik kuruluslarinca
takibi, SMS ve e-posta ile alarm verilmesi.

e Asi ve antiserumlarin stok takibi, karekodun okutularak kisilere uygulanmasi, T.C.
No. ile Seri ve Lot Numaralari eslestirilmesi ve Saglik Net ile entegrasyonu.
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Ulusal Asi Kapasitesini Gelistirmeye Yonelik Politikalar

Emin Turan

Sanofi Pasteur A.S.
Email: emin.turan@sanofipasteur.com

Ulusal Asi Kapasitesi (UAK), bir ilkede agsilar ile ilgili Ar-Ge, Uretim, Stoklama ve
Dagitim konusunda yerel yeterlilik diizeyi olarak tanimlanabilir. Bu konusmada 6zellikle
yerli asi Gretimini destekleyici politikalar tizerinde durulacaktir.

Halk saghginin iyilestirilmesinde temiz su kaynagindan sonra en biiyik etkiye sahip olan
saghk uygulamasinin asilama oldugu bilinmektedir. Dinyanin bircok lkesi, asiyi
stratejik oncelik olarak gérmekte ve Ulkenin UAK'nin gelistiriimesi i¢in politikalar
uygulamaktadir. Ayrica Ulkeler Gstlu kuruluslarin politikalari da dinya geneli asi
kapasitesi agisindan daha fazla 6nem kazanmaya devam etmektedir.

Diinyada asi ve bagisiklama “ekosistemi”, 19.ylzyilda E. Jenner, L. Pasteur gibi “Asi
Onciileri” ve ardindan vyiizlerce ulusal asi Ureticisinin ortaya ciktigi ilk iki dénemle
baslar. Takiben Global Asi Programlari ve Genisletilmis Bagisiklama Programi
kavramlari yerlesmis, Cicek hastaliginin eradikasyonuyla bagisiklamanin 6nemi iyice
belirginlesmistir. Artan kapasite ihtiyaci ile birlikte “Daralma” donemi baslamis; bir¢cok
Uretici ylUkselen standartlarla tretimi sirdirememis, ciddi Grin yokluklari yasanmistir.
Gilnlimuzde ise bir yandan biylk filantropistler ve Batili Ulkeler, GAVI benzeri
kuruluglar kanalyla asiya erisimi yayginlastirmaya g¢alismakta, bir yandan bircok ulke
UAK’ni gelistirmeyi amaclamaktadir.

Ulkelerin UAK’ni giiclendirmek istegi, temelde “Ekonomi” ve “Saghk Stratejisi”
onceliklerine dayanir. Ekonomik nedenler, asinin yiksek (biyo)teknoloji Girlini olmasi,
yuksek katma deger ve nitelikli isglicii yaratmasi, ithalat bagimliligini azaltmak, ihracati
desteklemek olarak Ozetlenebilir. Saghk Stratejisi icinde asiya erisim (yokluklardan
etkilenmemek), guvenlik (epidemi/pandemi durumlarinda asiya ulasim) ve
Ulkeye/bolgeye 6zel hastaliklara karsi dnceliklendirme sayilabilir.

UAK’nin gelistirilmesi i¢in Glkenin inovasyon ve yatirim iklimi en 6nemli faktorlerdir.
Uygun inovasyon iklimi icin Universitelerin arastirma kapasitesi, teknoparklar,
destekleyici programlar, ulusal enstitiler, patent ofisleri gibi faktérlerin varlg
dnemlidir. Yatinm iklimi ise, gesitli kanallarla verilebilecek tesvikler, dillii yarismalar,
patent haklarini koruyan yasalarla gelisir.

UAK’'ni gelistirmeye yonelik programlarin verimli olmasi igin stabil, uzun soluklu
olmalari 6nemlidir. Agi yiksek yatirim gerektiren, know-how’a bagimli, uzun suregleri
iceren, degisen standartlarla sirekli yatinm gerektiren bir Grindidr ve destek
programlari bu durumu goéz 6nline almalidir. Bazi gelisen (ilkelerde zamanla degisen
politikalar, asi yatirimlarinin verimsizlesmesi, hatta sonlanmasi sonucunu dogurmustur.
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Bir diger faktor, politika ve tesvik planlarinin gercekei, uygulanabilir ve kademeli
projelendirme temeline dayal hazirlanmasi ve takip sisteminin iyi kurulmasidir. Tesvik
edilecek projenin karmasikhgi, uygulama siiresi ve kademeleri dikkatle ele alinmalidir.
Asi projelerinde gerekli altyapi ve ilgili deneyim olusmadan daha karmasik agamalara
gecmek, ilk adimlarda yakalanabilecek basarilarin da diismani olabilir.

Bugtlin birgok tilke UAK'ni gelistirmek igin politikalar ve tesvik modelleri gelistirmekte,
bu dlkelerin bircogu asi ihracatini da hedeflemektedir. Bu anlamda lkelerin
programlarini olustururken ne tir asilar destekleyeceklerinin kararini, yerel ihtiyaclara
ek olarak diinya genelindeki mevcut durumu ve uzun vadeli senaryolari da dikkate
alarak kararlastirmalari, projelerin hem kisa, hem de uzun doénemli basari ve
devamhhgini teminat altina alacaktir.

Son olarak, asi ile ilgili projelerin “alici-satic1” iliskisinden ¢ok, bir “Halk Sagligi Ortaklig”
yaklasimi igerisinde degerlendirilmesi ve uygulanmasi biyik 6nem tasir. Destekgi
tarafinda sadece ekonomik parametrelerin, uygulayici tarafinda ise sadece kisa vadeli
kazancin 6n planda oldugu bir asi projesi, risk altindadir. Asi projeleri ¢cogunlukla
karmasik ve sirekli gilincelleme gerektiren siregleri icerirler. Ortaklik felsefesi ile
ylrdtulen projelerin, baslangi¢c anindan itibaren basariya ulasma sansi daha yiiksektir.

Ulkede yeni, basarili her asi projesi uygulamasi, tilkedeki know-how’i ve en énemlisi
kalifiye ¢alisan sayisini artiracak, bu kisilerin zamanla farkh Gretim uygulamalarinda ve
projelerde yer almasi Ulusal Asi Kapasitesini gittikce daha biiylik bir hizla artiran
faktorler olacaktir.
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Poster Konusu: Asi adayi antijen kesfi ve tasarlanmasi

P-1
Kutanoz Leishmaniasis’e Karsi Tani Kiti Olusturmak Uzere Hibridoma
Teknolojisine Dayali Poliklonal Antikorlarin Uretilmesi

Adil Allahverdiyev, Asli Pinar Zorba, Melahat Bagirova, Giilnaz Yildirnm Koken,
Emrah Sefik Abamor®

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Bolimii, Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 341220 Tiirkiye
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GIRIS ve AMAC: Leishmaniasis Diinya Saglik Orgiiti’niin belirledigi Tropikal Hastaliklar
Listesi'ndeki 6 hastaliktan biri olup, dinyanin ve dlkemizin ciddi halk sagligi
problemlerinden biridir. Hastaligin yaygin olmasinin nedenlerinden biri hastaligin
tedavisinde yasanan zorluklar ve simdiye kadar etkin bir asinin gelistirilememesidir.
Ayrica hastaligin tanisinda gesitli yontemler mevcut olmasina ragmen, hala altin
standart olan bir tani yontemi gelistiriimemistir. Bu agidan ginimizde hibridoma
teknolojisine dayali tani kitlerinin gelistiriimesine daha ¢ok &nem verilmektedir.
Dunyada kutandz leishmaniasisin etkeni olan L.tropica’nin farkh epitoplarina 6zgu
hibridoma teknolojisine dayali yapilan calisma sayisi oldukca azdir. Ulkemizde ise bu
konuyla ilgili herhangi bir calismaya rastlanmamaktadir. Bu calismada ilk kez olarak
L.tropica’nin antijenlerine karsi hibridoma teknolojisine dayali poliklonal antikorlarin
Uretilmesi incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: Dondurup-¢ozme yontemi kullanilarak L.tropica’dan tim
antijen eldesi gerceklestirilerek, antijenler 6-8 haftalik Balb-C farelere farkh adjuvantlar
araciligiyla verildi. imminizasyon sonucunda en yiiksek yanit alinan fareler servikal
dislokasyon yontemi ile éldurilerek dalaklarindan B-lenfosit izolasyonu yapildi ve es
zamanh olarak Azoguanin-8'e maruz birakilmis myeloma hiicreleri(P3-X63-Ag8.65) ile
polietilen glikollin araciligiyla fiizyonu gergeklestirildi. Flizyon sonrasi hiicrelerin segici
besiyeri icerisinde eliminasyonu saglanmis olup, hibridoma hiicrelerinde olusan
L.tropica antijenlerine karsi antikor yanitlari belirli glinlerde ELISA kaplama yapilarak
incelendi.

SONUG: Fuizyon sonrasi 10. ve 20. Glnlerde yapilan ELISA sonuglarina gore hibridoma
hicrelerinin belirli titrelerde tiim L.tropica parazit antijenlerine karsi antikor yaniti
olusturdugu saptandi. 20.glin sonundaki ELISA sonucunda antikor miktarinin 10.glin
sonunda yapilan ELISA sonucuna goére daha yiiksek seviyede oldugu tespit edildi.

TARTISMA: Dondurma ¢6zme yontemi ile elde edilen L.tropica parazitlerinin antijen
kokteyllerine karsi olusan B-lenfositleri ile myeloma hiicrelerinin fliizyonu sonucunda
olusan hibridomalarin poliklonal antikor trettigi ve tani amagh kullanilabilecegi ortaya
¢ikmistir. Calismalarimizin sonraki asamasinda alt klonlamaya gegilerek L.tropica’ya
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karsi monoklonal antikorlarin elde edilmesi, tani kitinin gelistiriimesi ve kitin kiitan6z
leishmaniasis ile enfekte olmus deney hayvanlarinda ve hastalik agisindan endemik
olan bolgelerdeki hastalar tizerinde incelenmesi planlanmaktadir.

TESEKKURLER: Bu c¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.STZ.2013-2). Ayrica myeloma hticre hattini tarafimiza
saglayan Ege Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. S.
ismet Deliloglu GURHAN’a ve Ars. Gér. Mehmet Ozgiin OZEN’e tesekkiir ederiz.
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HER2 pozitif meme kanserine karsi asi adayr antijenik epitoplarin
biyoinformatik yéntemlerle belirlenmesi
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GIRIS ve AMAC: ErbB2 geninin (iriinii olan epidermal biiyiime faktérii 2 (HER2)'nin fazla
ekspresyonu meme kanserinde timor agresifligi ve zayif prognoz ile iliskilidir ve HER2
pozitif meme kanserleri tim meme kanserlerinin yaklagik olarak %20’sini
olusturmaktadir. Bu sebeple HER2 meme kanseri hastalarinin tedavisinde kritik bir
hedef haline gelmistir.

Bu c¢alismada sican HER2 pozitif timoéri olusturulan fare modeline karsi sigan HER2
ekstraseliiler domainin biyoinformatik yontemlerle incelenip klinik dncesi ¢alismalarda
kullanilmak tzere antijenik epitoplarinin saptanmasi hedeflenmistir. Calismanin diger
bir hedefi ise hayvan modelinde g¢alismalar sonrasinda klinik ¢alismalarda kullanilmak
Gzere insan HER2 ekstraseliiler domainin biyoinformatik yoéntemlerle incelenip
antijenik epitoplarinin saptanmasidir.

MATERYAL ve METOD: Antijenik epitop belirleme programi, Immunoepitope Database
and Analysis Resource (www.iedb.org) kullanilarak MHC-1 hiicre epitoplar
saptanmistir. Sican HER2 ekstraselller domaini icin MHC-1 analizi; siniflama yizdesi
2.5’ten kiglk olacak sekilde segilerek yapilmistir. Ayrica immiin epitop seciminde HER2
ekstraseliiler domaini tGzerinde daha 6nce imminojenitesi gosterilen 1-106, 267-376 ve
487-596 aa (amino asit) dizileri de dikkate alinmistir (1). insan HER2 ekstraseliiler
domaini igin MHC-1 analizi ise; HLA-A*02:06, HLA-A*31:01, HLA-B*35:01, HLA-B *54:01
allelleri i¢in ve siniflama yiizdesi 2’den kiiclik olacak sekilde segilerek yapilmistir (2).
Ayrica Trastuzumab, Pertuzumab baglanma bélgeleri ve heterodimerizasyon bélgesi de
dikkate alinmistir (3).

SONUG: Sigan HER2 ekstraselliler domaini Uzerinde 11 adet 2.5’ten kiguk 15 aa’hk
immin epitop belirlenmistir. Bu epitoplarin 9 adedinin daha 6nce calismalarda
imminojenisitesi gosterilen 1-106, 267-376 ve 487-596 aa pargalari Uzerinde
bulundugu 2 adedinin ise bu parcalarin disinda kaldigi gériilmistiir. insan HER2
ekstraseliiler domaini Gzerinde ise 144 adet siniflama yiizdesi 1 ve 1’den kiiclk aa dizisi
saptanmistir. Bu aa dizilerinden 12 adedi daha 6nce meme kanseri hastalarinda fazlalig
gosterilen HLA-A*02:06, HLA-A*31:01, HLA-B*35:01, HLA-B *54:01 allelleri Gizerindedir.
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TARTISMA: Bu calismada sican HER2 ekstraselliler domaini izerinde belirlenen 9 adet
15aa’lik immin epitopun klinik 6ncesi fare modelinde DNA ve rekombinant protein
asisi seklinde kullanilabilecegi disiiniilmektedir. insan HER2 ekstraseliiler domaini
Uzerinde belirlenen 12 adet immin eptobun ise fare galismalarinin ardindan klinik
¢alismalarda DNA ve rekombinant protein asisi seklinde kullanilabilecegi
disinulmektedir.

KAYNAKLAR:

1. Marchini, C., Kalogris, C., Garulli, C. et al., 2013, Tailoring DNA vaccines: designing
strategies against HER2-positive cancers, Frontiers in Oncology, 3(122): doi:
10.3389/fonc.2013.00122.

2. Tsuda, B., Kametani, Y., Goto, Y., etal., 2012, A Human B cell receptor epitope-
based erbB-2 peptide (N: 163-182) with pan-reactivity to the T cells of japanese
breast cancer patients, Vaccines & Vaccination, 3(7): doi: 10.4172/2157-
-7560.1000159.

3. Deng, X., Zheng, X., Yang, H., et al., 2014, Comparative analysis of evolutionarily
conserved motifs of epidermal growth factor receptor 2 (HER2) predicts novel
potential therapeutic epitopes, PLOS ONE, 9(9): e106448.
doi:10.1371/journal.pone.0106448.
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GIiRIS ve AMAC: Sitma insanlarin en dnemli paraziter hastaligi olup, diinyada her yil
yaklasik 250 milyon kisi sitma ile enfekte olmakta ve 800 bin kisi 6lmektedir. Yillarca
ihmal edildikten sonra, sitma ile savas igin son vyillarda uluslararasi fonlar
olusturulmustur. Bu kapsamda; Artemisin dayanakli kombine tedavi (ACT), insektisit
emdirilmis cibinlikler (ITNs) ve vektdrlerle miicadele yontemleri kullaniimistir. Ancak
sitma gorulen yerlerdeki altyapi sorunlari, olusan artemisin ve insektisit direnciden
dolayt bu uygulamalar vyetersiz kalmaktadir. Bu nedenle sitma kontroli ve
eliminasyonunda en 6nemli anahtar etkili asi gelistirmektir. Sitmada konakta gelisim
donemleri ve konak immunitesi; pre-eritrositer donem, aseksiiel eritrositer donem ve
gamotositik donem olmak lizere 3 dénemde incelenir. Asi ¢calismalari da bu 3 déneme
paralel olarak ilerlemekterir. Pre-eritrositer donem asilari: serbest sporozoitlere ve
infekte hepotositlere karsi olusturulan asilar; Aseksliel eritrositer donem asilari:
merozoitler, sizontlar ve infekte eritrositlere kargi olusturulan asilar; Transmission-
blocking asilar ise gametositlere ve ookinete karsi olusturulan asilardir. Bu ¢alismada P.
falciparum sitmasina karsi DNA ve rekombinant asilarda kullanilabilecek proteinlerin
biyoinformatik analizi yapilarak antijenik epitoplarinin saptanmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: P. falciparum, CSP ve LSA-1 proteinleri pre-eritrositer donem,
MSP-2 ve CSA-L proteinleri eritrositer donem ve yiizey protein 25 ise gametositik
dénem proteini olarak secilmistir. Bu proteinlerin aminoasit ve nikleik asit dizileri
www.plasmodb.org ve www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ veri tabanlarindan elde
edilmistir. MHC-1 ve MHC-2 ve B hiicre epitop analizleri www.iedb.org ve
sysbio.unl.edu/SVMTriP/ epitop programlar kullanilarak gergeklestirilmistir. MHC-1
analizi ve MHC-2 analizleri 2 farkh yontemle yapilmistir. MHC-1 epitoplari saptanirken
hedef genler literatiirde kullanilan tg allel (HLA-A24, HLA-B14, HLA-B35) ve 53 adet
allel igeren tiim referans set ile analiz edilmistir. MHC-2 epitoplari, iki allel (HLA DRB1
1302, HLA DQB1 0501) ve 27 adet allel iceren tiim referans seti kullanilarak ortaya
konmustur. Son olarak N ve (0] glikolizasyon analizleri;
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ve www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
glikolizasyon biyoinformatik yontemleri ile gerceklestirilmistir.
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SONUC: iki farkh allel seti kullanilarak iki farkli buylklikte protein dizisi
olusturulmustur. MHC-1 analizi sonucu CSP’de 6, LSA-1'de 4, MSP-2’de 4, CSA-L'de 4 ve
ylzey protein 25’'de 3 epitop bdlgesi bulunurken tim alleller kullanildiginda ic ice
girmis, CSP’de 56, LSA 1’de 68, MSP-2’de 70, CSA-L'de 110 ve ylizey protein 25 de 86
tane epitop bolgesi bulunmustur. MHC-2 analizinde iki allel kullanilmasi sonucu CSP’de
2, LSA-1’de 6, MSP-2'de 9, CSA-L'de 2 ve ylizey protein 25'de 3 epitop bdlgesine
rastlanirken tiim referans set kullanildiginda CSP’de 120, LSA-1'de 131, MSP-2’de 102,
CSA-L'de 183 ve ylizey protein 25’de 105 epitop bolgesi saptanmistir. B hiicre epitop
analizinde 6 epitop CSP ve MSP-2'de, 4 epitop LSA-1'de, 2 epitop CSA-L'de ve 5 epitop
ylzey protein 25’de bulunmustur. Tim analizler sonucu 75 ve 125 kilodalton
blylklGigiinde iki protein dizisi elde edilmistir.

TARTISMA: MHC-1 ve MHC-2 analizleri tim alleller ile gergeklestirildiginde ortaya gikan
epitop sayisi artmistir. Allel sayisinin yiikselmesi proteinin antijenik 6zelligini artirmasi
beklenmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen iki farkl blyuklikteki multi-epitop protein ile
P. falciparum sitmasina karsi multi-stage DNA ve Rekombinant protein asisi
gelistirilmesi mimkinddr.
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GIRIS ve AMAGC: Sitma Diinya’daki en énemli paraziter hastaliktir. Her yil cogunlugu
cocuklar olmak (izere yaklasik 800 bin kisi sitmadan dolayi hayatini kaybetmektedir. Bu
sebeple hastaligin kontroll igcin yogun g¢aba harcanmaktadir. Bu kapsamda etkili asi
gelistirme en blyiik hedeflerdendir. Asi ¢alismalarinda hayvan modelleri 6nemli yer
tutmaktadir. Bu kapsamda fare, gece maymunu (Simia trivirgata), rhesus maymunu
(Macaca mulatta) gibi hayvanlar kullanilmaktadir. Plasmodium berghei ve P. yoelii fare
hayvan modellerinde en ¢ok kullanilan sitma tdrleridir. Farelerde benzer patolojik
bozukluklar olusturmasindan dolayi P. berghei, P. falciparum sitmasi icin en ¢ok tercih
edilen hayvan modelidir. Bu g¢alismada P. falciparum sitmasinin fare modeli olan P.
berghei’ye karsi DNA ve rekombinant asilarda kullanilabilecek asi adayi proteinlerin
biyoinformatik yontemlerle incelenip antijenik epitoplarin saptanmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: P. berghei’ye ait pre-eritrositer donem; CSP ve LSA-1, eritrositer
donem; MSP-4/5 ve CSA-L ve gametositik donem; Pbs25 proteinleri incelenmistir.
www.plasmodb.org ve www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ veri tabanlan kullanilarak
secilen proteinlerin aminoasit ve nikleik asit dizileri belirlenmistir. Antijenik epitop
programi, www.iedb.org ve sysbio.unl.edu/SVMTriP kullanilarak MHC-1 ve B hiicre
epitoplar saptanmistir. MHC-1 analizi; H-2-Db ve H-2 Dd allelleri ve tim alleller
kullanilarak 2 farkh sekilde vyapilmisti. N ve O glikolizasyon analizleri,
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ve www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
glikolisizasyon biyoinformatik programlari ile yapilmistir.

SONUC: MHC-1 epitop analizinde iki (H-2-Db ve H-2 Dd) ve alti allel (H-2-Db, H-2 Dd, H-
2-Kb, H-2-Kd, H-2-Kk, H-2-Ld) serisi kullanilmasi ile iki farkli biytkliikte protein dizisi
tasarlanmistir. H-2-Db ve H-2 Dd allelleri kullanimi sonucu CSP’de 1, LSA-1'de 4, MSP-
4/5’ de 2, CSA-L'de 2 ve Pbs 25’de 2 tane MHC-1 epitop bdlgesi bulunmustur. Alti allel
kullanildiginda kullanildiginda CSP’de 3, LSA 1’de 13, MSP-4/5’de 5, CSA-L'de 15 ve
Pbs25’de 18 tane MHC-1 epitop boélgesi bulunmustur. B hiicre epitop analizinde; 4
epitop CSP, 3 epitop MSP-4/5, 10 epitop LSA-1, 2 epitop CSA-L ve 5 epitop ylizey
protein 25’de saptanmistir. Saptanan epitop bolgeleri birlestirildiginde 74 ve 97
kilodalton blytkluglinde iki protein dizisi olusmustur.
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TARTISMA: iki farkh allel seti ile yapilan MHC-1 analizleri sonucu iki farkli biyiklikte
protein tasarlanmistir. Alti allel iceren set kullaniminda epitop sayisi, iki allel
kullaniminda ortaya cikan epitop sayisindan fazladir. Bu c¢alismada biyoinfomatik
analizlerle gelistirilen multi-stage ve multi-epitop proteinlerin DNA ve rekombinant
protein sitma asi modellerinde kullanilabilecegi diisiinGlmustir.
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GIRIiS ve AMAC: Toxoplasma gondii, toksoplazmozis enfeksiyonuna neden olan, hemen
hemen her sicakkanli hayvani, kus tirlerini ve insanlari enfekte edebilen bir zorunlu
hiicre ici parazitidir. insan yasamini tehdit eden agir klinik tablolar olusturmasinin
yaninda, hayvanlarda olusturdugu enfeksiyon ile ekonomik zararlara da neden
olmaktadir. T. gondii'ye karsi gelistirilecek asi, toksoplazmozis enfeksiyonundan ve
yarattigl zararlardan korunmak igin biyik 6nem tasimaktadir. Asi gelistirmede ise en
kritik nokta antijen kesfi ve dogru antijenin kullaniimasidir.

T. gondii'ye karsl konak korunmasinda baslica doku uygunluk kompleksi (MHC) immun
cevabin regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Peptitlerine ayrilmis olan antijenik
protein MHC tarafindan T hicrelerine sunulmaktadir. T hicreleri MHC molekiillerinin
sundugu epitop bdlgeleri ile baglanarak immun yaniti uyarmaktadir. Bu sebeple bu
calismada asi aday! 49 protein icinden Tc hicrelerinin baglanacagi MHC-I ve B hiicre
epitop boélgelerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayrica T. gondii’nin 6karyotik bir
organizma olmasindan dolayi epitop bolgelerinin glikozillenecegi ve bu durumun immun
cevabi etkileyecegi gdz onine alinarak N-bagh glikozilasyon ve O-bagh glikozilasyon
bolgelerinin de belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: Galisma grubumuz tarafindan protein mikroarray taramasi ile
belirlenen 49 asi adayl antijenik protein Immune Epitope Database and Analysis
Resource (http://tools.immuneepitope.org/mhci/) programi ile Tc MHC-I epitop
bolgeleri analiz edilmistir. B hiicre epitop analizinde ise SVMTriP programi
(http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php)  kullanilmistir. N- ve O- bagh
glikozilasyonlar NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) ve
NetOGlyc 4.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) adli programlar
kullanilarak analiz edilmistir.

SONUG: Asi adayi olarak belirlenen 6 proteinde sirasiyla 10 (%1,38), 10 (%1,38), 10
(%0,95), 8 (%2,2), 5 (%1,6) ve 4 (%1,69) adet B lenfosit epitopu bulunmaktadir. MHC |
epitoplar ise rD6, rH6, rA4, rE4, rH2 ve rE6 proteinlerinde sirasiyla 13 (%1,79), 12
(%1,14), 10 (%3,19), 10 (%2,75), 9 (%3,81) ve 8 (%1,11) adet bulunmaktadir.
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Asl adayi rD6, rA4, rE6 ve rH6 proteinlerinde sirasiyla 3 (%0,41), 2 (%0,64), 2 (%0,28), 2
(%0,19) adet N-bagl glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir. rH2 ve rE4 proteinlerinde N-
bagh glikozilasyon bélgesi bulunmamaktadir. O-bagh glikozilasyon bdlgeleri ise rH6,
rE6, rD6, rE4, rA4 ve rH2 proteinlerinde sirasiyla 81 (%7,7), 69 (%9,54), 53 (%7,29), 21
(%5,77), 6 (%1,92) ve 4 (%1,69) adet bulunmaktadir

Asl adayi 6 proteinin epitop bolgelerindeki glikozilasyon miktari incelendiginde B epitop
bolgesinde N-bagli glikozilasyon bdélgesi bulunmadigi, O-bagl glikozilasyonun ise rD6,
rE6, rH6, rE4, rA4 proteinlerinde sirasiyla 18, 18, 10, 9 ve 2 adet oldugu saptanmistir.
MHC | epitop bolgesinde N-bagl glikozilasyon bolgesi rD6 ve rH6 proteinlerinde sadece
birer adet bulundugu, O-bagh glikozilasyonun ise rE4, rD6, rH6 ve rE6 proteinlerinde
sirasiyla 7, 7, 5 ve 4 adet oldugu saptanmistir.

TARTISMA: Bu c¢alisma ile 49 asi aday! olabilecek antijenik protein iginden 6 tanesi
biyoinformatik analiz sonucunda segilmistir. Bu proteinlerle gelistirilecek asi
formilasyonunun kuvvetli hiicresel ve humoral yanit uyarmasi beklenmektedir.

TESEKKURLER: Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: SBAG 1105200)
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Proteinler lizerinde olusan fosforilasyon, sik rastlanan ve ¢ok énemli kovalent baglh bir
post-translasyonel modifikasyondur (PTM). Protein Gzerindeki fosforilasyon; serin
(Ser), treonin (Thr) ve tirozin (Tyr) aminoasitlerinin hidroksil gruplarinda meydana
gelmektedir. Fosforoilasyonda kinaz enzimleri Ser, Thr veya Tyr aminoasitlerini
fosforlama islevini yaparken fosfataz enzimleri fosfor iceren gruplari kesmektedir.
Fosforilasyonun da iginde oldugu sinyal yolaklarindaki dizensizlikler veya degisiklikler
tiimoére donustimiin belirtecidir.

Fosfo-protein/peptit Uzerindeki fosfo-modifikasyonlarin incelenebilmesi icin baz
metotlar gelistirilmistir. Genellikle analiz 6ncesinde ilk olarak, konsantre bicimde
fosfopeptidlerin elde edilebilmesi icin metal afinite kromatografisi, katyon-degisim
kromatografisi, peptit immun ¢oktirme gibi yontemler uygulanmaktadir. Daha sonra
fosforilasyon noktalarinin belirlenmesinde 6zellikle kitle spektrometresi (MS ve
MS/MS) ve kitle spektrometresi disinda da 2D jel elektroforezi, 32P-isaretleme teknigi
ve PAGE sonrasi radyo gorintileme sistemleri gibi diger yontemlerde
kullanilabilmektedir. Ayrica kromatografik veya Edman degradasyonu ile de
fosforilasyon bdlgeleri belirlenebilmektedir. LC-MS/MS sistemi ile analizde fosfopeptit
iyonlarinin parcalanmasi sonrasi fosforik asit yapidan uzaklastiriimakta (neutral loss) ve
fosforilasyon bu sekilde (98 Da kayip kiitle sayesinde) tespit edilebilmektedir. Ek olarak
MALDI-MS sistemi ile de fosfat analizi yapilabilmekte ve bu analizde fosfataz enzimi
kullanilarak orijinal peptit ve enzimle muamele edilmis peptit arasindaki 80 Da kitle
farkinin saptanmasi sonucu yapinin fosfatli oldugu anlasiimaktadir.

Fosfoproteinlerin pargalanmasiyla olusan fosfopeptitler ile kansere 6zgli MHC-I ve I
olustugu ve bu yapilarin T hiicrelerince tanindigi ve ayrica l6semi 6rneklerinden izole
edilen fosfopeptilerin saglkli hiicrelerde immun yanit olusturdugu bildirilmistir. MHC-I
ile iliskili bu antijenik fosfopeptitlerin kanser immunoterapisinde islevsel olabilecegi
belirtilmektedir. Fosforilasyon noktasinin belirlenmesi ile kinaz-substrat iliskisi, sinyal
yolaklari, protein-protein iliskisi aydinlatilabilmekte ve boylece hastaliklarin nedenleri
aciklanabilmektedir. Ayrica asi adayi antijenlerin lretim 0©ncesinde fonksiyonel
niteliklerinin similasyonu ve karakterizasyonu igin fosfoproteomiks kritik bir 6neme
sahip olmaktadir.
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GIRIS ve AMAG: Yenilebilir agilar, ucuz olmalari, uygulamasinin ve saklanmasinin kolay
olmasi, glivenli ve sosyo kiiltiirel agidan 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan Ulkeler
icin umut vaad eden asilama sistemleridir. Yenilebilir asi teknolojisinde, antijen olarak
secilmis gen uygun organizmaya aktarilir ve daha sonra bu organizmadan istenilen
antijenin Gretimi saglanir. Mikroalgler, prokaryotik sistemlerin yliksek bliyiime hizi ile
Okaryotik sistemlerin sahip oldugu post-transkripsiyonel ve post-translasyonel gibi
ekspresyon sistemlerinin bitiin avantajlarini birlestirerek, rekombinant kompleks
proteinlerin  Uretimini basariyla gergeklestirirler. Bu ¢alismada mikroalglerin
tranformasyonuyla elde edilecek protein bazl yenilebilir agi Gretiminin ilk basamagi
olarak antijen tretimi hedeflenmektedir.

MATERYAL ve METOD: Mikroalglerden yenilabilir asi tGretimi icin antijen iretiminde en
cok tercih edilen model organizma Chlamydomonas reinhardetii isimli bir yesil algdir.
Mikroalglerin genellikle plastit genomuna gen transferi yardimiyla disaridan bir gen
aktarimi ve antijen Uretimi gerceklestiriimektedir. Plastit genomuna gen aktarimi altin
veya tungusten kaplanmis DNA pargaciklarinin bombardiman yodntemiyle aktarilip
homolog rekombinasyon gergeklestiriimesiyle yapilmaktadir. Niikleer transformasyon
da ise elektroporasyon ve cam boncuklarla hiicre duvarina hasar verilerek gen aktarimi
yapilmaktadir. Transformasyon sonrasinda ise toplam protein analizi, Western Blot ve
ELISA gibi in vitro testlerle Uretilen antijen miktari ve karakterizasyonu
gerceklestirilmektedir.

SONUC: ilk mikroalglerden asi {iretimi denemesi Sun ve ark. (2003) tarafindan sap asisi
hastaligi icin sap virlslinlin yapisal proteini olan VP1 proteinin Uretilmesiyle
gerceklestirilmistir. Uretilen antijen &zelligi tasiyan protein, toplam portin miktarinin
%3-4’Un0 olustururken, in vivo denemelerde immun reaksiyon olusmasini saglamistir.
Daha sonra Hepatit B, HPV gibi ciddi problemelere yol agan virislere karsi asi tretimi
amagli antijen Gretimi ¢alismalari yapilmistir (Hempel ve ark., 2011, Dermutas ve ark.,
2013). Uretilen antijenlerin immun yaniti sagladig gézlemlenmistir.

TARTISMA: insan asilarinin, algal bazl tretim platformlari ile iiretilmesi, HPV gibi pahali
ve Onemli hastaliklarin 6nlenmesinde vyeni, ucuz bir alternatif olarak kabul
edilmektedir. Henliz kiglik 6lgekte yapilan arastirmalarin, blyuk 6lgege aktarilmasi ve
optimizasyonuyla daha iyi bir alternatif haline gelecektir.
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Poster Konusu: insanlarda goriilen enfeksiyoz ajanlara karsi
gelistirilen agilar

P-8
Leishmaniasis’e Karsi Yiizey Molekiillerine Dayali Asi Gelistirmek Uzere
L. tropica Parazitlerinin Biiyiik Olgekli Cogaltilmasinin Optimizasyonu
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GIiRiS ve AMAC: Leishmania parazitlerinin yiizey antijenlerini elde edebilmek icin
parazitlerin buyik o6lgekli klltiriine ihtiyag duyulmaktadir. Leishmania parazitlerinin
kiltlir ortaminda gogaltilmasi prokaryotlara kiyasla oldukga zor ve zaman alicidir. Diger
yandan, literatiirde buyuk Olgekte L. tropica parazitlerinin uretilmesine ydnelik
cahismalar sinirhdir. Bu c¢alismada ilk kez, asi gelistirmek Gzere L. tropica’nin en
immunojen asi adayl molekili lipofosfoglikanin (LPG) elde edilebilmesi icin parazitlerin
blyik 6lcekli cogaltilmasinda yeni bir yaklasimin gelistirilmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD: Kriyobanktan cikarilan L.tropica promastigotlari, 5 ml %10FBS'li
RPMI iceren 25 cm?lik flaska 10° parazit/ml olacak sekilde ekilmistir. Parazit sayisi 10’
parazit/ml degerine ulastiginda besiyeri miktari iki katina cikarilmistir. Ayni déngi
tekrarlanarak 10’ parazit/ml sayisina ulasilinca, 25 ml %5FBS’li RPMI bulunan 75 em”lik
flask icerisine 10° parazit/ml olacak sekilde ekim yapilmistir. 10’ parazit/ml sayisina
ulagildiginda 300 ml Brain Heart Infusion (BHI) iceren erlene 10° parazit/ml olacak
sekilde ekim yapilmis ve dordinct giin besiyeri miktari iki katina cikarilmistir.
Promastigotlar, metasiklik evrede 42C'de 4000 rpm’de 25 dk santriflij edilmis ve
peletler, antijenin eldesi icin gerekli islemlerin yapilacagi giine kadar -20°C'de
saklanmistir.

SONUG: L. tropica parazitlerinden LPG eldesi igin uygulanan islemler sonucunda 5 x 10°
ile baslanan parazit kiltliri 96 saat sonra 10° parazit sayisina ulasmistir. Erlenlerde
yapilan kiltivasyonun sonunda BHI iceren ortamda parazit sayisinin 15x10°/ml’ye
ulastig saptanmistir. Boylece, biyik olcekli kiltiivasyon sonunda parazit sayisinin
baslangica gore 2000 kat arttigi tespit edilmistir.

TARTISMA: Leishmania parazitlerinin dogrudan biiytk olgekli klltlriiniin yapilmasi
ortamda parazit miktarinin yetersiz olmasina yol agmaktadir. Bunun nedeni, az sayida
parazitin blylk Olgekli kiiltir ortamina tam olarak adaptasyon saglayamamasi ve
blyume igin uygun ortamin olusmamasidir. Bu calismada ilk kez, parazit sayisi ve
besiyeri miktarinin kademeli olarak arttiriimasiyla bilyik 6lcekte Leishmania kiltiri
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elde edilmis ve mevcut yontemlerden farkl olarak daha blylik miktarda parazit
biyokitlesinin eldesi mimkin olmustur. Gelistirilen bu yeni yaklasimin gelecekte
Leishmaniasis’e karsl asi ve tani kitlerinin gelistiriimesinde biyilk katkida bulunacagi
disinulmektedir.

TESEKKURLER: Bu c¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanlig tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.5T2.2013-2).
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Farkh Asi Formiilasyonlarinin Makrofaj Hiicre Kiiltiir Sisteminde
Etkinliginin incelenmesi

Ozlem Ayse Ozyilmaz, Melahat Bagirova, Emrah Sefik Abamor,
Adil M. Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Boélimi, Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 34220, Tiirkiye
Email: ozlemayseozyilmaz@gmail.com

GIRIS VE AMAC: Leishmaniasis, Leishmania tiriindeki zorunlu hiicre ici parazitlerin
neden oldugu tropikal bir hastaliktir. Hastalik Turkiye’nin de iginde oldugu 98 tilkede
endemik olup, enfekte kisilerin sayisi ise 12 milyondur. Hastaligin bu kadar yaygin
olmasinin en 6nemli sebeplerinden biri etkili ve glivenilir bir asinin eksikligidir. Son
yillarda, Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesine yonelik calismalarda, ¢ozlinir
leishmania antijenleri (CLAg), cesitli antijenik epitoplar icerdiginden sikhkla
kullanilmaktadir. Ancak bu antijenler sadece uygun bir adjuvan ile birlikte
kullanildiginda etkili olabilmektedir. Son zamanlarda bazi polimerlerin adjuvan 6zellige
sahip oldugunun ortaya ¢ikarilmasiyla, bu molekdllerin gesitli enfeksiyon hastaliklarina
karsi asl calismalarinda kullanimi artmistir. FDA onayli ve suda ¢6zinebilir bir polimer
olan polioksidonyum (PO) da enfeksiyonlara karsi asi gelistiriimesinde etkili bir
imminostimilan olarak kabul edilmektedir. Ancak giinimize kadar, PO’un herhangi
bir antijenle birlikte Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde adjuvan olarak
kullanildigini gésteren herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu nedenle, bu galismada, ilk
kez olarak, CLAg ve PO iceren formilasyonlarin makrofajlarin nitrik oksit (NO) tretimi
Uzerindeki etkinliklerinin incelenmesi ve bu formiilasyonlara maruz kalan makrofaj
hicrelerinin  parazitler Uzerindeki inhibitoér etkisinin belirlemesiyle uygulanan
formilasyonun asi adayi potansiyelinin in vitro olarak tespit edilmesi amaclanmustir.

MATERYAL ve METOD: Deneylerin ilk asamasinda J774 makrofaj hiicreleri 96 kuyucuklu
plakaya ekildi. Ertesi gin farkhh PO-CLAg kombinasyonlari makrofaj hiicrelerine
uygulandi ve hiicreler 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan, NO &l¢iimii icin
kiltir ortamindan 50 pl alinarak 96’lik plate eklendi. Orneklerin {izerine 50 pl Griess
reaktifi eklenerek 540 nm’de absorbanslari 6l¢iildi. Geriye kalan makrofaj hicreleri ise
parazitlerle enfekte edildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi makrofajlar, sodyum dodesil
siilfat ile lizise ugratildi. Hiicre i¢i amastigotlar serbest kaldiktan sonra tzerlerine RPMI
besiyerinden eklendi ve 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirildi. Bu islemden sonra amastigot pelleti 110 ul besiyeri ile stispanse edildi.
Siuispansiyondan 10 pl thoma laminda sayim icin kullanildi. Geriye kalan 100 ul 96’hk
plakaya MTT deneyi icin ekildi. MTT ¢6zeltisinden (10 mg/ml) her kuyucuga eklendi ve
37°C’de 4 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 100 pl DMSO eklenerek 30 dakika
beklendikten sonra 570 nm’de absorbansi 6lgulda.
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SONUC: CLAg’nin, PO’nun 250 pg/ml ve 500 ug/ml’lik konsantrasyonlariyla olusturulan
formilasyonlara maruz birakilan makrofajlarin, kontrol grubuna gore daha yiksek
miktarda NO Urettigi tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla uygulanan
formuilasyonlar makrofajlarin urettigi NO miktarini 3-4 kat arttirmistir. Diger yandan,
ayni konsantrasyonlara maruz kalan makrofajlarin, parazitlerle enfeksiyonu sonucunda,
kontrol grubuna kiyasla leishmania proliferasyonunu yaklasik 2,5 kat azalttigi tespit
edilmistir. (p<0,05).

TARTISMA: Son yillarda Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde leishmania antijenleri
yaninda farkh adjuvanlar kullanilmaktadir. Bu calismada da ilk kez olarak FDA onayl bir
imminostimilan polimer olan PO’nun ¢6ziniir leishmania antijenleri ile olusturulan
kombinasyonlarinin enfekte olmus ve olmamis makrofaj hiicre kiltiir sistemindeki
etkinlikleri incelenmistir. Sonuglara goére, PO’nun 250 pg/ml ve 500 pg/ml
konsantrasyonlarda CLAg ile olusturdugu kombinasyonlarin, kontrole gore enfekte
olmamis makrofajlarda NO Uretimini stimile ettigi, enfekte olmus makrofajlarda ise
parazit proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. Elde edilen bu sonuglar gelistirilen
bu yeni formilasyonlarin Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde tGimit verici oldugunu
gostermektedir. Calismanin daha sonraki asamasinda in vitro etkinligi saptanmis olan
bu formilasyonlarin deney hayvanlarinda leishmaniasise karsi etkinliginin incelenmesi
planlanmaktadir.

TESEKKURLER: Bu ¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhg ve TUBITAK
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 0254.5T2.2013-2 ve SBAG 2135148).
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GIRIS ve AMAC: Ancak, uygun asi formdilasyonlarinin saptanmasinda deney
hayvanlarinin kullanimi olduk¢a zaman alici, zahmetli, maliyetli ve pek c¢ok farenin
sakrifikasyonuna neden oldugundan etik agidan da sorunlu bir islemdir. Bu nedenle, asi
adaylarinin etkinliginin in vitro sistemler Uzerinde incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.
Dogal immin sistemin énemli hiicrelerinden olan makrofajlar ayni zamanda leishmania
parazitlerinin konak hicresini olusturmaktadir.  Makrofajlar tarafindan algilanan
herhangi bir formiilasyona karsi olusan nitrik oksit (NO) ve serbest radikaller immin
yanitin énemli bilesenleridir Asi gelistiriimesinin temel ilkeleri, genel olarak cesitli
deney hayvanlari Gzerinde yapilan calismalara dayanmaktadir. Bu bilgiler isiginda
makrofaj hiicre kiltiir sisteminin leishmaniasise karsi gelistirilen asi formilasyonlarinin
etkinliginin belirlenmesinde kullanilabilmesinin uygun oldugu dusindlmektedir.
Literatlirde L.infantum’a karsi asi gelistirilmesinde uzun slreli makrofaj hiicre kiltur
sisteminin kullaniimasina ve etkinligine yonelik yeterli bilgiye rastlamadik. Buna gore
de, bu galismada ilk kez olarak uzun sireli makrofaj hiicre kltiir sisteminde, farkh
yontemlerle hazirlanmis leishmania antijenlerinin polioksidonyum (PO) adjuvani ile
birlikte olusturulan formilasyonlarinin makrofajlarin NO (retme potansiyelleri
Gzerindeki etkinliklerinin incelenmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOD: J774 makrofaj hicrelerinin kaltiri %10 FBS iceren RPMI
besiyeri icerisinde %5 CO,’li inkiibatorde gergeklestirildi. Deneylerin ilk asamasinda
1774 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan farkh PO-
Antijen (Ag) kombinasyonlari makrofaj hiicrelerine uygulandi ve hiicreler 372C’'de 48
saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan standartlardan ve NO o&l¢iimi yapilacak
kiltar ortamindan 50 pl alinarak 96’lik plaklara eklendi. Bu 6érneklerin tizerine 50 pl
Griess reaktifi eklenerek oda sicakhginda, karanlikta 10 dk. inkibasyona birakildi.
Ardindan 540 nm’de absorbans él¢tldi.

SONUC: Dondurulup ¢dzme ve otoklavlama gibi iki farkli yéntemle hazirlanan
leishmania antijenlerinin PO ile fiziksel karisim halindeki formilasyonlarinin
makrofajlara verilmesinin ardindan gecen 48 saatlik siirede, her iki formiilasyonun da
hiicrelerin NO {iretme potansiyellerini anlamli sekilde arttirdiklar tespit edildi. Ozellikle
PO’nun 250 pg/ml ve 500 pg/ml konsantrasyonlarinin antijenle birlikte, kontrole
kiyasla NO Uretimini 3-4 kat arttirdiklari belirlendi (p<0,05).
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TARTISMA: Leishmaniasise karsi asi gelistiriimesinde deneysel hayvan modelleri
kullanilmasi yaninda imminize edilmis hayvan modellerinden elde edilen peritoneal
makrofajlarda NO ve sitokin 6lgimU gibi parametreler incelenmektedir. Yapilan bu
¢alismada ilk kez olarak asi formilasyonunun in vitro etkinligini belirlemede makrofaj
hiicre kiiltiir modelinin kullaniminin uygun oldugu gésterilmistir. Onerilen bu sistemin
gelecekte Leishmaniasise karsi asi gelistirilmesi caligmalarinda immin vyanit
olusumunun goéstergesi olan sitokin olgiimii gibi diger parametrelerin incelenmesi igin
de uygun oldugu distinilmektedir. Bu yeni sistem in vivo sistemin yukarida bahsedilen
dezavantajinin barindirmamakla birlikte asi adaylarinin etkinliginin belirlenmesine hiz
kazandiracaktir.

TESEKKURLER: Bu ¢alisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanhg ve TUBITAK
tarafindan desteklenmistir (Proje no: 0254.5TZ.2013-2 ve SBAG 2135148)
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GIRIS ve AMAC: Toxoplasma gondii, toksoplazmozis enfeksiyonuna neden olan zorunlu
hiicre igi parazitidir. Toksoplazmozis enfeksiyonu diinya niifusunun Ugte birini enfekte
etmektedir. immun sistemi saglam kisilerde, genellikle asemptomatik hastalik
olustururken, immun sistemi baskilanmis kisilerde ise (organ transplantasyon, AIDS,
kanser tedavisi géren hastalar) ciddi klinik tablolara hatta 6lime neden olabilmektedir.
Hamilelik sirasinda bulasta ise yeni doganlarda konjenital anomalilere veya disliklere
neden olabilmektedir. Bu sebeplerden dolayi T. gondii'ye karsi gelistirilecek asi
enfeksiyondan korunmak igin bliyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada T. gondii’ye karsi
multivalan rekombinant protein asisi gelistirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Galisma grubumuz tarafindan protein mikroarray taramasi ile
belirlenen T. gondii’ye ait antijenik proteinler arasindan 49 tanesi asi gelistirmek amach
secilmistir. 49 asi adayi protein kigik capli ekspresyon ve saflastirma 6zelliklerine gore
analiz edilmistir. Analiz sonucunda alti protein asi adayi olarak secilmis ve ilk kez 6-
Valanth adjuvante rekombinant protein asi formilasyonu gelistirilmistir [6-Valant (+)
Montanide]. Fareler ¢ hafta arayla iki kez asilanmis ve daha sonra uyarilan humoral
immun yanit Western blot ve Rec-ELISA yontemleriyle hlicresel immun yanit ise flow
sitometri ve sitokin ELISA ile belirlenmistir. Asilanan fareler T. gondii Ankara susu
takizoiti ile intraperitoneal yoldan o&limcul dozda enfekte edilerek olusturulan
korunma belirlenmistir.

SONUC: Asilama sonrasi 6-Valant (+) Montanide asisi kontrollere gore kuvvetli total IgG
yaniti uyarmistir (P<0,0001). 1gG1 ve IgG2a yaniti incelendiginde polarizasyonun
belirgin sekilde Ty1 yéniine dogru oldugu belirlenmistir (P<0,001). IFN-y salgilayan CD4
T-Yardimci lenfositleri ile IFN-y salgilayan CD8 T-Sitotoksik lenfosit oranlarinin
kontrollere gore sirasiyla 1,45-2 ve 1,6-2 kat arasinda arttigi saptanmistir. Ayrica
lenfositlerin hicre disina salgiladigi IFN-y miktarlari incelendiginde 6-Valant (+)
Montanide asisinin kontrollere gore belirgin sekilde daha fazla oldugu (P<0,001)
saptanmistir. Bu sonuglar 6-Valant (+) Montanide asisinin giiclii koruyucu Ty1 immun
yanit olusturdugunu goéstermektedir. Asilanan farelerin yasam siresininin 8,38+2,13
glne cikartildigi ve kontrollere gore belirgin sekilde yiksek oldugu saptanmistir
(P<0,01).
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TARTISMA: Bu calismada protein mikroarray tarama ile secilmis 49 asi adayi olabilecek
antijenik protein icinden 6 tanesi secilmis ve ilk defa 6-Valantli rekombinant protein
asisi gelistirilmistir. Adjuvante 6-Valanth rekombinant protein asisinin kuvvetli humoral
ve hiicresel immun yanit uyardigi ve 6limcil toksoplazmozise karsi korunma zamanini
uzattig belirlenmistir.

TESEKKURLER: Bu proje TUBITAK tarafindan desteklenmistir (Proje no: SBAG 1105200)
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Poster Konusu: Veteriner asilar

P-12

Tiirkiye’de Kullanilan BVDV Asilarinin Yerel Suslara Karsi Olusturdugu
Bagisiklik Diizeyleri

Gizem Alpay, Kadir Yesilbag

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali, Bursa
Email: kyesilbag@uludag.edu.tr

GIRIS VE AMAC: Bovine viral diarrhoea virus (BVDV) tiim diinyada ve (ilkemizde yaygin
olarak gorilen bir etkendir. BVDV enfeksiyonlariyla miicadelede; persiste enfekte
hayvanlarin eleminasyonu ve asilama uygulamalarindan vyararlanilmaktadir. BVDV
genetik alt gruplarinin bolgesel dagilimlari ve alt gruplar arasindaki ¢apraz bagisiklik
farkhhklari asilamayla saglanan korumayi etkilemektedir. Bu calismada Turkiye’'de
kullanilan BVDV asllarinin yerel suslara karsi olusturdugu humoral yanit dizeylerinin
belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Ulkemizde satisa sunulan 3 adet inaktif asi (1.asi: BVDV-
la/monovalan; 2.asi: BVDV -1a ve BVDV-2/polivalan; 3.asi: BVDV-1a/ polivalan) BVDV
antikor ve antijenleri yoninden negatif olan sigirlara 4x5 deney diizeninde uygulandi.
Tamami ithal olan asilarla yapilan immunizasyonlar iretici firmalarin énerdikleri sekilde
2 doz kullanilarak gergeklestirildi. TiUm hayvanlardan 15 giin ara ile 6 defa serum ornegi
saglandi. Toplam 20 hayvana ait tim serum o6rnekleri Tlrkiye’de varligi belirlenen 7
adet BVDV-1 (BVDV-1a,b,d,f,h,/,r) ve 1 adet BVDV-2 (BVDV-2a) alt grubunda yer alan
toplam 11 virus susuna karsi notralizasyon immunoperoksidaz testi (N-PLA) ile serolojik
olarak incelendi.

SONUC: Notralizan antikor titre degerlerinin geometrik ortalamalari kiyaslandiginda;
BVDV-1a ile hazirlanmis monovalan asinin (1.as1) bu arastirmada test edilen tiim BVDV
alt gruplarina karsi diger asilara kiyasla daha yiiksek antikor titresi sagladigi goruldi.
Diger iki asinin kullanimiyla BVDV-1b alt grubuna karsi gelisen antikor yanitinin
koruyucu titrenin altinda oldugu belirlendi. Her tg asi ile BVDV-1d ve BVDV-1r suslarina
karsi gelisen yanitlarda 6nerilen koruyucu antikor titre degerlerinden disiik degerlerle
karsilasilabilecegi gorildi. Tirkiye’de en yaygin alt grup oldugu gosterilen BVDV-1/ alt
grubuna karsi her g asi ile yliksek antikor yanit elde edildi. Turkiye’den izole edilen
BVDV-2 izolatina karsl ise tiim asilarin distk bagisikhk yaniti gelistirdigi gorilda.

TARTISMA: Kullanilan ticari asilarin Turkiye’de goriilen BVDV alt gruplarinin bir
bolimine karsi diisiik nétralizan antikor yaniti olusturmasi ve test edilen her Ug asi ile
BVDV-2 Tirkiye izolatina karsi disuk antikor yanitinin gérilmesi ithal asilarin
koruyuculugu konusunda teredddtler olusturmaktadir.

TESEKKURLER: Bu proje UU-BAP (Proje no: V-2010-42) ve TUBITAK tarafindan (Proje
no: 109 O 762) desteklenmistir.
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Poster Konusu: Diger asilar (immiinolojik, norolojik v.b.
hastaliklara karsi)

P-13
Karbohidrat Tabanlh Agilar: Asilamaya Yeni Bir Yaklasim

Seckin Soya

Ege Universitesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji B6liimii, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Bornova/izmir,
35040, Turkiye
Email: seckin_soya@yahoo.com

Glikokonjugatlarinin biyolojik stireglerde oynadigi ¢cok sayidaki rol, hem normal hem de
hastalikh durumlarda molekiler etkilesimlerin dogasini belirlemede biiytk ilgi
uyandirmaktadir. Asilamaya karsi immun yanitin daha spesifik ve kuvvetli olmasinin
saglanmasi bu tiur etkilesimlerin belirlenmesinin temelinde yatmaktadir. Atendle,
inaktive, toksoid ve proteinik yapidaki asilarin yani sira, son yillarda polisakkarit ve
glikokonjugat asilari gelistiriimeye baslanmistir. Polisakkarit asilari, T hiicre bagimsiz
immun yaniti tesvit etmekte ve bu sebeple glgli ve devamli bir immun yanit
olusturmada eksik kalmaktadir. Glikokonjugat asilari ise, T hiicre bagimli immun yanit
olusturarak polisakkarit spesifik B hiicrelerini aktive etmekte ve antijen spesifik 1gG tip
antikor olusturan B hiicrelerini ve bellek hiicrelerini aktive ederek etkili bir immun yanit
olusturmaktadir.

Karbohidratlarin yapilarindaki heterojenlik, 6rneklerin biyolojik kaynaklardan saf ve
yeterli miktarlarda izolasyonunun yapilmasinda son derece zorluk c¢ikarmaktadir.
Kimyasal sentez, biyolojik arastirmalar icin saf ve yapisal olarak tanimlanabilen
oligosakkaritler Gretmek icin avantajlar sunmaktadir. Glikokonjugat asilarinin temelini;
bir protein tasiyicisi, antijenik karbohidrat yapilari ve bu yapilari protein taslyicisina
baglayan bir sentetik baglayici olusturmaktadir. Bu asi bilesenlerini analiz etmek icin
cesitli metotlar gelistirilmistir. Antijenik oligosakkarit yapilarini NMR, LC-MS ve
kromatografik vb., tasiyici proteinleri kitle spektrometresi, jel elektroforezi ve
izoelektrik fokuslama vb. metotlarla analiz etmek miimkindir. Glinimize kadar buyik
ilac sirketlerinin de aralarinda bulundugu 11 firma tarafindan 18 glikokonjugat asisi
lisanslanmis ve bu asilar H. influenzae tip b, Meningokok, Pneumokok spesifiktir.
Kanser, sitma, candidiasis, AIDS vb. hastaliklara karsi denemeler halen devam
etmektedir.

Sonug olarak glikokonjugat asilari, yeni gelistirilecek asilar i¢in ¢ok yonlu temeller
saglamakta ve gelistirilen sentetik yaklasimlarla asi gelistiriimesinde yeni bir ¢ag
baslatmistir. Spesifik bakteri enfeksiyonlarina karsi eski yontemlerle gelistirilmis asilar,
veni doganlarda ve cocuklarda duslik etkili ve kisa zamanli koruma saglarken,
glikokonjugat asilari ¢ok cesitli hastaliklara ve patojenlere karsi insanlarda basaril bir
sekilde koruma saglamaktadir. Glikokonjugat asilarinin yeni gelistirilecek olan sentez ve
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analiz metotlariyla ¢ok daha cesitli ve efektif asi gelistiriimesine 1sik tutacagi
disinilmektedir.

Kaynaklar
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Poster Konusu: Asi immunolojisi

P-14

Kizamik Asilari Potens Degerlendirmesinde Ger¢ek Zamanli Hiicre
Analiz Sistemleri (xCELLigence Teknolojisi) ile Standart Metodun
(CCID50) Karsilagtiriimasi

Filiz Sengiin, Hanife Ebru Sarpay, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Tiirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligi,
Tibbi Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sthhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: filiz.sengun@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAGC: Kizamik(Measles) asisi, ilkemizde uygulanan “Ulusal Asi Program!”
icinde ©6nemli yer tutan bir antijendir. Laboratuvarimizdaki agsi kalite kontrol
¢alismalarinda asinin fizikokimyasal paratmetreleri, sterilitesi yanisira immunite
gliciini gosteren identite, termostabilite ve potens testleri bulunmaktadir. Kizamik
asisi potens analizi, Diinya Saglik Orgiitii ve Avrupa Farmokopesinde standart metod
olan “% 50 Hicre Kultlri Enfekte Doz Metodu” (CCID50) ile ¢alisiimakta olup sonuglar
gorsel olarak yorumlandigindan ileri egitim ve tecriibe gerektirmektedir. Bu nedenle
yontemin, dogruluk, tekrarlanabilirlik ve kesinlik kriterleri ortaya konmus alternatif bir
sistem ile degistirilebilmesi amaglandi. Bu kapsamda Kizamik asi virtsi kullanilarak
vero hiicrelerinde Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi(xCELLigence cihazi) ile CCID50
yontemi karsilastirilmistir.

MATERYAL ve METOD; XCELLigence sistemleri, monolayer tip hicrelerin sayisini,
morfolojisini ya da ylizeye yapisma durumunu empedans’a bagl olarak 6lgen
cihazlardir. Cihaz Uzerinde kullanilan 6zel platelerin (E-plate) tabani altin
mikroelektrotlarla kaplidir. Hicrelerin bu elektrotlar Uzerine yapismasi elektrot ve
medyum arasindaki iyonik ortamda degisim yaratmakta ve empedansta artisa neden
olmaktadir. Hiicre adhezyonunda ya da yaylliminda meydana gelen bir degisim de
empedans degerlerini degistirmektedir. Boylece, Cl (Cell Index) degeri olarak gosterilen
empedans Olcimdi; hiicre canliligini, sayisini, morfolojisini ve adhezyon durumunu
gosteren bir deger olmaktadir.

CCID50 metodu, virls ile enfekte olan hiicrelerdeki sitopatik etkinin gézlenmesine ve
sayllmasina dayanan bir metoddur. inokiile edilen hiicre kiltiirlerinin %50’sinde
sitopatik etki olusturacak virlis miktarini belirlemek igin kullanilir. Virlsin seri
diliisyonlari 96 kuyucuklu pleytlere dagitilir ve hiicre kiilturleri ile inkiibasyona birakilir.
inkiibasyondan sonra her viriis diliisyonu igin enfekte olmus hiicreler (sitopatojenik
etki-CPE) mikroskopta gozlemlenir ve kaydedilir. CPE’ler % matematiksel formiillerle
CCID50 olarak hesaplanir. Calismamizda bu iki ydontem, ayni Griin i¢in eszamanl oalarak
calisilarak sonuclari istatistiksel olarak karsilastirildi.
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SONUC; Elde edilen erken veriler Cl ve CCID50 sonuglarinin bazi faktorler nedeniyle
farkhlastigi gbzlenmektedir.

TARTISMA; Standart metodun(CCID50), CI ile karsilastirilmasi igin, bu iki metodun
paralel olarak daha ¢ok sayida ve farkli deney ortaminda test edilmesi gerektigini
disindirmektedir.

TESEKKURLER: Bu calisma Elips Saglk Uriinleri ithalat ve ihracat Itd. Sti. tarafindan
desteklenmistir.
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influenza (Mevsimsel Grip) Asilarinda SRID Potens Testi i¢in Metod
Validasyonu Calismasi

Mehmet Alkan, Sevilay Mekik, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Tirkiye ilac ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Baskanligl,
Tibbi Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sthhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: mehmet.alkan@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAC: Grip (influenza) hastaligi solunum yoluyla bulasan, bélgesel ve
kiresel gapta salginlara ve kitlesel oliimlere yol agan 6nemli bir toplum saghg
sorunudur. Zarfl bir RNA virlisii olan influenzanin A, B ve C olmak (izere (i¢ ana tipi ve
bircok alt tipi mevcuttur. Virusun yiizeyinde hemaglitinin (H) ve ndraminidaz (N)
aktivitesine sahip antijenik glikoprotein yapilar bulunur. influenza asisi icerigi her yil
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) &nerileri dikkate alinarak sonraki yil gériilme olasiligi en
yuksek olan suslara yonelik olarak hazirlanmaktadir. Trivalan asilar iki A susu ve bir B
susuna karsi koruyucu iken, kuadrivalan agilar ek bir B susuna karsi da koruyucudur.

MATERYAL ve METOD: influenza agisinin potens miktari tek radyal diffiizyon (SRID)
yontemiyle nicel olarak tespit edilmektedir. Calismamizda, SRID test yonteminin TS EN
ISO/IEC 17025 akreditasyon slireci ve metod validasyonu esas alinmistir. Temel
kantitatif immundiffizyon teknigi olarak bilinen SRID yonteminde agaroz jel icindeki
antiserum ve antijen arasindaki etkilesimden yararlanilir. Test Grini ile referans asi
antijeni, antiserum ile etkilesince ortaya ¢ikan presipitasyon zonlari, boyama sonrasi
net bir sekilde gorilir. Test, referans ve numune egrilerinin regresyon katsayisinin
>0.95 olmasi kaydiyla gegerlidir. Numune igin bulunan sonug dusik ve yiksek limit
sinirlari % 80 -125 araliginda olmalidir.

SONUC: Ug haftalik test siiresi sonucuna testin validasyonu ve presipitasyon zonlarinin
caplarina bagh olarak gecerlilik kriterleri basari ile saglanmistir. Regresyon katsayisinin
>0.95’in Uzerinde oldugu belirlenmis, numune potens degerinin % 80 -125 araliginda
oldugu gorilmistir. Bu testin metod validasyonu amaciyla, iki analist tarafindan alti
farkli ginde ve her bir giin icinde ikiser ¢alisma yapilmistir. %RSD (Bagil Standart
Sapma), kesinlik, tekrarlanabilirlik, ortalama kesinlik (farkli giinlerde farkli analistlerin
calismalari) ve tekrar dretilebilirlik (farkli labaratuvarlar arasi karsilastiriimali test
yapilmasi) hesaplanmistir.

TARTISMA: Analizlerin, kalite sistemi ile (17025) standardize hale getirilmesi,
laboratuvarin sonug gilivenirligi ve dogrulugunun saglanmasi agisindan 6nemlidir.
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P-16
Difteri Asisi Potens Testinin CCM (Cell Culture Method) Metodu ile
Tespit Edilmesi

Hakan Biizkaya, Niivide Dogan, Fahri Mercan, Donsel Celik, Mehmet Kirsat
Derici, Muhammet Ali Orug

Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Birimi Sthhiye/ Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: hakan.buzkaya@titck.gov.tr

GIRIS VE AMAC: Corynebacterium Diphtheria, difteri hastaliginin etkenidir. Bu hastalik
halk arasinda kuspalazi diye bilinir. C.diphtheria sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz
pleomorfik gram pozitif basildir. Bakterinin olusturdugu ekzotoksin hastaligin klinik
belirtilerinden sorumludur. Bogaz agrisi, tonsil, farinks ve larinksi kaplayan
membranlarin  varligi ile karakterize olan difteride, hastaligin sonuglarindan
mikroorganizmanin salgiladigi ekzotoksin sorumludur. Asgi ile 6nlenebilir bir hastalk
olmasina ragmen, gelismekte olan lilkelerde asilama programinin yetersizligi ve llkeler
arasl seyahatler nedeniyle halen yayginhgini ve énemini slirdirmektedir. Bu ¢alismada
WHO ve Avrupa Farmakopesinin 6nerdigi test yontemleri arasinda bulunan potens
testlerinden serolojik/vero hiicresi test yontemi uygulanmistir.

MATERYAL VE METOD: Bu metodda difteri asilarinin relatif potensi, referans difteri
toksoid asisi ile numune difteri toksoid asisinin karsilastirmali olarak saptanmistir. Bu
yontemde bes haftalik disi fare (18-22 gr) kullanilmistir. Referans difteri toksoid asisinin
ve numune difteri toksoid agisinin iki kath diltsyonlari hazirlanmig ve 0.5 ml/s.c. olarak
imminize edilmistir. Bes haftallk immdinizasyon periyodundan sonra deney
hayvanlarindan kan alinmistir. Farelerde olusan difteri antikorlari belirli oranda difteri
toksiniyle minimum bir saat notralize edilmis ve difteri toksinine karsi duyarl vero
hicre ilavesiyle ortamda kalan difteri toksinin metabolik inhibisyonu sonucunda olusan
hiicre poliferasyonu ve dejenerasyonu degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda
test edilecek asinin aktivitesinin standart asi ile istatistiki olarak karsilastiriimis ve
numunenin relatif potensi hesaplanmistir.

SONUC: Bu metod;15 Ekim 1978 tarihinde, Birlesmis Milletler Egitim, Bilim ve Kiltir
Orgiitii (UNESCO) Merkezi Paris’te Hayvan Haklari Evrensel Beyannamesine gore 3R
(refah-azaltma-yerine koyma) kuralina gére toksin uygulamasi deney hayvani tizerinde
uygulanmadigindan deney hayvani refani artirmaktadir. Metod hassasiyeti 0.011U/ml
(kismen koruma saglayan en dusik Antitoksin dizeyi) dizeyindedir. Metod serolojik
test avantajlarini da tasimaktadir (kalitatif ve kantitatif data, serum o6rneklerinin
saklanabiliyor olmasi, tutarliligin izlenmesi, materyal degisimi, serolojik kombinasyon).

TARTISMA: Bu metod insan serumu difteri antitoksin dizeyini belirlemede de
kullaniimaktadir. ELISA metodu ile karsilastirildiginda antitoksin dizeylerinin
saptanmasinda ELISA metodunun saptayamadigi alt limit degerleri saptamaktadir.
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Poster Konusu: Asi ¢calismalarinda kullanilan hayvan
modelleri

P-17

Albino Kobaylarda infeksiyoz Pankreatik Nekrozis Virusuna Karsi
Antiserum Uretimi

Kemal Pekmez', Giilnur Kalayci®, Esin Hames?

'Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji B&lim{i, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
2Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Béliimii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
Email: kemalpekmez07 @hotmail.com

GIRIiS ve AMAC: infeksiyoz pankreatik nekrozis (IPN), alabaliklarda yiiksek mortalite ile
seyreden, 6nemli ekonomik kayiplara neden olan viral bir hastalik olup, llkemizde
yaygin olarak gorilmektedir. Hastaligin teshisinde cesitli metotlar (IFAT, ELISA, RT-PCR,
Real Time RT-PCR) kullanilmaktadir. Etken viriis persiste enfeksiyona yol agmasi
nedeniyle hiicre kaltirinde virus izolasyonunu takiben identifikasyon testleri,
uluslararasi standart yontem olarak kullaniimaktadir. S6z konusu yontemler ile
hastaligin teshisi en az 24-48 saat ve donanimli laboratuvarlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Klinik enfekte veya virls yogunlugu yiiksek baliklarda laboratuvar tanisinin ¢ok daha
hizli yapilabilmesi hastalikla miicadelede basariyi arttiracaktir. Miicadelede bir baska
onemli konu da asilamadir. Halen klasik agilarin iyilestirilmesinin yaninda subunit agilar
ya da DNA asilari gibi biyoteknolojik Grlinler de denenmektedir. Bu ¢alismada, IPN
enfeksiyonunun tanisinda kullanilmak Gzere koaglitinasyon testinin gelistirilmesi
kapsaminda IPNV Spjarup (Sp) ve VR299 serotiplerine karsi hayvan modeli olarak
albino kobaylarda poliklonal antiserum (iretimi gerceklestirilmistir.

MATERYAL ve METOD: Referans Sp ve VR299 serotipleri Bluegill Fry (BF-2) hicre
kultirande Uretilmis, doku kultiirt infektif doz 50 (DKID50) belirlenmis, saflastiriimis ve
albino kobaylarin bagisiklanmasinda kullanilmistir. Kobaylarindan alinan kanlarin
serumlari alinarak inaktivasyonu yapilmis, serum nétralizasyon testi (SNT) ile SN50
degerleri ve serotipler arasi ¢apraz reaksiyonlar belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
literatlrde bildirilen degerlerle karsilastirilmistir.

SONUC: Elde edilen Sp ve VR299 antiserumlarinin SNT ile Sp serotipinin Sp ve VR299
antiserumlari ile nétralizasyonu sonucunda SN50 degerleri sirasiyla 1/38459 ve 1/707,
VR299 serotipinin VR299 ve Sp antiserumlari ile nétralizasyonu sonucunda SN50
degerleri ise sirasiyla 1/32359, ve 1/595 bulunmustur.

TARTISMA: Bu ¢alismada IPNV’'nin Sp ve VR299 serotiplerine karsi albino kobaylarda
poliklonal antiserum elde edilmistir. Elde edilen antiserumlarin SN50 degerleri diger
calismalar ile karsilastirildigi zaman degerlerin daha dislik oldugu gorilmektedir.
Bununla birlikte Uretilen antiserumlarin serotipler arasi vermis oldugu capraz
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reaksiyonlarin da ¢ok daha disiik oldugu saptanmistir. Bulgularin, koaglitiinasyon tani
kiti olusturma ¢alismalarinin yaninda mevcut ve gelistirilmesi planlanan IPNV asilarinin
etkinliklerinin deney hayvanlarinda belirlenmesi c¢alismalarinda da yardimci
olabilecegini dislindlirmektedir.

TESEKKURLER: Bu proje Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Midurlagu tarafindan desteklenmektedir. (Proje no: TAGEM/HSGYAD
/14/A11/P03/50).
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BCG ve Acellular Bogmaca Asilarinin Kalite Kontrol Testleri

F. Fulya Pirlepe Katili, Aysun Koca, Mehmet Kiirsat Derici, Muhammet Ali Orug

Turkiye ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu, Analiz ve Kontrol Laboratuvarlari Dairesi Bagkanhgi, Tibbi
Biyolojik Uriinler Laboratuvarlari, Sithhiye/Ankara, 06100, Tiirkiye
Email: fulya.katili@titck.gov.tr

GIRIS ve AMAC: Bulasici hastaliklara karsi savasta asilar Snemli bir rol oynamaktadir. Asi
Gretiminde kullanilan materyaller genellikle patojen bakteri ve viriislerdir. Asilar baslica
canli-atenie, inaktive, toxoid ve rekombinant asilar olarak farkli Gretim prosedirlerine
sahiptir. Her Griin miimkin olan en st dizeyde glivenilir immunolojik potense sahip
olmalidir. Bu nedenle bir biyolojik materyal olan asilarin hem (retimi siirecinde hem de
son urin diizeyinde kalite kontrolleri gereklidir. Canli-ateniie bir asinin son uriin kalite
kontrolii, inaktive bir asinin kalite kontroll ile temelde benzerlik gostermekle birlikte
biyolojik testler bakimindan farkli prosedirleri icermektedir. Bu kapsamda
laboratuvarimiza gelen iki farkh bakteri asisinda uygulanan, iki farkli potens testinin
metodolojik farkhliklarini ortaya koymayi amacladik.

MATERYAL ve METOD: Bakteriyel kdkenli canli—atendie bir asi olan BCG (Mycobacterium
bovis) asisi ile inaktive bir asl olan Acellular Bogmaca(Bordetella pertussis) asisi kalite
kontrol test prosedurleri farkhlik gosterir. Bu Urlnlerin laboratuvarimizdaki kalite
kontrol testleri, in-vivo ve in-vitro yontemler ile uluslararasi yasal dizenlemeler
dogrultusunda final Uriin dizeyinde gerceklestirilir. Kontrol testlerinin bir bélimi ise
in—vivo olarak baslatilip in-vitro olarak sonuglandirilir. in-vivo calismalarda deney
hayvani olarak CD-1 tipi fareler kullaniimaktadir. in-vitro calismalarda ise kati vasat
kullanilarak CFU hesaplamasi yapilmakta, asinin immiinojenite testi ise ELISA
metoduyla fare serumunda antikor diizeylerinin 6l¢limii ile yapiimaktadir.

SONUGC: Calismamizda, laboratuvarimiza kalite kontrol amaci ile gelen BCG ve Bogmaca
asilarinin final Grinlerinde yapilan kalite kontrol testleri ve son bes (5) yili kapsayan seri
analizleri sunulmaktadir.

TARTISMA: Asilarda seri bazinda yapilan kalite kontrol ¢alismalarina bagli olarak yapilan
trend analizleri, asinin kalitesi icin olasi risklerin saptanmasinda ve oOnlemlerin
alinmasinda yardimci olmaktadir.
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Poster Konusu: Vektor, adjuvant ve immunomodiilatorler

P-19

Hibridoma Teknolojisine Dayali L.tropica’ya Karsi Poliklonal Antikor
Uretilmesinde Farkli Adjuvantlarin Etkinliginin incelenmesi

Asli Pinar Zorba, Giilnaz Yildirirm Kéken, Melahat Bagirova, Adil Allahverdiyev

Yildiz Teknik Universitesi, Biyomiihendislik Bolimi, Hiicre Kiltirii ve Doku Miihendisligi
Laboratuari, Esenler/istanbul, 341220 Tiirkiye
Email: aslipinarzorba@gmail.com

GIRIS ve AMAG: Hibridoma teknolojisine dayali olarak antikorlarin iretilmesi, tani
kitlerinin gelistiriimesinde, hastaliklarin tedavisinde,asilamada ve izole edilmis
antijenlerin saflastirilmasinda olduk¢a 6nemlidir.Cesitli enfeksiyonlara karsi poliklonal
antikor gelistirilmesine dayali calismalar yiritilse de,diinyanin ve (ilkemizin ciddi halk
saghgl problemlerinden biri olan Leishmaniasis’e karsi bu tir calismalar oldukca
yetersizdir.Bu alandaki ¢alismalarin az olmasinin esas nedenleri, zahmetli, zaman alici
olmasi ve vyiksek sorumluluk gerektirmesidir.Diger yandan, hibridoma
olusturulmasinda deney hayvanlari Uzerinde uygulanan adjuvantlarin az sayida ve
toksik olmasi,beklenen immiin yanitin yeterli diizeyde olmamasi bu tiir ¢alismalarin
sayisini sinirlandirmaktadir. Bu calisma dogrultusunda, FDA onayl
Polioksidonyum’un(PO) hibridoma hicrelerinin antikor (iretmesindeki etkinligi,
glniimlzde yaygin olarak kullanilan FREUND adjuvanti ile kiyasli olarak incelenmistir.

MATERYAL ve METOD: Kutandz Leishmaniasis’in etkeni L.tropica kiiltiriinden elde
edilen parazitlerden dondurma ¢6zme yontemi ile antijen hazirlandi. PO ve FREUND
adjuvanti ile karistirilarak 6-8 haftalik Balb-c farelere intraperitonal olarak inokule
edildi. 3., 5. ve 7. immiinizasyon sonrasi farelerden elde edilen serumlarda antikor
olusumu ELISA yontemi ile incelendi. Serumdaki antikor diizeyi istenen diizeye
ulastiginda fareler servikal dislokasyon yontemiyle oldarildi ve dalaktan B-lenfosit
izole edildi. Buna paralel olarak, Azoguanine-8’e maruz kalan myeloma (P3-X63-
Ag8.65) hiucreleri kultire edildi. Hucrelerin fluzyonu Polietilen glikol(PEG) ile
gerceklestirildi. Sonraki asamalarda protokole uygun olarak segici besiyerleri igerisinde
kiiltire edilen hibridomalarin poliklonal antikor Uretip Gretmedigi, belli araliklarda
ELISA yontemi ile incelendi.

SONUG: FREUND adjuvanti ile immunize edilmis farelerde,8.immiinizasyon sonrasinda,
PO ile imminize edilmis farelerde ise 9.imminizasyon sonucunda antikor diizeyinin
kontrole gére yaklasik 5.5 kat arttigi saptandi. Her iki gruptan elde edilen hibridoma
kiltGrinin 10. ve 20. glinlerinde L.tropica’ya karsi poliklonal antikor olusumu gozlendi.
Ayrica PO ile imminize edilmis farelerden olusturulan hibridomalarin, sadece
parazitlere karsi degil; ayni zamanda PO’nun kendine karsi da yanit olusturdugu tespit
edildi.
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TARTISMA: Freund adjuvantinin toksik olmasi nedeniyle alternatif olarak yeni
adjuvanlarin gelistirilmesi olduk¢a ©nemlidir. Bu calismada ilk kez olarak PO’nun
hibridoma teknolojisine dayali poliklonal antikor Gretiminde potansiyel bir aday oldugu
gosterildi. Freund adjuvantindan farkh olarak, PO kullanilarak olusturulan
hibridomalarin Urettikleri antikorlarin, hem L.tropica parazitlerine hem de PO’a karsl
immin yanit olusturmasi, bu antikorlarin spesifitesinin tayin edilmesinin gerektigini
ortaya koymaktadir. Buna gore de calismanin daha sonraki asamasinda alt klonlamaya
gecilerek yalnizca L.tropica’ya 6zgli uygun antikorlarin secilimi yapilacaktir. Ayrica,
PO’nun FDA onayli olmasi nedeniyle, gelistirilen hibridomalarin trettikleri antikorlarin
sadece L.tropicaya karsi immin yanit olusturdugunun belirlenmesi durumunda,
monoklonal antikor Gretiminde FREUND’a gbére daha uygun bir adjuvant oldugu
disinebilecektir.

TESEKKURLER: Bu calisma T.C. Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanligi tarafindan
desteklenmistir. (Proje no: 0254.STZ2.2013-2). Ayrica myeloma hiicre hattini tarafimiza
saglayan Ege Universitesi Biyomiihendislik Bélimii Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. S.
ismet Deliloglu GURHAN’a ve Ars. Gér. Mehmet Ozgiin OZEN’e tesekkiir ederiz.
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Nanopartikiil Temelli DNA Asisi Tasinim Sistemleri

1,2
|*

Pelin Saglam Metiner'?, Mige Anil™*, Mert D6§kaya3, Yiksel Guraz®,

Sultan Giilge iz

1Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyomiihendislik Ana Bilim Dali, Bornova/izmir, 35100,
Tarkiye

2Ege Universitesi Mithendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&limii, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye
3Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Parazitoloji Anabilim Dali, Bornova/izmir, 35100, Tiirkiye

Email: pelin.metiner@gmail.com

GIiRIS ve AMAGC: Asi gelistirme c¢alismalarinda nanoteknoloji giderek ©nem
kazanmaktadir. Kompozisyonu, boyutu, sekli ve ylzey 6zellikleri degisen ¢ok sayida
nanopartikiil, hem asi etkinliginin arttinimasi hem de asinin hedeflenmesinde
kullanilmaktadir. Nanopartikillerin hiicresel bilesenlere yakin boyutlarda olmasi, canh
hlcreye endositoz ile girisini mimkin kilmaktadir [1]. DNA asilarinin nanopartikdller ile
tasinmasinin; transfeksiyon etkinligini ve imiinojenisiteyi arttirmak, hiicresel ve antikor
yanitlarinin ikisini de uyarmak, uygulama esnasinda 6zel bir ekipmanlara gereksinim
yaratmamak gibi avantajlari bulunurken nanopartikillerin; vicut igerisinde uzun
sirede vyaratacagl etkilerin heniiz bilinememesi gibi bazi dezavantajlari da
bulunmaktadir [2].

DNA agsisi tasiyicisi olarak;  kitosan, aljinat, pullulan ve inulin gibi polimerik
nanopartikdller, altin, silika temelli ve karbon temelli nanopartikiller gibi inorganik
nanopartikiller, nano boyutta organize olabilen posfolipitler olan nano-liposomlar ve
enfeksiydz olmayan- nikleik asidin biyouyumlu kapsid proteini icerisine paketlenmesi
ile olusturulan virts-benzeri partukaller (VLP) kullanilabilmektedir [3]. Son yillarda tek
kaynakli nanopartikdllerin islevlerini arttirmak veya dezavantajlarini gidermek amaciyla
kompleks nanopartikillerin kullanimi s6z konusudur. Poli g-glutamik asit/kitosan, poli
g-glutamik asit/ polietilenimin, kitosan/tripolifosfat ve polietilenglikol/lipozom
nanopartikdlleri dikkat ceken DNA tasinim sistemlerindendir [1, 2, 3].

TARTISMA: Nanopartikillerin DNA asilarinin tasinmasinda sundugu avantajlar yeni
stratejiler agisindan gelecek vaat etmektedir. Fakat viicutta uzun dénemde olusacak
sitotoksik etkiler potansiyel bir sorun olarak goérilmektedir. Nanopartikil kullaniminin
nispeten daha kisa bir tarihinin olmasi insan kullaniminda givenilirlik profilinin heniz
anlasilamamis olmasina neden olmaktadir. Bu sebeple, glinlimiizde bu konuda pek ¢ok
¢alisma sirdarilmektedir. Bu galismalar sonucunda glvenli bir profil gosterilebilir ise
bu yeni asi tasinim sistemlerinin yaygin olarak kullanilacak etkili bir yontem oldugu
dusinulmektedir. Ayrica, nanopartikiil bazli DNA asilar; bu stratejinin hiicre
transfeksiyon etkinligini ve immuinojeniteyi arttirmasi ve hedefleme stratejilerine
olanak saglamasi sayesinde gelecekte tek doz uygulamalarina ve igne gerektirmeyen
asl uygulamalarina firsat taniyacak bir strateji olarak gortilmektedir.
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Poster Konusu: Uretim ve imalat

P-21
Theileria annulata ile Enfekte T Lenfositlerin Biyoreaktérde Uretimi

Duygu Ayyildiz Tamis®, Nilay Unal?, S. ismet Deliloglu Giirhan®

1Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&limi, Bornova/izmir, Tiirkiye
Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretimi San. ve Tic. A.S. Sanlurfa, Tiirkiye
Email: duyguayyildiz@gmail.com

GIRIiS ve AMAC: Tropikal theileriosis Tiirkiye’de en énemli sigir hastaliklarindan biridir.
Ozellikle ithal ve melez sigirlarda neden oldugu mortalite ve ekonomik kayiplar
nedeniyle sigir endustrisi igin blylk bir tehlike teskil etmektedir. Attente Theileria
annulata asisi, attenue Theileria annulata sizontlari ile enfekte lenfoid hiicrelerden
hazirlanan bir doku kultlra asisidir; canh bir asidir. Canli parazitlerin kullanildigi asilar
20 yili askin stiredir mevcuttur, ancak kesin olarak etkinligi bulunmasina ragmen buyuk
Olgeklerde kullaniimamaktadir. Asi Gretimi ve dagitimindaki altyapi eksiklikleri ve
bolgesel parazit farkliliklari bu asilarin kullanimini azaltmaktadir. T.annulata’nin sizont
evresi lenfosit hucrelerinde form aldigindan asi Uretimi g¢alismalarinda enfekte T-
lenfosit hiicre hatlan kullaniimaktadir. Bu zamana kadar yapilan buytk 6lgekli asi
Uretimi calismalari monolayer kiltir sartlarinda doner sise Uretim sistemlerinde
gerceklesmistir. Ancak, bu sekilde dretilen asilarda sadece belirli hacimlerde
cahisilabildiginden Griin verimi azdir ve ¢ok fazla is glicii gerekmektedir. Bu galismada,
T. annulata’'nin  blylk olcekli Gretimlerinin  yapilabilecegi farkh tiplerdeki
biyoreaktorlerde sispanse kiltire adapte edilmis T-lenfosit hiicrelerinin Gretim
optimizasyonlarinin gergeklestirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOD: Theileria annulata ile enfekte T lenfositlerin Gretimi igin doner
sise, vibrofermentor, karistirmali tank biyoreaktor, karistirmali ve havalandirmali tank
biyoreaktorler ve dalgali-calkalamali tek kullanimhk biyoreaktor gibi farkli kaltlr
sistemleri ile cahsiimistir. Kullanilan Uretim sistemleri zaman temel alinarak hiicre
yogunluklari agisindan karsilastirilmistir.  Karistirmali  ve havalandirmal  tank
biyoreaktorde 2 L, vibrofermentor ve dalgali-calkalamali tek kullanimlik biyoreaktor 1-L
ve karistirmali tank biyoreaktor ise 500-ml hacimde iretimler gerceklestirilmistir.
Uretimlerde pH, ¢dziinmiis oksijen, havalandirma hizi, sicaklik ve karistirma hizi gibi
parametreler kontrol edilmistir. Glinliik hiicre sayimi ile hiicre yogunlugu degerleri elde
edilmistir.

SONUC: Hem vibrofermentérde hem de karistirmali ve havalandirmah tip
biyoreaktorde, spinner flaskta ve dalgali-calkalamali tek kullanimlik biyoreaktor yapilan
Uretime gore daha ylksek canh hiicre konsantrasyonlarina ulasilimistir. Ayrica,
karistirmali ve havalandirmal tip biyoreaktorde, diger kultir sistemlerine gore hiicre
canliliginin daha uzun sire korundugu gézlemlenmistir.
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TARTISMA: Karistirmali tank biyoreaktérde T. annulata’nin (retimin veriminin
arttirlmasi i¢in karistirma hizi, havalandirma hizi, ¢6ziinmis oksijen ve pH gibi
parametrelerin optimizasyon calismalari yapilabilir.

TESEKKURLER: Bu calisma Dollvet Veteriner Asi ilag Biyolojik Madde Uretimi San. ve
Tic. A.S. tarafindan desteklenmistir.
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Poster Konusu: Klinik arastirma (Epidemiyolojik ¢alismalar,
asi uygulama yollari, asilarin koruyuculugu ve giivenligi, v.b.)

P-22

Buzagilarda Solunum Sistemi Viral Hastaliklarina Karsi Optimum
Asilama Zamaninin Belirlenmesi

Pelin Tuncer, Kadir Yesilbag

Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Anabilim Dali, Gériikle/Bursa, 16059, Tiirkiye
Email: tuncerp@uludag.edu.tr

GIRIS ve AMAC: Sigirlarda &nemli sirii saghg problemlerinden biri olan solunum
sistemi hastalik kompleksi icinde yer alan bovine respiratory syncytial virus (BRSV),
bovine parainfluenza virus tip 3 (PI-3), bovine herpesvirus 1 (BHV-1), bovine viral
diarrhoea virus (BVDV), bovine adenovirus tip 3 (BAV-3) ve bovine coronavirus (BCoV)
enfeksiyonlari ile miicadele siiri saghginin devamliligini saglayabilmek yaninda 6zellikle
ekonomik yonden yetistirici icin 6nem arz etmektedir. Bu c¢alismada, Tirkiye
kosullarinda sozii edilen etkenlere karsi yeni dogan buzagilarda mevcut maternal
antikorlarin gerileme doénemleri ve isletmelerde uygulanmasi gereken optimum
asilama zamanlarinin ortaya konulmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve METOD: Ornekleme yapilan isletmeler yénetim politikalari geregi asi
uygulamayan (n=94) ve asi uygulayan (n=18) seklinde iki grupta incelendi. isletmelerde
ayni ay icinde dogan buzagilardan yasamlarinin 1., 2., 3., 4., 6., 8., 10. ve 12. aylarinda;
annelerinden ise 1. ay orneklemesi sirasinda kan ornegi alindi. Asilanan gruptaki
buzagilara 4 aylk yasta iken BRSV, PI-3, BHV-1, BVDV-1 ve BVDV-2 etkenlerini igeren
polivalan asi uygulandi. Antikor titrelerini belirleyebilmek icin 8 defa 6rneklenen 112
buzaginin serum 6rneklerine serum noétralizasyon testi (SN50) uygulandi.

SONUGC: Asisiz buzagi poplilasyonunda BRSV, PI-3, BVDV, BAV-3 ve BCoV’lin buzagilar
erken yasta enfekte ettigi ve stirideki seronegatif buzagilarin yil boyunca enfeksiyonun
sirkiilasyonunda rol oynadigi belirlendi. BRSV, PI-3, BVDV, BAV-3’e karsi 3. ayda,
BCoV’a karsi ise 4. ayda maternal antikorlarin kaybolmaya basladigi gérulirken, BHV-
1’e karsi maternal antikor varhgl tespit edilemedi. Asili buzagilarda ise 4. ayda
uygulanan polivalan asi sonrasinda antikor titrelerinin hizla azalmaya basladig
belirlendi.

TARTISMA: Bu c¢alismada, maternal antikorlarin 2. aydan itibaren gerilemeye basladigi,
buzagilarin yeni enfeksiyonla 4.-8. aylarda karsilastigi ve enfeksiyonlarin dogal olarak
popiilasyonda sirkiile oldugu tespit edildi. Elde edilen bu verilere dayanilarak
buzagilarda ilk asilamanin 2.-4. aylar arasinda yapilmasi ve pasif immunitenin asi
Gzerinde yapabilecegi olumsuz etkiyi en aza indirmek ve daha gigcli bir bagisiklik
saglayabilmek icin 1 ay sonra tekrar dozunun uygulanmasinin yararli olacagi
degerlendirildi.
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