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Bugiin hem gelismekte olan hem de az gelismis iilkelerde, in-
san ve hayvanlardaki oliimlerin nedeénini - infeksiyonlar olustur-
maktadir. Boyle iilkelerde dogan cocuklarm % 40 kadari 5 yasina
gelmeden, direk ve indirek olarak, cesitli infeksiyoz hastaliklardan
6lmektedirler. Bu iilkelerde, hayvan oliimleri de hemen hemen ay-
11 boyutlarda veya daha yiiksek bulunmaktadir,

Infeksiyéz hastaliklarda bakteriyel, viral ve paraziter ajanlar
onemli rol oynarlar. Olenler ile infekte hayvanlar biiyiik ekonomil
kayiplara ve verim diisiikliiklerine (et, siit, yumurta, dél verimi, vs.)
neden olduklari gibi bircok hastaliklarin, direk veya indirek yol-
larla, insanlara bulasmasina da sebep olurlar. Insanlarin hayvan-
larla birarada veya yan yana yasamalari, bulasma riskini daha da
arttirmaktadir. Bu nedenle insanlar ve evcil hayvanlar icin, infek-
siyon kaynaginin en bilyiigiinii hayvanlar olusturmaktadir,

Hayvanlarda infeksiy6z hastaliklarla miicadelede temel nok-
tay1 koruma olusturur. Hastaliklardan korunmada, asilamanin
ucuz ve etkili olmasi nedeniyle ézel bir énemi vardir... Sunu da
onemle belirtmek gerekir ki, tek basma asilama tam bir koruma
saglayamaz. Diger Onlemlerle birlikte uygulandiginda daha etkili
olur. Bu nedenle, agilamay: ilkénce diisiinmek ve diger koruyucu
onlemleri ikinci dereceye almak dogru degildir ve ¢ok sakincalan
olabilir; Ancak, fakirlik, cahillik; konuya ‘gerekli onemin verilme-
mesi, kemoterapotik maddeler ve diger korunma hizmetlerinin
daha pahali olmasi, vs. sebeplerle asilamanin 6n plana gegmesine

(*) A.U. Veteriner Fakiiliesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
(**) Y.Y.U. Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyolcji Anabilim Dali, Van.
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ve korumanin genel olarak asilamaya dayatilmasina yol agmak-
tadir. Adeta, koruma demek asilama demektir, goriisii agirhik ka-
zanmis olmaktadir. Bu goriisiin yalmz Tiirkiye'de degil birgok
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde de gegerli oldugu goriilmek-
tedir. '

Koruyucu amagla kullanilan agilar halen baglica iki konvan-
siyonel yontem ile hazirlanmakta ve pratige sevk edilmektedirler.
Bu asilarda mikroorganizmalar tam olarak (biitiinii ile) as1 mater-
yalinde bulunurlar, Bunlar da :

1) Inaktif (6lii) asilar, ve
2) Aktif (canli, attenue) asilar,

inaktif (Olii) Asilar

Inaktif agilar, cesitli infeksiyon etkenlerinin (bakteri, virus)
fiziksel (1s1, UV-sinlari) ve kimyasal (formaldehid, Beta propiolak-
ton, iminler, vs) maddelerle inaktive edilmesi ile elde edilirler. In-
san ve hayvanlarda inaktif asilardan gok fazla yararlamilmaktadir.

Bu tiir hazirlanan asilarin baz1 dezvantajlar1 da vardir. Bunlar

da:

1) Cok miktarda kullanilirlar (1,2, 5, 10 ml),

2) Genellikle, iki ve bazen de ii¢ doz halinde verilirler,

3) Adjuvantlarla kullamlmalan etkinliklerini daha artirr,

4) Hazirlanmalar: zor ve zaman alicidir,

5) Kisa siire bagisiklik verirler,

6) Postvaksinal yan ve zararli etkileri vardir,

7) Inaktivasyonun iyi yapilamamas: infeksiyonlara neden ola-
bilir,

8) Mubhafazalar sorun yaratabilir,

9) Iglerinde bulunan bakteri veya virusun yapisal biitiinlii-

gii bozulabilir,
Aktif (Canh) Asilar

Aktif asilar, dogal veya suni olarak gesitli yontemler uygula-
narak virulensi zayiflatilmus (attenue edilmis) mikroorganizma-
lardan hazirlanirlar, Attenuasyonda, bakteri ve viruslarin, kendi-
lerinin alisik olmadigi besi yerlerinde, hiicrelerde, yumurtalarda
ve hayvanlarda devamli pasajlar1 yapilmak suretiyle virulensleri
azaltilir.
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Insan ve hayvanlardaki bir¢ok infeksiyonlar1 énlemede - aktif
asilar kullamilmaktadir. Bu tarzda hazirlanan agilarin da bazi sa-
kincalar1 bulunmaktadir. Bunlar da:

1

2)

3)

4)
5)
6)

7

8)
9

10)

Viicutta iireyerek subklinikal infeksiyonlara ve bazen de
hastaliklara neden olabilirler,

Uretildikleri ortamlardan (doku kiiltiirii, embriyolu yu-
murta, deneme hayvanlari, diger besi yerleri, vs) yaban-
c1 virus ve bakteri ile kontamine olabilirler,

Bu kontaminatlardan bazilan insan ve hayvanlar icin

‘tehlikeli infeksiyonlara yol agabilir,

Muhafazalar1 kisa siirelidir,
Titrelerinin ayarlanmasmda zorluklar vardir,

Suslarin bazilarn  geriye mutasyonla virulens kazanarak
tehlikeli infeksiyonlarin ¢ikmasina neden olabilir,

Bazen de, as1 suslarinin antijenik yeteneklerini k'éybet-
mesi sonu hi¢ bir bagisikhik olusmayabilir,

Suni attenuasyonlar oldukca zor ve zaman alicidir,

Postvaksinal virus ve bakterinin baska sahislara bulasma
riski bulunmaktadir,

As1 kombinasyonlar1 genellikle sinirlidir,

Yukarida kisaca belirtildigi gibi mikroorganizmalarin tiim ya-
pilarini igeren, inaktif veya aktif olarak hazirlanan asilarin agikla-
nan baslica sakincalari, biyoteknolojik yontemlerle iiretilen asilar-
la ortadan kaldirilmakta ve as1 elde etme metodlarina yeni ufuklar
ve yeni boyutlar getirmektedir.

Bu yeni yontemle as1 hazirlanmasinda baslica 4 strateji uygu-
lanmaktadir :

1)

Infeksiyon etkenlerinin immunojenik olan komponentle-
rinin sentezlerini kodlayan genlerin klonlanmas:1 sonuct:
elde edilen gen iiriinlerinin a1 olarak kullanilmas: (Rekom-
binant DNA Asilar1) ' ) :
a) Rekombinant bakteriyel asilar

b) Rekombinant viral asilar

c) Rekombinant paraziter asilar
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" 2) Infeksiyon etkenlerinin immunojenik = komponentlerini
olusturan proteinlerin kimyasal sentezleri ile elde edilen
peptidlerin as1 olarak kullanilmalar: (Sentetik Peptid Asi-
lar)

a) Sentetlk baktenyel asllar
b) Sentetik viral asilar

c) Sentetik paraziter asilar

3) Infeksiyon etkenlerinin veya antijenlerin immunojenik
- komponentlerinde bulunan epitoplar gibi aktiviteye sa-
hip olan monoklonal anti-idiotip antikorlarin as1 olarak
kullanilmas1 (Anti-idiotip Antikor Asilar:)
a) Bakteriyel anti-idiotip antikor asilar
b) Viral anti-idiotip antikor asilar
c) Paraziter anti-idiotip-antikor asilar

~4) Infeksiyon etkenlerinin genomlarinda bulunan ve patoje-

" niteyi saglayan genlerin cikarilmasi suretiyle elde edilen

virulensi zayiflatilmis mutantlarin as1 olarak kullamlmas1
(Mutant Asilari). &

Bu yeni asilar konvansiyonel yontemlerle elde edilenlerin bir-
cok dezavantajlarimi ortadan kaldirmaktadir. Bu tiir asilarda, mik-
roorganizmalar tiim olarak kullanmilmamaktadirlar. Ozellikle, et-
kenlerde bulunan ve sadece antijeniteyi kodlayan genlerm DNA seg-
mentlerinden yararlamlmaktadlr

‘ Bu nedenle de diger gereksm ve bazen de zararh etki yaratan

proteinleri, toksik substanslari, vs kodlayan genlerden, bunlara
kars1 viicutta olusan antikorlardan ve zararli yan etkilerden kagi-
nilmis olunmaktadir, Bu tiir asilarin icinde aktif bir DNA bulun-
madigindan viicutta herhangi- bir infeksiyon olusmadigi gibi geriye
mutasyonla virulans kazanma gibi tehlikeli durumlar da ortadan
kalkmaktadir. Yeni protein asilan liyofilize edilerek uzun siire sak-
lamak ve uzak bolgelere géndermek miimkiin olmaktadir. Iyi bir
tarzda elde edildiklerinde konvan51yonel asilardan daha giivenli-
dirler ve iyi bagisiklik verebilirler.

REKOMBINANT DNA ASILARI

Infeksiytz etkenlerin, genellikle, immunojenik olan yiizey pro-
teinlerini, antijenik determinantlarini, virulens faktorlerini, tok-
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‘sinlerini, vs kodlayan genlerin hiicre iginde veya konakeci bir hay-
vanda klonlanmasi ve genin ekspresyonu (transkripsiyon ve trans-
lasyonu) sonu elde edilen gen iiriinlerinin asi olarak kullanilmasi
rekombinant DNA asilarimin esasim olusturmaktadir.

; Bu yontem yardimiyla, DNA iizerinde bulunan Gnemli bir oen
ozel restriksiyon enzimleri ile (Orn, EcoRI, Pstl, Hind III, vs) bu-
radan cikarildiktan, tasiyici (vektér) bir DNA ile (plasmid, bakte-
riyofaj, virus, bakteri) birlestirildikten sonra bu rekombinant plas-
mid (veya faj,.virus) ozel yontemlerle konak alici bir hiicreye (bak-
teri, hiicre) veya hayvana aktarilarak burada ekspresyonunu sagla-
mak olanak dahiline girmistir.

Rekombinant DNA teknolojisi, ayn1 zamanda, genomlar1 RNA
karakterinde olan viruslardan istenilen genin ¢ikarilmasina (rever-
se transkriptase enzimi ve sonra da polimerase-I enzimi ile cift ip-
likcikli komplementer. DNA'ya cevrildikten sonra) ve ekspresyonu-
na .da yardimci..olmaktadir.

 Rekombinant DNA teknolojisinde kullamilan vektérler arasin-
da plasmidler (pBR 322, pSC 101, vs), bakteriyofajlar (lambda,
MS13, vs), viruslar (vaksinia, SV40, adenovirus, retrovirus, vs) ve
bakteriler son yillarda (BCG, S. typh1 S. typhimurium, E.coli, vs)
fazlaca kullanim alami bulmuslardir. Konak¢r hiicre olarak genin
ekspresyonunu saglamak amaciyla bakterilerin kullamildig1 (6zel-
likle, E.coli) durumlarda, "bakteri hiicresi icinde bulunan cesitli
toksik substanslar ve metabolitlerle de kontamine olabildigi gibi
protease’lar tarafindan da hidrolize edilebilirler. Bu durum, gen
{iriiniiniin zamaninda elde edilmesini ve purifikasyonunu zorunlu
hale getirmektedir. Rekombinant plasmidleri ve fajlar1 klonlama-
da prokaryotiklerden E.coli, B.subtilis ve Skaryotiklerden de
S. cerevisiae; rekombinant viruslar1 klonlamada da devamli hiicre
hatlar1 (cell line) ve konak" hayvanlar kullanilmaktadirlar.

~ Gen iirtinii protein_ yeterli miktarda ve saf olarak elde edlldlk
ten sonra etkinligi, antijenitesi ve diger ozellikleri (yan etkileri, vs)
cok dikkatli olarak kontrol edilir.

Rekombinunt Bakteriyel Asilar

Bu konudakl ilk gahsmalan yeni dogan hayvanlarda (buzaél
kuzu, domuz) dldiiriicii diarelere neden olan enterotoksijenik
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E.coli'ler de (ETEC) bulunan. piluslarin . . proteinlerini kodlayan
genlerin klonlanmas: suretiyle agilarin elde edilmesi olusturmus
tur, Pilus’lar, E. coli’lerin barsak epiteline yapismalarina, iiremele
rine ve kolonizasyonuna yardimci oldugundan infeksiyonu kolay-
lastirmaktadirlar. Pilus proteini (Pilin, 14-16 kd), birbirinden
farkli antijenik yapida cesitli E.coli'lerden (ETEC) izole edilmis-
tir (Ornegin, K88ab, K88ac, K88ad ve 987P domuzlardan; K99 bu-
zag1, kuzu ve domuzlardan; CFA:1, CFA: vs insanlardan). Bazi pi-
luslarin proteinlerini kodlayan genler (Tip 1 ve 987P) bakterinin
kromozomlarinda bulunmasina karsin digerlerinde (K88, K99,
CFA; ve CFA. gibi) bir plasmidde yerle$m1$t1r

Domuzlarda diarelere ve &liimlere neden olan E.coli'lerdeki
plasmidlerde bulunan ‘K88 pilus geni cikarilarak bir vektdre ve
buradan da toksijenik olmayan baska bir E.coli'de klonlanarak
ekspresyonu saglanmustir. Elde edilen pilin proteini duyarli hay-
vanlara verildiginde E.coli'lerin barsak epiteline yapigsmasini 6n-
lemekte ve aymi zamanda viicuttaki antikor olusumunu uyarmak-
tadir, Ayrica, boyle asilar dogumdan &nce gebe domuzlara verildi
ginde, kanda olusan antikrbrlarm" kolostrumla yavrulara gectigi de
saptanmistir. '

ETEC'lerin termolabll olan enterotoksm lerlnm B kornponen
tini (hiicrelere baglanmay1 saglar) kodlayan gen de benzer tarzda
plasmidlerden ¢ikarilmis ve bir bakteride klonlanarak:ekspresyo-
nu saglanmistir, ETEC infeksiyonlarim1 kontrol altina  almada, K99
pilin proteinine karsi hazirlanan monoklonal antikorlar buzagilara
oral verildiginde diarelerin siddetinin ve oldiiriicii -etkisinin azal-
dig1 bildirilmistir. N. gonorrhceae’nin penisiline direngli susuna
kars: insanlar1 korumada, etkene ait pilus antijeni E. coli'de klon-
lanabilmistir. Sigirlardaki Brucellosis’'in etkeni Br.abortus ve
Anaplasmosis’in etkeni A.marginale’ye ait immunojenik -kompo-
nentler de E. coli'de klonlanmustir. Ancak, elde edilen gen iiriinle-
rinin protektif etkilerinin ve infeksiyonun insidensini azaltmadaki
rollerinin gok dikkatli incelenmesi gerekmektedir. Bacillus anthra-
cis'in toksin proteinini kodlayan gen, pBR 322 plasmidi aracilif1
ile E. coli'de klonlanmustir. Gen iiriiniiniin antijenik degeri iizerin-
deki calismalar devam etmektedir (Sekil - 1). Streptococcus mutans’
in (insanlarda dis ¢iiriikliigiine neden olan) -esas antijenik kompo-
nentleri lambda faji vektor olarak kullanilarak E.coli'de klonlan-

mustir. Elde edilen proteinin as1 olarak kullanilmas: ve degerl lize-
rinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir.
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B.ANTHRACIS TOKSIN GENININ KLONLANMASI ASAMALART
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Yukarida bildirilen mikroorganizmalarin disinda, bir ¢ok et-
kenin antijenik determinantlari, virulens faktérleri, toksin genleri,
vs Onemli genleri, bircok mikroorganizmada klonlanmis ve elde
edilen gen iiriinii proteinin antijenik degeri incelenmis ve bazila-
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rindan olumlu sonuglar alinmistir.. Bunlar arasindd ‘bazi Gram ne-
gatif bakterilerin (V.cholera, K.pneumonia, S.typhimurium,
H. influenzae, Ps. aeruginosa, vs) g¢esitli immunojenik substansla-
rin1 kodlayan genler ile Gram pozitif mikroorganizmalara (Str.
pyogenes, Staph. aureus, B.thuringiensis, B. sphaericus, B. cereus,
C. diphtheria, vs) ait cesitli antijenik determinantlar da, aymi se-
kilde, E.coli'de klonlanarak ekspresyonlarini saglamistir. Bunlar-
dan ayr olarak.Chlamydia trochomatis, Legionella, Pheuiiibp’hﬂa,
Mycoplasma hyorhinis ve Rickettsia prowazeikii'ye ait genlerin de
E. coli’de molekiiler klonlanmasimin yapildiga bildirilmistir:

“C. diphtheria’da toksin sentezi beta faji tarafindan yoneltilir.
Bu fajin bakteriden ¢ikmasi veya cikarilmasi, etkeni apatojenik
hale getirir. Bu fajda‘bulunan ve toksin sentezini kodlayan gen,
ozel 1estr1k31yon enzimleri yardimiyla kesilerek ayrilir ve geni ta-
styan DNA segmenti, bir plasmide baglanarak E. coli'ye aktarildik-
tan sonra genin ekspresyonu saglanmir. Boylece, C.diphtheria tok-
sini, E. celi tarafindan sentezlenmis olur. Bu toksinin kanser hiicre
yiizey antijenlerine karsi farelerde hazirlanmis monoklonal anti-
korlara baglanmasiyle elde edilen immunotoksinler kanserin tes-
his ve sagaltiminda denenmls ve olumlu sonuclar alindigi aciklan-
mistir.

Cl. tetani'de de toksin sentezi plasmide bagimlidir. Bu plasmi-
din DNA’sinda bulunan toksin sentezini kodlayan genin, benzer
tarzda cikarilmasi, bir plasmide baglanarak E.coli'ye aktarilmast
suretiyle de genin ekspresyonu saglanmistir,

Genetik materyalleri veya-genleri aktarmada, son yillarda avi-
rulent baz1 bakterilerin (BCG, S.typhi Ty2la, S. typhimurium aro
A SL3261, vs) DNA'larindan yararlanilmaktadir. Onemli proteinle-
rin sentezini kodlayan genler (antijenik determinatlar, toksin gen-
leri, pilus formasyonunu kodlayan genler, vs) bu bakterilerin
DNA'lariyla birlestirildikten sonra konakciya verilmekte ve genin
ekspresyonu saglanmaktadir. Hayvanlarin viicudunda hem bakte-
riye ve hem de tasidiklar1 gene karsi koruyucu antikorlarin mey-
dana geldigi bildirilmektedir. Orn. S.typhimurium’a baglanan pi-
lus proteinini (K88) kodlayan gen’le olusturulan rekombmat fare-
lere oral verildiginde E.coli 1nfek51yonlar1na karst korudugu ‘bil-
d1r1lm1$t1r S. typhi Ty2la DNA’sina baglanan Sh. sonnei geni ile
eld¢ edilen rekombinant, insanlar, shigellosis ve tifoya karst koru-
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dugu bildirilmistir. Ayn1 amagla, BCG (Myco. bovis) DNA’sina bag-
lanan baz1 genlerle de bagisiklik calismalar: surdurulmekted1r

- Klonlanmis virulens genleri, DNA probe hazirlamada ve hibri-
dizasyon yontemlerinde kullanabildikleri gibi, bu genlerin site spesi-
fik mutagenesis yontemleri ile daha az toksik -ve daha fazla immu-
nojenik hale getirebilecegi bildirilmektedir. Ayrica, klonlanmis vi-
rulens genlerinin, spesifik-6karyotik hiicreyi taniyan proteini kod-
layan genle fiizyonu sonu elde edilen hibrid proteini ¢ok etkili tok-
sin veren sistem.olusturabilecegi ve kanserin tedavlsmde kullans-
labilecegi aciklanmaktadir. : “s ;

Rekombinant Virus Asilari

Vlruslarln kapsidlerinde bulunan yiizey protem1 ve dlger kom-
ponentleri immunojenik bir karaktere sahiptir ve viicuda girdigin-
de de immun sistemi uyararak immunolojik bir yanitin (humoral
ve . hiicresel) meydana gelmesinde etkin bir rolii vardir, .Yiizey pro-
teini, sentezini (kapsid proteini) kodlayan genler: viruslarin genom-
larinda (DNA veya RNA) lokalize olmuslardir, Ancak, sunu da ha-
tirlamak gerekir ki viruslara.ait olan ve antijenik bir dzelligi olan
soluble maddelerin sentezleri de viral genler tarafindan yonetilir.
Viicutta olusan antijenik ‘uyarim, sadece viicuda girenlerce degil,
ayni zamanda, viicutta replike olanlar tarafindan da desteklenir.
Bu uyarlmm derecesi gesitli faktorlere gore degisebilir. - B

" Viral as1 hazirlamada birgok noktalara dikkat edllme51 gerek,
mektedlr Bunlar arasinda,.virusun genetik materyal yapisi (DNA
veya RNA), biiyiikliigii, tek veya cift iplikcikli olusu, mRNA olus-
turma etkinligi, 1mmun0]emk genin genom iizerindeki lokusu,
transkripte olan mRNA’nin monosistronik veya polisistronik du-
mmlarl vs Ozellikler dikkate alinmalidir.

V1ra1 crenomdan sp651f1k gemn elde edllmesmde bashca 3 stra-'
te_]l uygulanmaktadlr

1) Eger gen, DNA uzermde ise, spes1f1k ve uygun restriksiyon
-enzimleri kullamilarak viral DNA, segmentlere ayrilir. Is-
tenilen geni igeren bu segmentler ya bir vektdr plasmid,
veya - bakteriyofaj’la .baglanarak, E.coli'de klonlanabilir,
veya bir viral vektdr (Vaksinya, SV40, retrovirus, vs) ile
birlestikten sonra. devamli hiicrelere (cell line) veya hay-
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vanlara aktarilarak hem gen iiriiniiniin ekspresyonu ve:
hem de gen iiriinii konak¢imm immun sistemini uyararak
koruyucu antikorlarin sentezi uyarilir. Baz1 viruslara kar-
s1 as1 elde etmede S. cerevisiae’den de yararlanilmaktadir.

2) Eger spesifik gen, RNA iizerinde ise, 6nce reverse trans--
kriptase enzimi ile RNA'ya, bunun komplementeri olan
bir DNA (cDNA) sentezlenir ve sonra da buna polimerase I
yardimi ile ikinci DNA iplikcigi sentezlenerek ¢ift iplik-
cikli DNA haline getirilir. Sonraki islemler, madde - 1'deki
gibi uygulanir. ;

3) Bazi durumlarda, konak hiicrede sentezlenen (transkrip-
siyon) ve spesifik geni igeren mRNA’'dan yararlamilir. Saf
olarak elde edilen mRNA, yukanida bahsedildigi gibi cift
iplikcikli DNA'ya gevrilerek kullanilir,

Plasmid veya viral bir vektore baglandiktan sonra hiicrelerde
klonlanan genin hem miktarinda artma olur (replikasyon) ve hem
de gen iiriiniiniin sentezi saglanir, Bu gen iiriinii protein hiicreler-
den o6zel yontemlerle gikarlir, saflastirilir ve gerekli kontrolleri
yapilir, Eger viral rekombinant vektér hayvanlara verilmigse anti-
jenik karakterde olan gen iiriinii immun sistemi uyarabilir ve ko-
ruyucu antikorlarin sentezine yol acgabilir.

Uzerinde fazlaca durulan ve asilarin yapilmasi gerekli goriilen
viral infeksiyonlar ve etkenler arasinda sap hastaligi, kuduz, hepa-
titis B, parvoviruslar, sigir papilloma, herpes, IBR, yalanci kuduz,
Rift vadisi-hummasi, vesikuler stomatitis, TGE (domuzlarin), kedi
ve sigirlarin leukemia’si, vs ile bazi kanatli hastaliklar1 (IB, ILT,
IBD, LL, Marek, Newcastle, vs) sayilabilir.

Yukarida bildirilen yontemlerden yararlanilarak iiretilen asi-
lardan asagida sadece 3 tanesi hakkinda &zel bilgi verilmektedir.
Bunlar da: o 0 5

1) Hepatitis B Asis1: Hepodna virus grubuna ait ve DNA ka-
rakterinde c¢ift iplikcikli dairesel bir genoma sahip bulunan Hepa-
titis B virusunun DNA’s1 yaklasik 3200 nukleotid uzunluktadir. Vi-
rus kronik tasiyicilarin serumundan elde edildikten, saflastirld:k-
tan sonra virusun DNA’s1 ekstre edilir ve immunojenik olan yiizey
proteinini kodlayan gen (S-geni), restriksiyon enzimleriyle kesile-
rek cikarilir ve bir plasmide (pBR 322) baglandiktan sonra E. ccli’
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ye aktarilir. Burada gen tasiyan plasmidin fazlaca iiremesi sagla-
narak gen miktar: artirilir. Sonra, E. coli'den gen tasiyan plasmid
DNA’s1 cikarilir. Bu plasmid’den de S-geni ayrilarak, kendisinde
TDH-3 promotoru bulunan pRIT 12363 S. cerevisiae plasmidine
aktarilir (ekspresyon plasmidi). Bu plasmid de maya protoplastina
transfer edilerek, bu maya hiicrelerinin ¢ok fazla iiremesi ve genin
de ekspresyonu saglanir. Sonra, maya iginden gen iiriinii ¢ikarilir,
saflastirilir ve gerekli kontrolleri yapilir (immunojenik kontrolleri
de dahil) (Sekil - 2).

2) Sap Asis1: Picorna grubuna ait olan sap virusu RNA ka-
rakterinde bir genoma sahiptir ve 8000 nukleotid uzunluktadir. Vi-
rusun RNA'sina, 6nce, reverse transkriptase (RT) enzimi ile tek ip-
likcikli komplementer DNA (cDNA) sentezlenir ve buna da poli-
merase I enzimi ile ikinci bir DNA sentezlenerek, bdylece RNA,
cift iplikcikli DNA'ya cevrilir, Bu DNA'dan uygun restriksiyon en-
zimleri (PstI, Pvull) kullanarak yiizey proteini kodlayan gen (VPI)
kesilerek cikarilir ve pBR 322 plasmidine aktarilir, Sonra da plas-
mid transformasyonla E.coli'ye nakledilerek genin ekspresyonu
saglanir. E.coli'den gen iiriinii cikarilarak saflastirilir ve hayvan-
larda antijenik kontrolu yapilarak degerlendirilir (Sekil - 3).

Bazi asilarin hazirlanmasinda viruslar vektor olarak kullanilir
ve kendilerine yabanci genler (virus, parazit) ilave edilebilir. Bu
rekombinant viruslar, kendi gruplarindan olmayan baska bir viru-
sa ait immundominant protein. genlerinin ilavesiyle elde edilmis-
lerdir. Konuk (yabanci genler) genler, viral vektorlere rekombi-
nasyonla (site directed homolog recombination) birlestirilirler.
Boylece hazirlanan rekombinant viruslar konakciya verilince, bu-
nun icinde replike olur ve tasidig1 genin ekspresyonuna yol acarak
bu gen iiriinii. protein sentezlenir.

Vaksinia virusu (187000 bp) genlerin insersiyonlar: icin en uy-
gun vektor virusdur. Bunun yamsira SV40, bovine papilloma viru-
su, adeno virus, herpes ve retro viruslar da vektér olarak kullanil-
mustir.” Vaksinia ‘virusunun fazla secilmesinin nedenleri arasinda,
onkojenik olmamasi, cok cesitli genleri kabul etmesi, kendi repli-
kasyonuna mani olmadan biiyiik bir DNA segmentine (25 kb) tole-
rans gostermesi, gen iiriinlerinin glikozasyonuna yol agmasi, ko-
nakg¢i spektrumunun c¢ok genis olmasi, vs sayilabilir. Deneysel ola-
rak vaksinia virusuna bir ¢ok virus genleri ildve edilmistir. Bun-
lar arasinda Hepatitis B, Herpes simplex, Influenza, Transmissible

143



144

DNA - : RE

Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1989 6 (4). . .

HEPATITIS- B° ASISININ URETIM ASAMALART

Hepatltzs B virusu E.coli

RE ile kesxlerek
ac;:.lmlg plaeuud

Rekombinant plaamld

plasmid u;et imi

S-geni tagiyan plasmid DNA
—— =¥ CBEIIOEESTTl.
/

/
/

pBR322

W

k¥
3 pRIT12363 (plasmid)

S.cerevisiae'ye ait
T :
Trapsfer
h 4

S.cerevisiae protoplasia

Sekil-2



AP VISLHINIUG  DIYULSRIVIUJL Arad - Yaraimecli - Lertin

SAP ASISI URETIM ASAMALARI
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gastroenterit (domuzlarm), vesicular stomatitis, kuduz, Friend mu-
rine virus leukemia ve malarya genleri sayilabilir. Asilamalarda,
viicutta iiremesi nedemyle az miktarda rekombinant virusa ihtiyag

duyulur,
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3) Infectious bronchitis virus asisi: Coronaviridae grubuna
ait olan Infec, bronchitis virusu 80 X 120 mm boyutlarinda ve RNA
karakterinde bir genoma sahiptir (5.5—5.7 X 10° dalton). Kanat-
hlarda infeksiy6z bronsitis hastaligini olusturur ve bir ¢ok serotip-
leri bulunmaktadir. Virusun etrafinda bulunan cikintilarin (spike)
viicutta immun sistemi uyarmada etkinligi oldukca fazladir, Has-
taliga karsi as1 bu spike’lerin klonlanmasi suretiyle elde edilmek-
tedir. As1 hazirlamadaki baslica asamalar 6zetle soyledir (Sekil - 4).

a)” Virusdan c¢ikartilan viral RNA, reverse transkriptase ve
sonra da polimerase I enzimleri yardimiyle ¢ift iplikcikli DNA’ya
gevrilir.

b) DNA,. restriksiyon enzimleri ile kesilerek, spike’leri kod-
layan gen izole edilir ve pBR 322 plasmidi ile birlestirilir.

c) Rekombinant plasmid E. coli'ye aktanlai‘ak, gen tasiyan
plasmidin ¢ok fazla iiremesi saglanir,

d E.coli'den cikartilan plasmidlerden spike genleri kesilerek
ayrilir. Bu genler, yeniden olusturulan ve yapisinda cigek virusuna
ait TK (timidin kinase) ve promotor bulunan baska bir plasmidde,
TK genleri arasina yerlestirilir. Boylece ekpresyon plasmidi mey-
dana getirilir.

e) Bu plésmid, daha 6nceden atteniie vaksinia virusu ile in-
fekte olan hiicrelere 6zel yontemlerle aktarilir (transfeksiyon),

f) Hiicre icinde, plasmidde bulunan TK genlerine ait bolge
ile vaksinia virusuna ait ayni bolgeler arasinda meydana gelen site
spesific homolog recombination’la spike geni vaksinia virusu ge-
nomuna aktarilir. Boylece hiicre iginde spike geni tasiyan vaksinia
virusu olusur (hibrid virus).

g) Boyle virus, hayvanlara verildiginde spike geninin eks-
presyonu saglandigi gibi kendisine karsi da bir koruma meydana
gelir.

Vaksinia virusu genomuna ilave edilen HBsAg geni hiicrelere
verilince bu antijenin 22nm partikiil halinde sekresyonunu sagla-
dig1 agiklanmistir. Eger tavsanlar boyle bir rekombinant vaksinia
virusu ile infekte edilirse HBsAg'ye karsi antikorlar meydana geti-
rirler. Vaksinia virusu + HSV-gD geni ile rekombine_edildikten
sonra tavsanlara verildiginde, authentic HSV-gD ile reaksiyon ver-
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INPECTIOUS BRONCHITIS VIRUS ASISI HAZIRLAMA ASAMALARI
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digi ve HSV'yi notralize ettigi bildirilmistir. Bu tarzda asilanan
farelerde de, HSV'ye kars1 korunma elde edilmistir. Vaksinia,viru-
su + influenza virusunun hemaglutmm geni rekombinanti, tavsan
ve hamsterlerde HI antikoru ve ndtralizan antikorlar meydana ge-
tirdigi aciklanmistir. Vaksinia virusunun + TGE (transmissible
gastro enteritis) virusu gp 195 geni ile rekombinasyonu, TGE viru-
suna karsi notralizan antikor sentezini uyarir. Vaksinia virusu +
kuduz virusu glikoprotein geni (V-RG) rekombinantinin tavsan ve
farelerde notralizan ve protektif antikor meydana getirdigi anlasil-
mistir.

Vaksinia virusu + VSV-G geni rekombinantinin, farelere sirin-
ga edildiginde notralizan antikor sentezledigi ve protektif immuni-
te sagladigr bildirilmistir, Sigirlarda da benzer koruma sagladig,
intradermal siringalarla; ortaya konulmustur. Vaksinia virusu +
friend leukemia virusunun yiizey glikoprotein gp 71 ‘rekombinant1
da hazirlanmistir.

Vektor olarak ¢ok fazla yararlamlan vaksinia virus genomuna
bir gen “yérine ‘bir Kag: yabanci antijenik determinanti, vs kodlayan
genler de ilave edilmek suretiyle bir defa siringa ile bir ¢ok infek-
siyona karg1 bagisiklik saglama yolunda cabalar yogun bir sekilde
devam gtmektedir (6rnegin, vaksinia + IB + Marek + ND gibi)
(Sekil - 5). Bu tiir: hazwlanan a$1lara pohtoplk asilar adi Verll'nelx—
tedir, 3 ;

IB virusu ND virus;
\ o " 'Marek geni f Tranafeksiyon
<)
- ] 7 A : i
\ 1 -+=-=3» Hiicre
T I \:‘;{ e > Homolog
) .+t . rekombinasyon

virusu P Y R
LR ERET 4 “—¥B WD _ND

W\-— Cekirdek

o - < P :
=" IB + MD 4+ ND viruslari antijenik
komponenetlerimtagryan vaksinia
virusu(hibrid virue)
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Vaksinia yerine SV 40 virusu da kullanilarak bazi denemeler
yapilmistir, Ozellikle, SV 40 + HBsAg rekombinanti, maymun hiic-
relerinde, ve ayrica, bovine papilloma virusu + HBsAg rekombi-
nantlar1 hazirlanmis vé fare hiicrelerinde denenmistir.

Son yillarda, devamli hiicre kiiltiirlerinde (cell line), ayn1 gru-
ba ait fakat iki farkh serotipteki. virusla infeksiyonunda (miks in-
feksiyon), iki virusun genomlarn arasindaki homolog rekombinas-
yon sonu meydana gelen rekombinant viruslar (reassortantlar) as1
olarak kullamlmis ve bazi olumlu sonuglarm alindig: belirtilmistir.
Aciklandig tarzda elde edilen HSV-1 X HSV-2 rekombinantlari, fa-
relere intrakutan verildiginde, virulent susun 3000 LDs,'sine kar$1
fareleri korudugu agiklanmistir, Yiiksek derecede atteniie edilmis
temperatiire sensitif Influenza virusu veya avian influenza virusu,
virulent influenza virusu ile hiicre i¢inde birlestirilerek elde edilen
rekombinantin daha az infeksiyona neden oldugu ve daha az virus
sactig1 bildirilmistir. Benzer ¢alisma atlarin influenza virusu-ile de
yapilmistir. Rota v1ruslarmda, hiicrelerin miks ‘infeksiyonu .sonu
meydana gelen rekombinantlar elde edllmls ve as1 olarak. degerleri
incelenmistir. Insan rota virusu (RTV) genomunda bulunan VP7
geni (kapsidde yiizey antijenik molekiilleri kodlayan gen), bovine
veya rhesus rota viruslarn ile - rakombinasyonu sonu . elde edilen
reassortantlarin insanlarda rota viruslarinin iiremesini stnirladig
bildirilmistir. Bu rekombinant’ta, rhesus ve . insan rota. viruslarr
genomlar1 yanisira, VP7 proteinini kodlayan gen de bulunmakta-
dir. Heniiz deneme safhasinda olan bu tiir a1 elde etme yontemle-
rinin daha fazla inceleme ve kontrola ihtiyac1 oldugu behrtllmekf
tedir.

Bu tiir rekombinantlarda 6nemli olan nokta, yéni kazanilan
genler ile birlikte, bu genin kodladig1 antijenik determinantlarin
kapsidde de bulunmas: ve viicuda girdiginde immun sistemi uyar-
masidir (Sekil - 6).

~ Rekombinant Parcziter Asilar

Paraziter hastaliklara karsi rekombinant DNA teknolojisi ile
as1 hazirlama cabalar1 bakteri ve virus asilan ile birlikte yiiriitiil-
mektedir, Ozellikle, avian ' koksidiozis, malarya, anaplasmosis,
ve East cost fever hastalik etkenleri igin boyle gahsmalar hayh iler-
lemis bulunmaktadir, :
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Plasmodium knowlesii'in sporozoit ve merozoit formlarinih
yiizey proteinini kodlayan gen E. coh'de klonlanarak ekspresyonu
saglanmistir.

Paraziter infeksiyonlara kars: da viral vektorler kullanilmistar.

Vaksinia virusu + Plasmodium knowlesii sporozoit yiizey pro-
tein geni rekombinanti, hiicrelerde 53 ve 45 kd protein sentezledik-
leri ve bunlarin monoklonal antikorla reaksiyon verdikleri gozlen-
mistir, Bylece, rekombinant virusla infekte edilen tavsanlarda olu-
san antikorlarin sporozoitlere baglandig1 bildirilmistir. Merezoit yii-
zey antijenlerinin malarya’ya kars: korunmada daha etkin oldugu
agiklanmistir.

Insan ve hayvanlarda hastalik olusturan diger protozoon ve hel-
mintlerin de benzer tarzda, antijenik determmantlarlna kars1 a$1
hazirlama g¢abalar1 bulunmaktadir, '

SENTETIK PEPTID ASILARI

Infekiydz etkenlerin (veya antijenlerin) immunojenik kompo-
nentlerini olusturan proteinlerin in vitro kimyasal sentezleri sonu
elde edilen polipeptidlerin as1 olarak kullanilmasi son yillarda faz-
la denenen asilar arasinda bulunmaktadir. As1 elde etme yamisira,
hastaliklarin teshisinde, immun terapide ve as1 dizayninda da sen-
tetik peptidler 6nemli rol oynamaktadirlar.
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- Kimyasal yoldan sentezlenen peptid asilari yeni degildir. Yil-
lar 6nce (25 yil), Tiitiin Mozaik Virusunun (TMV) Cl terminusuna
tekabiil eden hekzapeptidlerin, tavsanlara . verildiginde antikor
olusturdugu ve TMV'i presipite ve notralize ettigi belirlenmistir.
MS-2 bakteriyofaji'min P2 kapsid protein bolgesine tekabiil eden
peptidler de sentezlenmis ve tavsanlarda nétralizan antikorlar olus-
turdugu aciklanmistir.

Yumurta ak: lizoziminin antijenik determinantlarina kars1 da
hazirlanan sentetik peptidlerin natif hzoz1mle reak51yon veren an-
tlkorlar olusturdugu saptanmistir.

Son yillarda bakterilerin ve: viruslarm antljemk olan immun-
dominant epitoplarina benzer etkiye sahip sentetik peptidler elde
edilmistir. Bunlar- arasinda SV40, Maloney leukemia virusu, Hepa-
tit B, influenza, Herpes virus, sap virusu ve poliomiyelitis viruslari
bulunmaktadir, : ;

Sentetlk Bukterlyel Peptid Asilar

Bakteriyel 1nfek31yonlar1 onlemek icin baz1 sentetik peptld
agilar1 hazirlanmistir. Bunlar arasmdn difteri ve kolera hastahk-
lar1 gelmektedlr

Difteri toksml A-zincirinin 186 - 201 aminoasitleri arasmna ail
olan 14 aminoasitlik sentetik peptidin (hekzadeka peptid), uygun
bir adjuvant ve tagiyici ile birlikte (sentetik muramil dipeptid, ad-
juvant, ve sentetik multochain poli DL-alanin, tasiyic1) verildigin-
de kobaylarda protektif antitoksik immunite sagladig1 aciklanmis-
tir. Kolera etkeni V. cholera) lipopolisakkaritlerine ve kolera tok-
sinlerine kars: peptid asilar hazirlanmis ve denenmistir, V. cholera’
nin B alt iinitesine (103 aminoasit) ait 11 ve 18 aminoasitlik bircok
peptidler hazirlanmistir ve tetanoz toksoidi ile birlestirilerek veya
multochain poli DL-alanin birlestirilerek kullanilmis ve tavsanlar-
da denenmistir.. E. coli (ETEC) lerin’de, 1s1ya dayamkl ve dayanik-
s1z toksinlerinin epitoplarina karsi gelen sentetik polipeptidler ha-
zirlanmis ve deneme hayvanlarinda kullamldiklarinda infeksiyo-
nun siddetini gok azalttif1 agiklanmistir. Ayrica, Str.pyogenes (M
proteini) ve N. gonorrhoea (pilin) proteinleri sentetik olarak hazu
lanmis ve kullanilmistir:

Son yillarda, sentetlk polipeptid genlerin bir plasmidle birles-
tirilerek bakteride klonlanma ¢alismalar: iimit verici diizeyde siir-
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diiriilmektedir. Eger iyi sonuglar alinirsa, invitro olarak sentezie-
nen genler, bakterilere ait bir plasmidle konjuge edildikten sonra,
E.coli (veya baska bir bakteride) klonlanmas1 ve genin ekspresyo-
nu saglanabilecektir. -

Sentetik Viral Peptid Asilar -

Viral orijinli sentetik asilar SV40 virusunun biiyiik T antijeni-
ne ait N ve C terminuslarina tekabiil eden sentetik hepta- ve ende-
kapeptidler hazirlanmis ve bunlarin tavsanlarda olusturdugu an-
tikorlarin, orijinal SV40'in T-antijeni ile reaksiyon verdikleri go-
riilmiistiir, Maloney leukemia virus RNA’simin 3 ucundaki nukle-
otid siralarina tekabiil eden sentetik pentadekapeptid yapilmis ve
tavsanlarda antikor olustugu belirlenmistir. Hepatitis B virusun
138 - 149 nukleotid siralarina tekabiil eden sentetik peptidler hazir-
lanmis ve bunlarin olusturduklar1 antikorlarin virusla reaksiyon
verdikleri aciklanmigtir. Ayrica 117 -123 ve 124-137 nukleotidle-
rin karsit1 olan aminoasitler de sentezlenerek farelere verilmis ve
antikor olusturduklar1 belirtilmistir. HBV'nun pre-S bolgesine ait
nukleotidlere tekabiil eden aminoasitler (55 aminoasit) de yiiksek
oranda grup spesifik antikorlar olusturdugu (Liposomlarla birlik-
te verildiginde) ve ancak bunlarm protektif etkilerinin degerlendi-
rilmesinin heniiz daha fazla g¢alismaya ihtiya¢ gosterecegi aciklan-
mstir. Pre-S'nin 6nemli bir béliimiine ait olan sentetik peptidin
(p120- 145) hayvanlara daha fazla immunojenik oldugu aciklan-
mistir, Bu peptidin N-terminusu T-hiicrelerini ve C-terminal se-
kaslarinin da B-hiicrelerini tamidig1 saptanmistir, Peptidin olustur-
dugu antikorlarin natif pre-SHBsAg ile kros reaksiyon verdigi be-
lirlenmistir, Influenza virusunun hemaglutinin sentezini kodlayan
gen bolgesine tekabiil eden peptidler hazirlanmistir. Influenza vi-
rusu Tip A HsNs virusunun 91 - 108 nukleotidlerine ait peptid ha-
zirlanmis ve bu tetanoz toksoidi ve Freund'un adjuvant: ile birles-
tirilerek fareye verilmis ve farelerde hem noétralizan ve hem de
hemaglutinasyon - inhibisyon antikorlarinin olusturdugu ve fare-
lerde kismi bir koruma sagladig1 agiklanmistir. Ayrica, HA mole-
kiiliiniin HA1 bolgesinin % 75’ine tekabiil eden 20 sentetik ‘pepti-
din 18'inin antikor olusturdugu da belirtilmistir. Herpes simplex
tip 1 (HSV-1) glikoprotein D’in 8-23 bolgesine tekabiil eden ami-
noasitlerinin, (HSV-1 ve 2'yi nétralize eden anti qpD monoklonal
antikorlarla reaksiyon verdigi agiklanmustir. Sentetik 16 mer’lik

152



Asi Uretiminde Biyoteknoloji ol et B dgw e Arda - yaraimci - veunn

peptidin: hayvanlarda olusturdugu antikorlarin natif glikoprotein
D ile reaksiyon verdigi ve ayrica HSV-1.ve 2'yi nétralize ettigi de
wvurgulanmistir. Sap virusu tip Il'in yiizey proteini (VP1) 141 - 160
bolgelerine tekabiil eden 20 aminoasitlik peptidin, tagyici bir pro-
teinle verildiginde sigir ve kobaylarda nétralizan antikor sentezini
uyardig1 ve kobaylarr korudugu bildirilmistir. Ayrica, tip A'nin yii-
zey proteinine ait 55-179 aminoasit bolgeleri arasna ait sentetik
peptidin olusturdugu antikorlarin -domuz ve sigirlarda koruyucu
etkileri oldugu agiklanmistir, -Ayrica, VP1'in 201-213 bolgelerine
ait sentez yapilmistir. Polio virusunun VP1 kap51d proteine ait hid-
rofilik domaine tekabiil eden birgok kiiciik peptidler .sentez edil-
mis ve bunlarin poliovirus nétralizan antikorlarla reaksiyon verdi-
gi de belirtilmistir (bunlar bovine serum albumm ve komplet
Freund adjuvanti 1le birlikte verilmistir). '

Seritetik Poraziter Peptid A$|lar

Parazmk hastallklara kar$1 as1 hazlrlamada sentetlk peptldler
denenmistir. Plasmodium falciparum sporozoitlerinde bulunan im-
mundominantlara karsi hazirlanan sentetik dodekapeptid’in ma-
larya agisina katilarak verilmesinin antikor sentezine yararli olaca-
g1 bildirilmistir.

Malarya parazitinin sporozoltlerl esas- circumsporozoit protem
(CS)leri, immun dominant tekrarlanan epitoplara sahiptir. Bu epi-
toplara karsi olusan antikorlar da infeksiyonu durdurur.

ANTI-IDIOTIP ANTIKOR ASILARI

Bir antikor molekiilii iki agir ve iki de hafif zincirden olus-
mustur. Hem agir hem de hafif zincirler sabit ve degisken bolge-
lere sahiptirler, Sabit bolgeler ayn1 sumfa giren biitiin antikorlar-
da birbirine benzer, Fakat, bir bireyin her B hiicre klonu tarafin-
dan iiretilen antikorlarin degisken bolgeleri (amino asit siralar:)
birbirinden farklidir. Iste idiotip terimi bir bireyin yalmzca bir
antikor simifinda bulunan o antikora zgiil bélgelerini tanimlama-
da kullanilir.

Bilindigi gibi, bir antikor ile’ antijenin baglanmasi anahtar -
kilit iliskisine benzer. Antijeni bir kilit olarak kabul edersek bunu

ancak ona en uygun olan-anahtar yani antikor agabilecektir. Bu da
antikorun degisken bolgesindeki aminoasit siralar: ile yani antiko-
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run idiotipi ile ilgilidir. Idiotiplere kars: olusan antikorlar ile ilgili
ilk teori JERNE tarafindan ortaya atilmistir. Buna: gore, immuni-
zasyondan sonra, kuramsal olarak, bir x antijenine kars1 olusan
antikor (Abl), x antijeni iizerindeki epitopa benzer bolgeler tasir ve
bu bir anti-anti x antikoru (Ab2) icin antijen olarak gorev yapar.
Iste, antijenin epitopuna karsi uygun paratop bdlgesi tasiyan bu
antikorlara idiotip antikorlar (Abl) ve bunlara karsi olusan anti-
korlara da anti-idiotip antikorlar (Ab2) ad1 verilir. Paratop, bir an-
tikorda bulunan ve antijenle birlesen Fab bolgesini olusturur.. Pa-
ratopa karsi olusan antikorlar orijin antijenin epitopu’nun bir in
ternal imaji halindedir. Anti-idiotip antikorlar hibridoma teknolo-
jisi yardimiyla uretllebllmektedlrler

Antl-ldJotlplerle yapilan son g¢alismalarda bunlarm Ab2A ve
Ab2B diye iki gesit olduklar1 saptanmistir. Ab2A’nin, yap1lan calis-
malarda, idiotipe spesifik olmadigi, buna karsin, Ab2B’nin vitro
kosullarda Abl ile birlesmek icin antijenle yaristifi gozlenmistir.
Ayrica Ab2B'nin in vivo kosullarda Ab3 yap1m1n1 uyardig1 gorul-
mustur (Sekil - 7).

ANTI IDIOTIP ANTIXORLAR

Pare Idictip.

Antl.]en (/‘\%/ e mtikor-l m
—4\—‘_—-) veya __-§ :aggn
A tavgan 4 Ab-1
1 l = |
| " Eoruyuqu | ¥ |Antiidiotip
i antijorlar antikor-2
e g i g e 0 RIS 6 i ¢ Ab-2
Antijenle ayni internal imaja sahir anti idiotip |
antikorlar(ib-2) 2!
¥ Fere veya

AbLS tavgan
TN SR

Ati anti idiotip
.entixorlar-3 -

. Sekil=7

Anti-idiotiplerin immun yamt iizerine etkisi- ‘uyaricl veya bas-
kilayic1 olabilir. .
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Orijinal antijenin internal imajim tasiyan Ab2'ye kars: viicut-
ta olusan Ab3, orijinal antijene baglanabilme yetenegindedir,

Bu goriislerden hareket ederek anti-idiotiplerden as1 olarak ya-
rarlanma yoluna gidilmistir. Bu amagla gesitli deney hayvanlarin-
dan adjuvanth veya adjuvantsiz olarak hazirlanan monoklonal
anti-idiotip antikor asilari denenmistir.

Bakteriyel Anti-idiotip Antikor Agilar

Anti-idiotip asilar, patojenik bakteri hiicre duvarlarinin poli-
sakkarit antijenlerine kars1 heniiz yanit olusturamayan yeni dogan-
larda oldukga 6nemlidir. Bu bakterilere (H.influenza, N. meningi-
tidis, Str. pneumoniae, D. pneumonia, E. coli, L. monocytogenes, vs)
kars1 hazirlanan klasik asilar yenidoganlarda etkisiz kalmaktadir.
Bir anti-idiotip, hiicre duvar1 materyalinin bir kopyasidir ve pro-
tein yapisindadir. Boyle anti-idiotip antikorlar protein karakterin-
deki antijenlere yanit verme yeteneginde olan yenidoganlarda ba-
sar1 ile ‘a1 olarak kullanilabilir. Deney hayvanlarinda (6zellikle,
fare ve tavsan) yapian ¢alismalar asinin etkin olabilecegini goster-
mistir.

Viral Anti-idiotip Antikor Asilar

Infekte insan plasmasindan elde edilen Hepatitis B virusuna
kars1 olusturulmus idiotip antikorlar tavsanlara vérilrnis ve bun-
lardan elde edilen anti-idiotip antikorlar (Ab2) farelere verildigin-
de orijinal antijene baglamip nétralize etme yeteneginde olan anti-
anti-idiotip antikorlar (Ab3) elde edilmistir. Hepatitis B virusuna
kars1 meydana gelmis idiotip antikorlar, tavsanlara verildiginde
ve elde edilen anti-idiotip antikorlar1 (Ab2), Hepatitis B asis1 ola-
rak iki sempanzeye verildiginde hayvanlarda koruyucu etki yarat-
t1g1 gdzlenmistir: ’

. Hepatitis B’den baska, TMV (tiitiin mozaik virusu), VEE (Ve-
nezuelan equine encephalitis), Polie (tip II), Kuduz, Herpes simp-
lex, Reo (tip 3) ve Sendai viruslarina kars: cesitli deney hayvanla-
rmda (fare ve tavsanlar) anti-idiotip antikorlar elde edilmistir,

Paraziter Anti-idiotip Antikor Asilar

Schistosoma mansoni, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosc-
ma crusei ve Eimeria'lara kars: farelerde anti-idiotipler elde edil-
mistir. i1
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Sayet, anti-idiotip antikor asilari insanlar icin iiretilmeye bas-
lanirsa diger as1 iiretim tekniklerine gore ‘birtakim avantajlar sag-
layabilir. Su anda kullanilan asilar infeksiy6z ajanlarm &ldiiriil-
miig, attenue veya piirifiye antijenleri son zamanlarda Rekombi-
nant DNA teknolojisi ile elde ediliyorsa da Hepatitis B antijeni gibi
bir¢ok antijenin saflastirilmasi oldukga zordur. Ayrica, bircok bak-
teri ve protozoanmin antijenik kisimlar1 karbonhidrattan olusmus-
tur ve bu kisimlar Rekombinant DNA yontemi ile veya sentetik
olarak sentezlenemezler. Bunun yanisira, attenue edilmis patojen-
lerin as1 olarak kullanilmasi sirasinda etkenin tekrar virulens ka-
zanma tehlikesi de vardir. Eger anti-idiotip asilar monoklonal an-
tikor teknigi ile kolayca elde edilebilirse hastalik etkeni olmadik-
larindan korumay: kolayca saglayabilirler, Anti-idiotip antikorla-
rin cazip bir yani da spesifiteleridir. Bir anti-idiotip, yalnizca inter-
nal imaji tasidig1 antijene karsi antikor yamiti olusumunu saglar.
Buna karsin, attenue edilmis bir infeksiyoz etken koruyucu immu-
niteyi indiikleyen bir tanesinden baska birgok antijenik determi-
nant tasiyabilir. Bunlarin bazlari, viicut dokular: iizerindeki - de-
terminantlara benzer ve otoimmun bir yamt olusturabilir.

Cesitli faktorler insan asisi olarak anti-idiotip antikorlarin
kullanimini kisitlamaktadir. Anti-idiotiplerin tavsan gibi bir deney
hayvanindan hazirlamip verilmesi bazi insanlarda ates ve allerjik
reaksiyonlara neden olabilir. Bir¢ok anti-idiotip antikor bir antije-
nin meydana getirdigi yamita esit bir immun yamt olusturabilir
fakat, Jernenin bildirdigi gibi, immun sistem flizerine baskilayici
bir etkide de bulunabilir.

Son yillarda, anti-idiotiplerin kanserin sagaltiminda as1 ola-
rak kullanilabilecegine iliskin galismalar yapilmaktadir.

MUTANT ASILAR

Mikroorganizmalarda (bakteri, virus, vs) genetik diizeyde mey-
dana gelen dogal veya suni mutasyonlar sonu olusan mutantlar
as1 olarak eskiden beri kullamilmaktadirlar. Bu mutasyonlar, etke-
nin virulensinin, azalmasina, hastalik yapma yeteneginin azalma-
sina veya kaybolmasina yol agcmasina karsin, etkenin antijenik ka-
biliyetinde pek fazla bir degisiklik olmadigindan, viicuda verildi-
ginde koruyucu ozelligini devam ettirirler.

Suni olarak meydana getirilen mutasyonlarda mikroorganiz-
malar dogal konakgisi, doku kiiltiirii, besi yerleri, vs gibi normal
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alisdigr ve cogaldigr ortamlarin disinda, kosullar1 degisik yabanci
konakcilarda ve besi yerlerinde devamli pasajlan yapllmak sure-
tiyle elde edilmislerdir (atteniiasyon),

Bu tarzda atteniiye edilen mutantlardan hazirlanan asilarda,
bazen geriye doniis olmakta ve etken virulens kazanarak hayvan-
larda infeksiyonlar meydana getirebilmektedir.. Bu tiir olaylar,
mutant asilarin en onemli dezavantajlar1 arasinda bulunmaktadir.
Ancak son yillarda bakteri veya viruslarin genomlarindan, sadece
patojeniteyi olusturan genin ¢ikarilmasina yonelik yapilan gen ma-
nipulasyonlar1 sonu olusturulan mutantlar daha giivenlidir ve ge-
riye mutasyonlarla virulens kazanma gibi dezavantajlar ortadan
kaldirilmakta ve giivenle kullanilabilmektedirler.

Bckteriyel Mutant ‘Asilar

Bakterilerde suni olarak meydana getirilen mutasyonlar sonu
olusan mutantlarla asi hazirlama cabalarmin tarihi oldukca eski-
dir, Pasteur 1880 yillarinda, laboratuvarda uzun zaman kalarak vi-
rulensi zayiflamis olan: P. multocida susunu tavuklara verdiginde
hastalik yapmadigini, buna karsi hayvanlar:1 virulent susa karsi ko-
rudugunu saptamistir. -

Yine Pasteur, sporlu bir mikroorganizma olan ve memeli hay-
vanlarda oldiiriicii seyreden antraks (sarbon) hastaligi etkeni
B. anthracis1 42°C’in {istiinde devaml: pasajlarini yaparak, bu -et-
kenin virulensinin azaldigini, buna karsin antijenitesinin bozul-
madigim1 gozlemlemistir. Kendi adi ile amilan (Pasteur-1I ve -II)
iki as1 hazirlayarak, once ¢ok zayiflatilmis olan Pasteur-I ve son-’
ra da daha az zayiflatilmis olan Pasteur-II suslariyle koyunlari
asiladifinda hayvanlarin v1rulent susa karsl korundugunu tespit
etmistir. .

Bugiin antraks hastahéma karsi spor olusturmayan ve viru-
lensi azaltilmis olari Max Sterne 34F B. anthracis susu kullanilmak-
tadir. :

.- Benzer tarzda pasajlarla elde edilen bir as1 da, BCG'dir. Sigir
tiiberkiiloz etkeni olan Mycobacterium bovis, Calmette ve Queren
tarafindan, 13 yil safrali ve patatesli ortamda devamli pasajlan
yapilarak, insanlar i¢in virulensi azaltllmls ve as1 haline getirilmis-
tir (1929).

Tavuk tifosu etkeni S. gallinarium-9S susundan elde edilmis
olan 9R susu, bugiin kanathlar tifoya karsi korumada as: olarak
kullanilmaktadir,
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- Son yillarda genetik diizeyde yapilan manipulasyonlarla, pato-
jeniteyi saglayan genin yerinden cikarilarak olusturulan mutantlar
(deletion mutant) as1 olarak kullamilmaktadir. Bunlarin geriye mu-
tasyonla virulens kazanma gibi bir riskleri bulunmamaktadir. Bu
konuda salmonella, shigella ve V. cholera iizerinde bazi1 basarili ¢a-
hismalar yapilmastir.

S. typhi, gal E susu (Ty2la, genetik olarak modifiye edilmis
olup galaktose ve epimurase aktivitesine sahip degildir, oral veril-
diginde viicutta iireyerek uygun bir siire kalir ve patojenik S. typhi’
ye kars1 koruma saglar

V. cholera El Tor susundan buna ait olan.A ve B. toksm genleri
cikarildiktan sonra, B alt iinite geni bir plasmid aracihigi ile tekrar
V.cholera’ya aktarilmis ve boylece elde edilen mutant V. cholera
susu, insanlarda (10 goniilliide) as1 olarak kullanilarak 9'unda ko-
ruma sagladig1 bildirilmistir (1 milyon El Tor Inaba susuna kars1).
Buna karsin, asilanmamis kontrollerde kolera meydana gelmistir.

S. typhimurium’un deletion mutantlarindan olan avirulent aro
A SL 3261 susunun-da benzer tarzda koruyucu etkiye sahlp oldugu
aciklanmstir.

Sh. sonnei iizerinde de ¢alismalar siirdiiriilmektedir,

Viral Mutant Asilar

. Pasteur, 1879 - 1880-yillar1 arasinda, virus fiks verilerek infek-
te edilen tavsanlardan aldigi omuriligi NaOH'l1 bir desikatérde 3
hafta kadar beklettikten sonra hastalik -etkeninin virulensinin za-
yifladigin1 gozlemlemis oldugu gibi. bu materyalden  hazirladig:
emulsiyonu da, kuduz kopek tarafindan isirilmis olan bir gocuga.
(Joseph Meyer) uygulayarak kurtarmistir.

Atvebas1 virusu, farelerin beyninde 105 pasaji yaplldlktan son-
ra, virulensi atlar igin azaltilmis, buna karsin atlarda immunolojik
yanit meydana getiren ve hastaliktan koruyan bir virus:haline ge-
tirilebilmistir. Bu virus halen atvebasina karsi as1 olarak kullanil-
maktadir. - ’

Sigirlarda ¢ok oldiiriicii hastaliklara yol agan sigirvebasi viru-
su doku kiiltiirlerinde, tavsanlarda (lapinize), embriyolu yumurta-
larda (avianize) ve kegilerde (kaprinize) ¢ok pasajlari yapilmak su-
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retiyle atteniie edilmis ve boyle suslar infeksiyondan korunmada
asi olarak kullamlmislardir.

‘Kanatlilarda tehlikeli infeksiyonlara yol agan Newcastle has-
taligi virusunun dogal atteniie suslarindan olan Hitchner Bl'in
virulensinin ¢ok zayiflamis olmasi nedeniyle civcivlerin asilamala-.
rinda (burun - gz, sprey, suya katilarak) basar ile kullanilmakta-
dir.

Suni olarak atteniie edilen Infec. bronchitis viruslarindan H52
ve H120 suslarindan as1 olarak yararlamlmaktadir.

Viral genomlardan’ patojenik genlerin cikarilmasi sonu mey-’
dana gelen mutantlardan (deletion mutant) as1 hazirlama cabalar
stirdiiriilmektedir. ’

KAYNAKLAR

1 — ADA, G.L. and JONES, P.D. (1987) : Vaccines for the future-an update.
Immunol. “Cell Biol., 65(1):11-24. -

2 — ALOUF, J.E. (1985): Vaccins anti-toxines. Ann. Inst. Pasteur/Microbiol.,
136 B : 309 - 321.

2 — ARDA, M. (1985): Rekombinant DNA teknolojisi [konferans) Etlik Vet
Kont. Aras. Enst., ~Ankara.

4 — ARDA, M. (1985): immuntoksinler [konferans) Etlik Vet Kont Aras. Enst.,
Ankara.

5 — ARDA, M. (1985) : immunoloji (bagisiklik bilimi). A.U. Vet. Fak. Yay., No.
404, Ankara.

6 — ARNON, R. and SELA, M. (1985) : Synthetic vaccines : Present and future
Ann. Inst. Pasteur/Immunol., 136 D: 271 - 282.

7 — AUDIBERT, N. (1986) : Carriers and adjuvants for the. development of synt-
hetic vaccines. Ann. Inst. Pasteur/Viral., 137 E: 514 -518.

8 — AYDIN, N. (1978) : Adjuvantlar ve veteriner hekimlikte kullaniimalarr. Vet.
Hek. Dern. Derg., 48 (2): 13-19. _ o

9 — BAHRACH, H.L. (1982) : Recombinant DNA technology for the preparation
of subunit vaccines. JAVMA, 181 [10] 992 - 999

10 — BAHRACH, H. L. (1985) : New approaches to -vaccines. Adv. Vet. Sci. Comp.
Med., 30: 1-35. .

11 — BERZOFSKY, J.A., CEASE, K.B., CORNETTE, 'J.L; SPOUGE, J.L., MAR-
- GALIT, H., BERKOWER, [.J., GOOD, M.F., MILLER, L.H. and DelLlSI, C.
_ (1987) : Protein antigenic. structures recongmzed by T cells: potential app-
“lications to vaccine desmn Immunol. Rev., 98 : 9-52.

159



© Etlik Vet. Mikrob. Derg. 1989 6 (4)

BITTLE, J.L., HOUGHTEN, R.A., ALEXANDER, H. SHINNICH, T:M., SUTC-
LIFFE, J.G., LERNER, R.A., ROWLANDS, D.J. and BROWN, F. (1982): Pro-

_tection against foot and-mouth disease by immunization with a chemically

14 —

16 —

17 —

synthesized peptide predlcted from the viral ‘nucleotide sequence. Nature.

:298 : -30.

BONA, C:A. (1987): Les vaccines du futur. La recherche. 18 (188) : 672 - 682.
BOX, 'P.G. (1984): Poultry vaccines-live or killed. Poult-Int., 23 (5) : 58 - 64.
BROWN, F. (1984) : Synthetic viral vaccines. Ann. Rev. Microbiol, 3 : 221.235.

BROWN, T.D.K. (1985): New poultry vaccines by genetic manuplation.
Span, 28 (2) : 68.-70. ‘ 5 5

BROWN, E. (1986) : - Prospects for synthetic peptide vaccines against foot-

. and-mouth disease. Ann. Inst. Pas_te_ur/Viral., 137 E: 504 -508.

18 —

19 —

20 —

CAPRA, J.D. and BONA, C. (1988): Idiotypes : Practical advances from
fundamental concepts. Immunol. Today, 9 (4): 98-100. ' '
CARTER, S.K. (1986) : Adjuvant chemotherapy of cancer a review of its
current status. Drugs,31: 337 - 367. '

CHANG, J:D.T., EIDSON; C.S. and* KLEVEN, S.H. (1985) : Simulataneous

application of live turkey herpesvirus and :infectious bursal disease vac-
cines against Mareks dlsease and mfectlous bursal disease. Poult Sci.,

" 34: 78-83.

21 —

2 —

23 —

CHANG, J.D.T., EIDSON, C.S. and KLEVEN, S.H. (1985) Vacéination
against Marek’s disease and infectious bursal disease lII. growth rate of
both turkey herpesvirus and infectious bursal dlsease virus in comfected

:cell cultures. Poult. 'S¢i. 64: 841 -843.

CHEDID, L. (1985): Adjuvants of immunity. Ann. Insjc. Pasteﬁr/immunol._.
136 D : 283-291. '
CONFER, A.W., TABATABAI, L.B., DEYOE, B.L, OLTJEN S. L., HALL S. M,

OLTJEN J. W MORTON, R. J., FULNECHEK D.L., SMITH, R.E:. and SMITH.
R. A. (1987) : Vaccination of cattle with chemlcally modified and unmodified

' ’salt—extractable protems from Brucella abortus Vet.’ Mlcroblol 15 : 325-339.

24 —

CRYZ, S.J., FURER E. SADOFF, J. C GERMANIER, R PASTAN l., WIL-
LINGHAM, M.C. and FITZGERALD, D.P. (1987): Use of Pseudomonas
aeruginosa toxin A in the construction of conjugate vaccines and immuno-

- -toxins. - Rev. Infect. ‘Dis:; 9 (suppl 5).: 644+< 649

25 —

DIAKUN, K.R., YAZAWA S., VALENZUELA L. ABBAS S.4A. and MATTA,

~'K.L.(1987) i  Synthetic antigens as immunogens': part | the combining site.

specificities of antibodies formed in rabbits to synthetie' disaccharide

< : X-L-Fuc-(1 - 3):D-Gal. ; Immunological. Invest., 16-(1): 1.-11.

26 —

160

‘DIAKUN K.A. YAZAWA, 8. VALENZUELA L., ABBAS; S.A. and MATTA

K.L. (1987) = Synthetic antigens as immunogens : part Il: antlbodles to

synthetic T antigen. Immunological Invest., 16 (2) : 151 - 163.



AP VICLHHITIUG DIYULTGKIIUVIUJI Araa - yaraimeci - et

o7 £Z DORNEH F. and McDONEL J.L. (1985) : Bacterial toxin vaccines. Vaccine,
"3 94 .- 102. )

28 — ESKELUND, K. (1980): Inactivated -vaccines. Zootecnica Int., 5:18-22,

29 — HILLEMAN, M.R. (1986): Vaccines made from recombinant yeast cells.
:Vaccine, 4:.75-76.

30 — HILLEMAN, M.R. (1986): Vaccinology in practical perspective. Develop.
Biol. Standard., 63: 5-13.

31 — HILLEMAN, M.R. (1986) : Recombinant yeast ‘hepatitis B vaccine Develop.
Biol. Standard., 63 : 57 -62.

1 HI'LLEMAN. M. R. (1986) : The science of vaccines in present and future
perspective. Med. J. Aust., 144 : 360 - 364.

33 — HUGH-JONES, M.E. (1981): A simple . vaccination -model. Bull.. Off. Int.
Epiz., 93 (1-2): 1-

34 — ISTANBULLUOGLU, E. ve OZTURK, F. (1988) : Zoonozlarin kontroliinde biyo-

.. teknoloji. Konya Bélgesi V. Hayvancilik ve Beslenme Sempozyumu, Konya.

35 — KANRA, G., DIKER, S. ve CEYHAN M. (1985) : Bakteri asilari. Katki 6 (5) :
341 - 350. ' !

36 — KAUFMANN, S.H.E. (1987) : Towards new leprosy and tuberculosis vac-
- vines. .Microbiol. Sci., 4 (11): 324-328.

37 — KENNEDY, R.C., MELNICK, J.L. and DRESMAN, G.R. (1986) : Anti-idiotypes
and immunity. Sci. Amer., 255 (1) : 40-48.

38 — KREAGER, K. (1985) :. Good.results with polyvalent Marek vaccine. Poultry

S+ (Misset Int.), 2 (1) :.8-11.

39 — LAGRANGE, P.H. (1985): L'avenir des vaccinations : Vacc¢ins de l'avenir.
_Ann. Inst. Pasteur/Immunol., 136 D : 313-334.

40 — MACRINA, F.L. (1984) : Molecular cloning of bacterial antigens and viru-
. lence determinants. Ann. Rev. Microbiol., 38 : 1-27.

41 — MAURICE, J. (1987) : Les premiers pas d'un vaccine universal. La Recherche.
18 (192) : 1232- 1234,

42 — MINOR, P.D. and FERGUSONF M. (1986) : Prospects for syntf\etlc peptide
vaccines agalnst poliovirus. Ann. Inst. Pasteur/Viral.,, 138 E: 508 -512.

43 :—,—'McBEATH B; G WELLES, P.W., EYRE, P. and HANNA, J. (1983] Equine
immunology 4 : vaccines and antisera. Equine Vet. J., 15 (3) : 196 - 202.

44 — MELNICK, J.L. (1986): Beginings of the development of synthetic psptides
as viral vaccines. Ann. Inst. Pasteur/Viral.,, 137 E: 499 - 503. ’

45 — MOSS, B. and FLEXNER, C. (1987) : Vaccinia virus expression vectors. Ann.
Rev. Immunol., 5: 305 324, )

46 -~ MURDIN, A.D. (1986) : Synthetlg peptlde vaccines agalnst foot and mouth
disease. Vaccine, 4: 210-211. :

161



ETIIK VET. IVIIKron. verg. 195y © \4)

47 — NEURATH, - A.R. -and"- KENT, S.B.‘H. (1986): Requirements for successful
synthetic peptide vaccines. Ann. Inst. Pasteur/Viral.,, 137 E: 513 - 514.

48 — NEURATH! A.R:, JAMESON, B:A. and HUIMA, T. (1987) : Hepatitis B virus
proteins. eliciting protective immunity. Microbiol. Sci., 4 (2) : 45-51.

49 — Norrby, E. (1987) : Prospects for new viral vaccines. Microbiol. Sci., 4 (7) :
S 2024205 ' : : ' : Wi s

50 — Peters,- A. B. (1987) : Vaccines for respiratory disease in cattle. Vaccines,.
5: 164. ' : ’

51 — ROTHBARD,-J. B. (1986) : Peptides and the cellular immune response. Ann.
Inst. Pasteur/Viral., 137 E: 518-524. -

52 — SAINSBURY, D.W.B. (1983): Using vaccines to maximum effect. Poult.
Int 22 (6] 56 - 62. : :

3 — SCHMECK H. M (1986) Bunldmg a new vaccmve breaking ground with
) genetlc engmeermg, synthetlcs Int Herald Tnbune, p. 7. Thursday May 29

54 — SEUDAMORE J M. (1980) : Efficient vaccination. Poult. Int., 19 (5):

55 — SHlNNICK T. M., SUTCLlFFE J. G GREEN N. and LERNER, R. A [1983)
Synthetlc peptlde |mmunogens as vaccines. Ann. Rev. Mlcrobiol 37: 425-
1446, ] :

56——SIEGMANN 0., KALETA, E. F and LEIMBECK, R. (1974) : Resorption und
~ elimination NDV-spezn‘u.,cher, maternaler antlkorper sowie deren bedeutungd

fur vaccinationen von hiihnerkiiken gegen lde Newcastle dlsease Zbl. Vet.
‘Med. B.;:21:3-13. ’ .

57 — STEVENSON, F.K. (1986): Idiotypes and diseases. Immunol, Today. 7
" (10) : '287-2€8. te gl - - ,

58 — SWARBRICK, O. (1981) : What the producer requires from vaccines, Poult.
“Int., 20 (1): 42-44. 2w abmin o :

99 — _Van..REGENMORTEL, M.H,V, (1986) : Synthetic peptides as viral va.ccines,
2 Ann Inst, Pasteur/Vlrol 137 E: 497-499. '

60 —-VOETEN, A.C,, LUTTICKEN; D,, Van DK, P.M., BERGS, G.H.H. and
- ORTHEL, F. W. (1985) : The use in practice_of inactived il emulsion vaccine
against infectious bursal disease in broiler breeders and its influence on
the progeny: a- comparatlve field trial Vet. Quart., 7 (2): 91 -100.

61- — WARREN, K.S. (1986): New scuentlflc opportunities and old obsta_cles in
vaccine development. Proc. Natl. Acad. Sci., 83: 9275 -9277.

62.— WARREN, H.S:, VOGEL, F.R. and Chedid, L.A. (1986) : Current status of
immunological adjuvants. Ann. Rev. Immunol., 4 : 369 - 388.

162



63 — YARDIMCI, H. (1986) : Asilar. (seminer). A.U. Vet. Fak. Ankara.

64 — YARDIMCI, H. ve ARDA, M. (1987): Asi iretiminde yeni teknikler. KUKEM
Derg., 10 (2): 1972.

65 — ZANETTI, M., SERCARZ, E. and SALK, J. (1987) : The immunology of new
generation vaccines.Immunol. Today., 8 (1) : 18-25.

66 — ZHOV, E. M., DREESMAN, G.R. and KENNEDY, R.C. (1987) : Anti-idiotypic
antibodies : a new generation of vaccines against infectious agents. Mic.
robiol. Sci., 4 (2): 36 -40.

163



