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SITMA ASILARINDA YENILIKLER

Kor YERELI

Sitma giiniimiizde diinyanin pek ¢ok yoresi igin en énemli mortalite ve morbidite ne-
denini olusturmaktadir. Her yil ortalama 300-500 milyon yeni sitma olgusuna rastlanmak-
ta ve yine her y1l sitnaya bagli, cofunlugunu 5 yagin altinda ¢ocuklarm olugturdugu 1 mil-
yon 6liim olgusuna rastlanmaktadir. Sitmamin tim diinyada % 2.3 goriilme sikligy ile, alt
sotunum yolu infeksiyonlan (% 3.5) ve tiiberkiilozu (% 2.8) takiben tiglincii sirada yer al-
dip1 bilinmektedir (11). Yalmzca Afiika’da sitmanin dogrudan ve dolaylr maliyeti 1987 y1-
11 igin 800 milyon Amerikan dolar1 olurken, bu rakam 1995’de 1 milyar 800 milyon Ame-
rikan dolarna ¢ikmigtie. Sitma infeksiyonu ile miilteciler, ig aramak amaciyla siirekli yer
degistiren gogmen topluluklar, ormanlar, maden ve su kaynaklan gibi pek gok gevresel fak-
161 direkt baglantiidir, Bu nedenle sitma hareketli bir hedefi temsil etmektedir ve basit epi-
demiyolojik kontrol programlan ile kontrol altina alinabilmesi miimkiin degildir (4). Bu-
nunla birlikte hamile kadinlar ve 5 yasin alndaki bebekler sitma infeksiyonu igin en
tnemli bir risk gruplarim olugturmaktadir. Bugiin igin 6zellikle bu iki risk grubunu hedef-
leyen etkin bir sitma asgisinin geligtirilmesi sitma kontrolii girigimlerine 6nemli bir ekono-
mik ilave saglayan bir strateji olacaktir. Son 10 yil iginde apt aday1 olabilecek antijenler ve
bunlarin genlerinin tammlanmas: konusunda oldukga énemli ilerlemeler kaydedilmigtir.
Fakat a1 gelistirmenin oldukga karmagik ve uzun bir siireg igermesi, maliyeti nedeniyle ti-
cari ilginin az olusu gibi nedenlerle klinik deneylerde agilarin denenmesi tam olarak baga-
rilamamustir (1,8,10).

Normalde asilar ile viriis ve bakterilerin neden oldugu pek ¢ok infeksiyon dnlenebil-
mektedir. Bu asilarin hedefi olan viriis ve bakteriler kolayhkla in-vitro olarak iiretilebii-
mektedir. Ciinkii timiiniin de gok basit bir yasam dongiileri vardir, Boyle kolay iiretilebil-
meleri sayesinde antijenik fraksiyonlanmn elde edilmesi ve bunlarin asi gelistirme calig-
malarinda kullaniimalan da gok kolay olmaktadir. Burada 6nemli olan agisi iiretilen mik-
roorganizmanin genelde tek bir yasam formunun olmasi, az sayida geninin bulunmast ve
tiim yasam dongiileri boyunca stmrh morfolojik ve biyokimyasal degisikler gegirmeleridir.
Burada ag1 gelistirmek igin gerekli oldugunu belirttigimiz higbir 6zellik ne yazik ki Plas-
modium’lar icin gecerli depildir. Bu nedenle sitmaya karst agi gelistirmede bilinen yollar
yetmermis, yeni arayislar igine giritmis ve belki de ileride pek ¢ok kompleks mikroorga-
nizma igin de ag1 gelistirmede gegerli olabilecek yeni deneyimler kazanilmistr (1,2).

Sitma agilarinin geligtirilmesinde kargilagilan ana zorluklan su gekilde maddelemek
miimkiindiir (8):

1. Sitma parazitini kiiltiirde a1 olusturmaya yetecek denli ¢ok iiretmek miimkiin ola-

mamaktadir. Elde edilen miktarlarda sadece klinik ¢alismalar yapilabilmektedir.

2. Sitma parazitinin yagam dongiisii basit degil, olduk¢a karmagiktir.

3. Aym zamanda parazitin farkls -hayat evreleri igin farkh bagigiklik mekanizmalarina

gerek duyulmaktadir.
-Sonug olarak, ideal bir sitma agisi parazitin tiim hayat evrelerinin antijenlerinin
kimyasal veya DNA (eknolojisi ile elde edilmesi sonucu hazirlanabilmeli ve birbirinden
gok farkli bagisilklik mekanizmalarini aktive edebilecek diizeyde olmalidir.
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Asinin hedefi olabilecek parazit evreleri konak hiicrelerde hizla parcalamrlar, Bu ne-
denle efer, agtyla uyanlan koruyucu mekanizmalarin bu evrelere karsi miicadele etmeleri
isteniyorsa, hizla hareket etmeleri gerekmektedir. Dogal infeksiyonlardaki bagisikligin ne-
den oldugu sorunlari agacak bir agilama stratejisi bulunabilse bile, bunun yine de parazitin
agint antijen gesitlilifi ile ugrasmas: gerekecektir. Bu agin antijen cesidiligi de bugiin yii-
riitiilen ag1 galigmalanndaki en biiyiik zorlugu olusturmaktadir (10). -

Bugiin yapilan ag1 ¢aligmalan agagida maddeler halinde siralanan tiim olasiliklan gz
Oniine almaktadir (8);

1. Agilama parazitin hiicre dis1 evrelerine kargt bir korunma saglayabilecegi gibi nor-
malde dogal infeksiyon sirasmda uyarilmayan savonma mekanizmalarini da hare-
kete gecirmelidir.

2. Asi ile olusturulan korunma dogal yollardan edinilen korunmadan daha uzun siireli
olmahdir.

3. Plasmodium tiirlerinin pek ¢ok suglarindaki ortak antijenleri tammlayabilmek igin
monoklonal antikorlar kullanilmalidar.

Endemik bilgelerdeki insanlar sitmaya kargi immunite gelistirmektedir. Antimalaryal
agtlanin gelistirilmesindeki en 6nemli etken, sitma kontroliindeki zorluklarm artis1 ve diger
infeksiy6z hastaliklara kargt yaprlan agilamalardaki bagarilar olmaktadir. Oncelikle, simdi-
ye kadar sitma parazitinin karmagik yapisina yakin bir organizmaya kars1 tiretilmis ve in-
sanliZin kullanimina sunulabilmis hicbir ast gelistirilememigtir, Yillar boyunca sitma agis
tretimindeki en biiyiik engel pratik antijen kaynaginin eksikligi olmustur, Bilyiik miktarda
sporozoit gtkartimast igin sivrisineklerin diseke edilmesi miimkiin olmamistir. Ayrica insan
eritrosit hiicresinden, parazitin yapisal pargalarinin aynstinlmasindaki zorluklar asilamaz
gorilmistiir. Monoklonal antikorlar ve rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikigi bu
konuya tiim bakis1 degistirmis ve immunite olustarabilecek spesifik parazit komponentle-
rinin yapay iretimine ve tammlanmasina olanak saglamistir. Parazitin tiim dénemlerine
kargi bunun gibi alt birim agilann aragtirilmasi son on yil boyunca sittmadaki immunolojik
caligmalara hakim olmustur. Parazitin her dénemi i¢in, aday molekiiller bulunmus, tiretil-
mig ve deffigik bagan dereceleriyle sonuglanan degisik deneysel sistemlerde kullanilmistir.
Cok hizh geligme gOsteren sporozoit agilama alant sonucu gelistirilen prototip asilar olduk-
¢a sinirlt bagart sonuglanyla goniillii insanlar tizerinde denenmistir. Sttmamn farkl evrele-
rine kargi gelistirilen agtlarla ilgili immun mekanizmalar tablo 1’de 6zetlenmistir (6).

1980’lerin baglarindan itibaren monoklonal antikor ve rekombinant DNA teknolojile-
rinin geligimi 6zgiil protein antijenlerinin genlerini tanimlamayr miimkiin kilmistir. Bu ge-
lismeyi takiben, izole edilmis proteinlerin saflasiiriimasi ve aminoasit dizilerinin belirlen-
mesi yoniindeki buluglar ile genlerin sentetik DNA problariyla tamimlanmas: ger¢eklesmis-
tir. Genleri izole ederek rekombinant protein antijenlerinin simrs1z sentezleri miimkiin ol-
mugtur. 1987 yilinda sadece 27 antijen klonlanabildigi halde 1997 yilinda 3200 antijenin
dizisi “TDR/IMMAL Sitma DNA Sekans Veri Tabani” adi verilen ortak bir bilgi deposun-
da saklanmaktadir. Boylelikle aslinda, sitma parazitinin yagam déngiisiinin tiim evrelerin-
den bir antijen dizisi tanimlanmugtir. Ancak, bu antijenlerin koruyucu bagisiklikta oynadi-
g1 rol yalmzca deneysel infeksiyonlarda homolog olarak kullanilmasiyla test edilebilmek-
tir (8).

Bugiin igin sttmaya kars1 gelistirilen agilar: ii¢ ana bashik altinda incelemek miimkiin-
diir:
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Tablo 1. Sitmamn farkli evrelerine kargi gelistirilen apilarda etkin immun yamt.

Evre/Hedef

Immun yant/
Etkin mekanizma

Yaklagtm sekli

Pre-eritrositik evreler
1. Sporozoit

2. Hepatik formlar

Aseksiiel kan evreleri
Merozoit/infekie
eritrositler

Seksiiel evreler
Gametosit/gamet, ookinet -

» Antikorlar .

« CD4t ve CD8Y hiicreleri .
s Antikorlar

»

» Antikor - eritrosit
invazyonunun
inhibisyonunu igerir;
hilcre yapigmasinin ve
serbest radikallerin
indirgenmesinin
inhibisyonu

*

« Antikor - sivrisinekteki
fertilizasyon 6ncesi ve
aktivitesini igerir.

» Hiicresel immunite -
sitokinter?

Sporozoit dolagimi dakikalarla
sirhidir.

Parazit, T hiicrelerince
tantnabilen MHC molekilleri
ve antijenleri eksprese edebilen
karaciger hiicrelerinde gelisir.
Parazit antijenlerinin hiicre
ylzeylerinde ekspresyonu.

Infekte eritrositler tizerinde
highir MHC molekiili eksprese
edilmez. Hastaliga karst
geligtirilen agilar sitokin
olugturan iglenmis parazit
antijenlerine veya toksinlere
yonelebilir.

Sporogonik gelisim onemli bir
hedeftir.

Parazit geligiminin bu evresine
katiian higbir konak MHC
molekiilii yoktur.

W
°

Infekte hilere yiizeyinde highir
MHC molekiilii eksprese
edilmez.

1. Sporozoit agilari: Sporozoitlere yonelik asttarin amaci Plasmodium’lann karaci-
gerden salimimin engelleyerek hastalifin patolojik semptomlarini 6nlemektir. Bu konuda-
ki ilk caligmalar P.knowlesi kullanilarak maymunlar iizerinde yapilmigtir, Ancak bu tip agi-
Jarda bir adjuvanin varhigina gereksinim duyulmaustur. Fakat bu adjuvamn istenmeyen yan
etkilerinin varlig1 nedeniyle bu tip as: geligtirmeden vazgecilmigtir. Aynica, bu tip agilann
gelistirilebilmesi igin bol miktarda antijen iretimine ihtiyag duyulmaktadir. Bu da ancak
Pfalciparum igin yeni kiiltiir teknikleri ve rekombinant tekniklerin geligtirilmesi ile miim-
kiin olabilmistir. New York'ta geligtirilen yeni tekniklerle, X 1g1m1 uygulanan hayvan sitma-
s1 sporozoitlerinin insanlarda dahi mitkemmel immun yamtlar olusturmas saglanmgiir. Bu
kornyucu yamiti olusturan antijenin parazitin yiizeyini kaplayan sirkumsporozoit protein
(CS) oldugu anlagilmig ve bu proteine karg1 olugan monoklonal antikorlarin sporozoitlerin
infektivitesini notralize ettigi gdsterilmistir. Bu proteinle yapilan ilk ag1 ¢caligmalarinda, te-
tanoz toksinini tagiyici olarak kullanan bir rekombinant fiizyon proteini kullanilmigtir. Ya-
pilan ¢alismalarda bu agilarin sadece tek bir B hiicre epitopuna sahip olduklari gosterilmis-
tir. Bu tip agilanin 6zellikle CD+ T hiicreleri iizerine etkilerinin oldugu da kamtlanmigtir.
Yine de bu tip agilarin insanlardaki koruyuculuk diizeyi istenilen seviyelere ulagamarmustir.
Bu nedenle, coklu antijen peptid sistemi (MAP) ad: verilen 8 koliu peptid antijenik epitop-
lar yeni caligmalarda kullanilmaya baglanmigtir. Bu MAP’larin yiiksek diizeyde immuno-
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lojik @zellikte oldufu ve farelerde yapilan ¢aligmalarda % 50-80 oraninda koruyuculuk
saflayabildifi gdsterilmigtir. Ayrica, bu tip asilann tetanoz toksinini tasiyict olarak kulla-
nan CS agilarinda karsilagilan pek ¢ok sorunu da dnleyebildigi belirtilmistir (1,2,8,9).

2. Peptid agilar: Sitma geligtinme siirecinde seatetik peptidler de bir yaklagim tarz
olarak ele alinmaktadir. Bu konuda en bilyiik gelisme Spf66 adi verilen 45 aminoasitten
olugan bir sentetik monomerin aliminyum hidroksit (ALUM) ile kanstinlmas: ile olusan
gok bilesenli bir aginin ortaya konulmast ile yasanmustie. Ayrica Pfalciparum kan evrele-
rindeki iki antijenden (MSP-1 ve MSP-2 — Merozoit yiizey proteini) tireyen epitoplara da-
yanan senfelik kokenli bir as1 aday: Sri-Lanka’daki faz-I cahismalarinda denenmistir, Bun-
dan basgka sentetik peptid olarak Serin Tekrar Antijeni (SERA) iizerinde de ¢alismalar ya-
prlmiglir. Yapilan aragtirmalarda bu tip agilarm koruyuculugunun % 38-60 diizeyinde oldu-
gu saptanmigtir. Ancak, bu peptidlerin immunolojik olarak hangi mekanizmay: aktive et-
tikleri de tam olarak saptanamanugtir. Bu arada peptidlerin yaklasik 100 aminoasitlik
uzunlukta olmalari, gerekli epitoplara sahip olabilmeleti konusunda biiyiik dezavantaj ya-
ratmaktadir (3,5,8).

3. DNA agilari: DNA agilarinin temelinde agilanmasi istenen canhya, parazite ait im-
munojeni kodlayan niikleik asit dizilerini igeren DNA plasmidinin dogrudan verilmesi ve
bu parazite ait antijenlerin endojen olarak olugturulmas: yatmaktadir. Bu teknik bugiin igin
biyolojinin “sofuk fiizyon teknigi” olarak tammlanabilmektedir. Antijenlerin endojen ola-
rak sentezlenmesiyle CD8+ T hiicreleri uyanlabilmektedir, Uretilmesi istenen antijenler
MHC Class T antijenleri ile sunulacag ve her insanda farkh HLA antijenleri oldugu icin
toplumda en ik rastlanan HLA antijenlerinin sunulabildigi epitoplann DNA asilars tara-
findan {iretilebilmesi planlanmalidir. Ayrica, istenen antijenin PCR teknigi ile elde edilme-
si sonucu parazitin kiiltiiriine gereksinimi ortadan kaldirmaktadir. Bu arada ayn1 plasmidin
iizerine birden fazla immunojeni kodlayan dizilerin yerlegtirilebilmesi miimkiin olabitmek-
tedir. DNA agilan ile birlikte IE-12, IL-2 ve Gamma irterferon gibi sitokinlerin genlerinin
de enjeksiyonunun immunolojik yamti arttirdigy bildirilmektedir. Bu konuda en ileri galis-
malar, A.B.D. Deniz Kuvvetleri Arastirma Enstitiisiinde P yocelii suglan ile siganlar kulla-
nilarak yapilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla, DNA agilarinin endojen antijen sentezinin de-
vamlr olmamas, stirekli iiretilen antijene karst immunolojik bir tolerans mekanizmasinin
geligmesi ve enjekte edilen DNA'min hiicre genomuna entegre olabilmesi gibi bazi sakin-
calar1 bulunmaketadir (1,7,8,10).

Bugiin igin yukanida dzetlenen tiim bu teknikleri kullanarak Pfalciparum igin gelisti-
rilen agilar tablo 2’de sematik olarak g@isterilmisgtir (1),

Oniimiizdeki birkag yil boyunca aday ag1 molekiillerinin sayisinin artigina paralel ola-
rak insan denekli arastirmalarin oramnda da artis olacaktir. Sitma asist arastirma teknikle-
i hizla gelisecekiir ama yine de astlmas: beklenen problemler oldukga fazla goriinmekte-
dir. Parazitin biyolojik detaylarindaki ¢esitlilik karsisinda, giivenilir ve daha kuvvetli koru-
yucu yanutlar geligtirilmekteki zorluklar heniiz agtlamaz gibi goriinmekiedir. Pratik bir asi-
nin iiretimi higbir sekilde yolun sonuna gelindigi anlamina gebmeyecektir, tek bir asiya ih-
tivag duyulan bdlgelerde dnlenebilir hastaliklardan ¢ocukluk doneminde élenlerin sayis
artmaya devam etmektedir. Tiim bu nedenlerden 6tiirii sitma agilaninin gelecek pek ¢ok yil-
lar boyunca daha, sitma morbidite ve mortalitesinde biiyiik bir degigiklik yapamayacagi
diisliniiimektedir (1,6).
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Tablo 2. Pfalciparum i¢in 1994 yihindan giiniimiize as1 denemeleri.

Klinik
Hedeflenen evre deneme Aragtirma
Agl tipi (Mekanizmasi) evresi kurulugu

Pre-eritrositik cvre : :
R32NSI (lipozom) CS8 protein (Humoral) Faz I/IT 1995 Amerikan Ordusu
RTS,S + farkll formulasyoniar  CS protein (Humoral + hilcresel}  Faz I/IF 1996 Amerikan Ordusu
RTS,S + SBAS2 {MPL + QS-21) CS protein (Humoral + hiicresel}  Faz b 1997 TDR/NYU

CSP MAP alum+QS-21 CS protein (Humoral+hiicresel) Faz [ 1997 TDR/NYU

P2P30 (NANP) 6 MAP S8 protein (Humoral) Faz I 1997 TDR/NYU

CSP protein DNA agiss CS protein (Humoral + hiicresel)  Faz 1 1997 Amerikan Ordusu
Bulagma dnleyiciler

Pfs25 + alum Seksiel evre (In-vitro humoral) Faz 11606 TDR/NIH

NYVAC-Pf27 prime Sekstiel evre {In-vitro humorai) Faz 1 1997 Amerikan Ordusu

Pfs25 + alum boost

Cok komponentliler

SPf66 + alum Preeritrositik / aseksiiel kan evresi  Faz I/ 1998 TDR/LSH/SODA
(Humoral} '

NYVAC - Pf7 Cok fazh (Humoral + hiicresel) Faz V11 1995  Amerikan Ordusu

Asekstiel kan evresi

CSP-MSP-2 + alum Preeritrositik / aseksiiel kan evresi  Faz 1 1995 MRI-PNG
(Humoral + hiicresel)

MSP - I/MSP - 2/SERA Aseksilel kan evresi Faz I/if 1998 MRI-PNG

+ montanie {Humoral-hécresel)

MSP-1/ MSP-2 + alum Aseksilel kan evresi (Humoral) Faz 11994 Sri Lanka

P,P3y MSP-1 19 kDa - alum Aseksiiel kan evresi {In-vitro) Faz 1 1997 TDOR

AMA-1 + montanide Aseksiiel kan evresi (In-vitro) Faz 1 1998 EU/TDR

pram

TDR: Diinya Saghk Orgiitii Tropik Hastaliktar Aragtirma Béliimii, NYU: New York Universitesi, NIH: ABD
Ulusal Saghk Enstitiist, LSH: Londra Halk Saghg Okulu, SODA: Ispanyol Denizagus Gelisme Orgiitd,
MRI-PNG: Papua Yeni Gine Tibbi Aragtirma Enstitist, EU: Avrupa Birligi.

KAYNAKLAR

Engers HD, Godal T: Malaria vaccine development, Parasitol Today 14:56 (1998),
Hagan P, Bjorvatn B, Jepsen S: European malaria vaccine initiative, Parasitol Today 15:47 (1999).

Haywood M, Conway DJ, Weiss H, Metzger W, D’ Alessandro U, Snounou G, Targett G, Green-
wood B: Reduction in the mean number of Plasmodium falciparum genotypes in Gambian child-
ren immunized with the malaria vaccine SPf66, Trans R Soc Trop Med Hyg 93 (Suppl 1):65 (1999).

Mendis KN: Malaria vaccine research - a game of chess, “GAT Targett (ed): Malaria-Waiting for
the Vaccine” kitabinda s. 183, John Wiley & Sons Ltd, West Sussex (1991).

O’ Domneli RA, Saul A, Cowman AF, Crabb BS: Functional conservation of the malaria vaccine an-
tigen MSP-119 across distantly related Plasmodium species, Nar Med 6:91 (2000).

Ozbilgin A, Balcioglu C, Yereli K: Sitmanin immunolojisi, “MA Ozcel (ed): Suma {Malaria)” ki-
tabinda s. 135, Tiirkiye Parazitoloji Dernegii Yayinlan 16, 1zmir (1999).

Ranjit MR, Sharma YD: Genetic polymorphism of falciparum malaria vaccine candidate antigen
genes among field isolates in India, Am J Trop Med Hyg 61:103.(1999).

275




8- Soares IS, Rodrigues MM: Malaria vaccine: Roadblocks and possible solutions, Braz J Med Biol
Res 31:317 (1998).

9- Vaughan JA, Scheller LF, Wirtz RA, Azad AF: Infectivity of Plasmodium berghei sporozoites de-
livered by intravenous inoculation versus mosquito bite: implications for sporozoite vaccine trials,
Infect Immun 67:4285 (1999).

10- Walliker D Malaria vaccine trials, Parasitol Today 15:348 (1999),

11- White NJ: Malaria, “GC Cook (ed): Manson's Tropical Disease, 20. bask1” kitabinda s. 1087, WB
Saunders Co, London (1996).

276




