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SUMMARY

Veterinary area protects health of pet animals, farm animals and wild animals. Besides, it has many
responsibilities about economical livestock management because of the infections in management, region,
country or even large geographical area and human health because of the zoonotic infection. The formation of
immune populations against several etiological agents correspondingly, the development of conventional
vaccines or a portion of the etiological agent (nucleic acid or protein) containing vaccines (subunit vaccines,
vector vaccines, DNA vaccines, etc.) are important issues in science. The purpose of this review is to provide
general information about the DNA vaccines that are formed by expression plasmid vectors, which contain
encoding genes of antigenic proteins of microorganism and draw attention to the use of veterinary facilities.
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OZET

DNA Asilari ve Veteriner Hekimlik Alaninda Kullanimi

Veteriner hekimlik alani pet hayvanlar, ciftlik hayvanlar, vahsi yasamdaki hayvanlarin  saghginin
korunmasinin yani sira, isletme, bolge ya da lilkedeki ve hatta pandemik enfeksiyonlar nedeniyle genis
cografyalardaki ciftlik hayvanlarinin ekonomik yetistiriciligi, zoonoz enfeksiyonlar nedeniyle de, insan
saghgina ilgili sorumluluklar1 icermektedir. Bu baglamda, bir¢cok etken icin bagisik popiilasyonlarin
olusturulmasi; dolayisiyla geleneksel asilar ya da etiyolojik ajanin bir kismini (niikleik asit ya da protein)
iceren asilarin (subunit asi, vektor asi, DNA asisi, vb.) gelistirilmesi bilimin 6nemli konularindandir. Bu
derlemenin amaci, mikroorganizmalarin c¢esitli antijenik karakterdeki proteinlerini kodlayan genlerin
yerlestirildigi ekspresyon plazmid vektdrleri olan DNA asilarina ilgili genel bilgileri sunmak ve veteriner
hekimlikte kullanim olanaklarina dikkat cekmektir.

Anahtar Kelimeler: Asi, DNA Plazmid, Bagisiklik

GIRIS

Enfeksiy6z hastaliklarin
olusturdugu tehdit, 6zellikle toplu halde yasama ile artmis

(uygun bakim ve besleme, iyi isletme yonetimi, vb.) ile
desteklenmelidir.  Asillama insan ve  hayvanlan
enfeksiyonlardan korumak, hastalik etkenlerinin
sacllmasini  ve yayilmasini  O6nlemek, hastaliklarin

insanlar ve hayvanlar igin

ve hastaliklarin kontrolii i¢in Onlemler gelistirilmesi
yonlinde arayislara yol agmistir. Bilimsel bilgi birikimi
olusup, hastalik etkenleri tanimlanmadan ve hastaliklarin
bulas modelleri bilimsel olarak belirlenmeden o6nceki
donemlerde, daha 6nce yasanan salginlara ilgili gézlemlere
dayanilarak, hastaliklar ile miicadele edilmeye ¢alisiimigtir.
Nitekim agilamalar ile ilgili ilk ¢alismalar, bu gézlemlerin
sonucu olarak, Cin ve Hindistan'da ¢icek enfeksiyonu
gecirmis  bireylerden saglanan kabuk materyalleri
kullanilarak gocuklarin bagisik hale getirilmesi olup, M.0.
590 yillarina dayanmaktadir (Saint-Victor ve Omer 2013).

Hastaliklarin kontrol ve eradikasyonunda bir¢ok ydntem
ve dikkat edilmesi gereken konu vardir. Asilama bu
yontemler icinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bununla
birlikte, as1 uygulamalari her zaman diger bazi yontemler

morbidite ve mortalitesini en alt seviyeye indirmek,
sagaltim masraflarini ve verim kayiplarin1 azaltmak, vb.
amaglarla yararlanilan, ¢ok dnemli, pratik ve koruyucu bir

uygulamadir (Grunathan ve ark. 2000; Arda ve
Sareyyiiboglu  2002). Konvansiyonel asilar olarak
tanimlanan, canlh ya da inaktive edilmis

mikroorganizmalar1 iceren asilarin yani sira, etkenin
uygun alt birimlerini iceren (subunit asilar, sentetik peptit
asilar, toxoid asilar, vb.) ve bir biyolojik etkenin hedef

antijenik birimini kodlayan geninin vektor
mikroorganizma gen kombinasyonu ile hazirlanan (vektér
asilar, rekombinant subunit asillar vb.) asilarin
gelistirilmesi  bilimin konusu olmus; bu baglamda

kullamima aktarilan ya da aktarilamayan bir¢ok as1
gelistirme calismas1 gerceklestirilmistir (Gurunathan ve
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ark. 2000; Kumaragurubaran ve Kaliaperumal 2013;
Pereira ve ark. 2014). Asi gelistirme c¢alismalarinda,
tanimlanan diger asilarin getirdigi baz1 dezavantajlan
bertaraf etmek amaciyla DNA asilar1 gelistirilmesi,
gliniimiizde tlizerinde Onemle durulan bilimsel calisma
konulari icinde yer almaktadir.

Genel Bilgiler
DNA asisi nedir?

DNA asilart1  bakteri, virus ve parazit gibi
mikroorganizmalarin  ¢esitli  antijenik  karakterdeki
proteinlerini kodlayan genlerin yerlestirildigi ekspresyon
plazmid vektérlerinden olusurlar. Bu plazmid vektorler,
DNA yapisindaki ekstrakromozomal genetik yapilardir.
Wolff ve ark. (1990) tarafindan, plazmide “¢iplak” olarak
yerlestirilen bir gen DNA’sinin farelere intramuskuler
olarak enjekte edildiginde, hiicreler tarafindan bu
DNA’larin alindiginin ve eksprese edildiginin kesfedilmesi,
DNA asilarinin gelistirilmesi ¢alismalarinin  temelini
olusturmaktadir.

Herhangi bir gen aktarimi ve bu yoldan as1 gelistirme ya da
gen terapisi stratejisinin temeli, istenilen etkiye sahip ve
geni istenilen hiicrenin icine aktarabilecek vektord ya da
tasiyict  sistemi  identifiye = etmektir.  Giinlimiizde
memelilerde gen transferi icin kullanilan teknikler
DNA'nin retrovirus, vacciniavirus ya da adenovirus gibi
rekombinant viral vektorlere paketlenmesini, katyonik
olarak yiiklenmis lipozomlar, kalsiyum tuzlar1 ya da
dentrimerler gibi molekiillere baglanmasini (Gregoriadis
ve ark. 1997; Gould-Fogerite ve ark. 1998; Walther ve
Stein 2000; Xie ve ark. 2015) ya da DNA’nin hiicrelere
‘ciplak’ olarak tasinmasini igerir (Wolff ve ark. 1990;
Fynan ve ark. 1993). Genler hiicrelere ex vivo olarak da
transfer edilebilir (McDonnell ve Askari, 1999). “Ciplak”
DNA plazmidi ile ¢alismanin viral vektérler kullanildig:
zaman olusabilecek Ttretim ve giivenlik problemleri,
tasiyict vektorden kaynaklanan komplikasyonlar veya
immun yanit interferensi gibi problemlerin ortadan
kaldirilmasina olanak saglamasi (McDonnell ve Askari
1999; Schalk ve ark. 2006) nedeniyle, DNA asilar1
gelecekte  bircok enfeksiyonun kontrolii amaciyla
gelistirilecek asilar igin giin gectikce artan bir umut
vadetmektedir (Dunham ve ark. 2002; Nobiron ve ark.
2003; Lodmell ve ark. 2006; Gupta ve ark. 2007; Tesoro-
Cruz ve ark. 2008).

DNA plazmidi tarafindan kodlanan antijenlerin, geleneksel
asilardan farki, gercek bir patojen ya da patojenlerin
piirifive veya rekombinant proteinleri olmamalari ve asi
sonrasi immiinizasyonda in vivo olarak sentezlenmeleridir
(Nabel ve ark. 2010). Bu durum hem humoral hem de
hiicresel bagisiklik acgisindan  bir¢ok avantaji  da
beraberinde getirmektedir (Schalk ve ark. 2006).

Plazmidler tarafindan kodlanan viral proteinlerin, hem
hiicresel yanit, hem de antikor yaniti olusturabilmesinin
yaninda, klonlanan genin alindig1 virus susundan oldukca
farkli bir virus susu ile olusacak enfeksiyon i¢in de koruma
saglayabilecek asilarin hazirlanmasini olanakl kildiginin
gosterilmesi, bu teknolojinin laboratuvar
arastirmalarindan lisansi alinmis veteriner asilarina kadar
uzanan genis bir alanda kullanilmasinmi saglamis ve
gilinlimiizde insanlar i¢in bazi biyomedikal uygulamalarin
gelistirilmesine imkan sunmustur (Schalk ve ark. 2006 ;
Liu 2011).

DNA agilarinin o6zellikleri: Avantaj ve dezavantajlari
nelerdir?

DNA asilarinin en 6nemli o6zelliklerinden biri, adoptif
immuniteyi lic koldan (antikor, yardimc1 T hiicreleri ve
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sitotoksik T lenfositler) uyarabilmesi ve bunun yani sira
dogal immun yaniti da indiikleyebilmesidir (Schalk ve ark.
2006). DNA plazmidlerinin kolay ve ¢abuk elde edilebilir
olmasi acil bir pandemi tehditine karsi as1 yapilmasinda
kritik bir 6neme sahiptir (Pereira ve ark. 2014). Atteniie
edilmis virus asilar1 gibi asilar i¢in komplike bir islem
stireci varken, biyoteknolojideki ilerlemeler ve DNA
asilarinin tiretim siirecinin jenerik olmasi nedeniyle, DNA
asilar1 cok cabuk ve kolay bir sekilde tretilebilir. Ayrica bu
tip asilar hiicre kiiltiir sistemlerinin gelistirilmedigi yeni
bir virusa karsi, antijen kodlayan gen sekansinin elde
edilmesi, vektorde klonlama ve bakteriyel kiiltiirde tiretim
asamalarin1 takiben elde edilerek kullanim avantajina
sahiptir (Dufour 2001; Liu 2011).

As1 gelistirme siirecinde arzu edilen unsurlardan birisi
asinin stabilitesidir. DNA asilar1 viral veya bakteriyel
vektorler gibi enfeksiy6z etkenler olmadan, yalnizca
plazmidlerden olustugu icin, 4-20°C’de canli atteniie
asilara gore biiyiik oranda daha stabildir (Dufour 2001;
Pereira ve ark. 2014).

Plazmidler ¢ok kolay ve hizli bir sekilde protein
kodlamalari i¢in kullanilabilirler. Kodlanan bu proteinler,
immiinolojik 6zelliklere ya da diger fonksiyonlara zarar
verebilecek  bolgeleri  elimine edilmis = modifiye
proteinlerdir. Boylece dogal ajanlar, proteinlerde ve
antijenlerdeki bu diizenlemelerle, immiin sistemi uyarma
nitelikleri korunarak, giivenli bir sekilde viicuda
tasinabilirler (Liu 2011). Ayrica DNA asilari, canl attentie
asilardan farkli olarak, asi suslarinin patojen fenotiplere
doniisme ve bu yoldan asilama sonrasi enfeksiyona neden
olusumu riskini ortadan kaldirirlar (Dufour 2001).
Konvansiyonel asilarda, asilarin iretim siirecinin asi
virusunda mutasyonlarla sonuclanabilmesi, proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapisinin farklilasmasi ve dolayisiyla
as1 etkeninin antijenik yapisinin degisiklige ugrayarak,
immun  yamtin  etkinliginin  azalmasina  neden
olabilmektedir (Mcdonnell ve Askari 1999; Tuting ve ark.
2000). Oysa DNA asilarinda, konakg1 hiicre viral epitopu
kendi sentezlediginden, as1 uygulamasi sonrasinda olusan
proteinler, as1 hazirlanmasi i¢in se¢ilmis virusun dogal
antijeninden farkli olmayacaktir. Ayrica antijen eksprese
eden plazmidler, bakteriyel kiiltiirlerde c¢ogaltildigindan,
Okaryotik hiicrelerdeki konvansiyonel as1 iiretiminde olasi
olan virus/protein kontaminasyonu riskini de tasimazlar
(Dufour 2001; Pereira ve ark. 2014; Wahren and Liu
2014).

DNA asilary, bir enfeksiyonla ilgili etiyolojik etkenin tek bir
antijenini kodlayan geni icerebildigi gibi, bir etkenin
birden fazla sayidaki antijenik birimini ya da farkh
patojenle ilgili hedef genleri icerecek sekilde
hazirlanabilme potansiyeline sahiptir. Bu durum hem
insan hekimligi, hem de veteriner hekimlikte hedef
popiilasyonun bagisik kilinmasi i¢in gereken ags1 sayisinda
azalma saglanabilmesi ve bu yoldan bir¢ok kazanim
(zaman, as1 takviminin planlanmasi, uygulama, maliyet)
elde edilmesi avantajini olusturmaktadir (McDonnell ve
Askari 1999).

Enfeksiyonlarin kontrolii ve eradikasyonu amaciyla
yapilacak planlamalarda, dogal enfeksiyon oranlarinin
belirlenmesi 6nem tasimaktadir. Bu noktada as1
uygulamas! yapilan enfeksiyonlarda, dogal enfeksiyon
oranlarinin belirlenmesinde asiya bagli antikor varligi,
gercek enfeksiyon oranlarinin saptanmasinda sorun
olusturmaktadir. Bu nedenle, genel olarak DIVA stratejisi
(Differentiating Infected from Vaccinated Animals) olarak
adlandirilan  stratejide, yapisal proteinlerin tespiti
(Uttenthal ve ark. 2010) ya da cikartilan genlere ilgili
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antikor tespiti (Kaashoek ve ark. 1995), vb. kriterler
kullanilarak, gercek seroprevalans degerlerinin
belirlenmesi son yillarda énem kazanmistir. DNA asilari
da, aktarilan bir ya da smirli sayida genin kodladigi
antijene ilgili antikor olusumuna yol ac¢tifindan,
epidemiyolojik verilerin saglikli olusturulmasina ve
uygulamalarin yapilmasina imkan saglamaktadir.

DNA asilarinin, konvansiyel asilar ya da gen mithendisligi
ile hazirlanan diger bazi asilara (6rnegin vektor asi) gore
bircok avantajinin olmasinin yani sira, giivenligine iliskin
baz1 endiseler de bilim diinyasinda tartisiimaktadir
(Babiuk ve ark. 2002; Liu 2011). Bunlardan birisi, plazmid
DNA'nin hiicresel DNA’ya entegrasyonudur. Test edilen
DNA asilart1 konake¢i hiicre DNA’st ile entegrasyon
gostermemektedir (Ledwith ve ark. 2000). Bununla
birlikte, giliniimiizde entegre olan DNA asilarinin
insersiyonel mutasyona yol acip, onkojenleri aktive etmesi
veya timor baskilayan genleri inaktive etmesi ihtimali
izerinde durulmaktadir. Bir diger endise ise, spesifik DNA
sekanslarinin anti-DNA antikorlarim1  indiiklemesi ve
otoimmun hastaliklara yol agmasidir (Glenting ve Wessels
2005). Ancak, insan olmayan primatlarda yapilan
denemelerde anti-niiklear veya anti-DNA antikorlari
saptanmamigtir. Otoimmunite gelistigine dair de bir bilgi
bulunmamaktadir (Kutzler ve Weiner 2008). Bunlardan
baska DNA asilariyla ilgili olarak, antibiyotik direngliligi
konusuna da dikkat c¢ekilmekte ve tasiyic1 bakteriden
antibiyotik direngliligi geninin olasi transferi nedeniyle,
genis spektrumlu DNA asilarinin kullanim olanaginin
sinirlanabilecegi bildirilmektedir (Kutzler ve Weiner
2008).

DNA asilarinin uygulama yollari

DNA agilarinin en yaygin kullanim yollari, intramuskuler
ve daha az siklikla da subkutan ya da intradermal
uygulamalardir. Her bir asidaki DNA plazmid miktar1 hedef
antijene, asinin gelistirildigi tlire, uygulama yoluna, as1
uygulamasinda kullanilan araglara, vb. gore degisiklik
gostermektedir (Sasaki ve ark. 1998; Nabel ve ark. 2010;
Pereira ve ark. 2014). Ornegin, genellikle intramuskuler ve
subkutan uygulamalarda immun yanit olusturabilmek i¢in
yeterli olan DNA plazmid miktari, gen tabancasi
kullanilarak yapilan immiinizasyonda sitotoksik T lenfosit
ya da antikor yanitini indiikleyebilmek icin gereken DNA
plazmid miktarindan daha fazladir (Fynan ve ark. 1993).
Benzer durum asilanacak tiirler i¢in de s6z konusudur.
Ornegin; farelerde intramuskuler olarak yapilan her bir
enjeksiyon igcin 25-100 pg genellikle yeterli olmasina
ragmen, primatlar ya da insanlar i¢in daha ytiksek dozlara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Baz1 model sistemlerde tek bir DNA
asist uygulamasiyla hem antikor, hem de sitotoksik T
lenfosit yaniti olugsurken, birbirini izleyen uygulamalarla
hem hiicresel, hem de antikor yanit arttirillarak as1 daha
etkin olabilmektedir(Grunathan ve ark. 2000).

DNA agisinin uygulama yolunun belirlenmesi ve as1
basarisinda, formiilasyonda yer alan baz1 araglar
(Gregoriadis ve ark. 1997; Rosati ve ark. 2008; Pereira ve
ark. 2014) etkilidir. Ornegin, DNA'nin mukozal olarak
tasinmasinda  kullanilan araglarda  mikropartikiiller
kullanilmaktadir.  Biyolojik  olarak  pargalanabilen
mikropartikiillerin igerisine sikistirilan plazmid DNA ile
polilaktik-ko-glikolik ve kitosan gibi polimerlerin
birlestirilmesiyle hazirlanan ve oral yolla kullanilan
rotavirus asilarinin koruyucu immun yanit olusturabilme
yetenegi yapilan calismalarla gosterilmistir (Herrmann ve
ark. 1999).

DNA asilarinin etkinliginin arttirilmasinda kullanilan
araclar

“Ciplak” DNA plazmidi ile yapilan transfeksiyon, kompleks
formiilasyonlardan uzak, basit ve direk bir metottur.
Ancak, yetersiz membran permeabilitesi ve DNA plazmid
vektoriiniin hiicreye alinmasinin diisiik miktarda olmasi,
protein ekspresyonunun diisik olmasina ve dolayisiyla
DNA agilarinin etkinliginin azalmasina neden olmaktadir
(Pereira ve ark. 2014). Intramuskuler olarak enjekte edilen
DNA'min biiyik ¢ogunlugunun yapisi ekstraselliiler
deoksiribontikleazlar tarafindan degismektedir. DNA'y1 bu
degisimden korumak ve DNA asilarinin etkinligini
arttirmak icin, DNA'nmin direk olarak hedef hiicreler
tarafindan alinmasini saglayan bir takim basarili metotlar
(gen tabancast kullanimi, elektroporasyon, lipozom,
kohleatlar ve atteniie edilmis mikroorganizmalarin
kullanimi, vb.) gelistirilmistir (Fynan ve ark. 1993;
Grunathan ve ark. 2000; Nabel ve ark. 2010; Wahren and
Liu 2014).

Gen Tabancasi: DNA'y1 sivi formda ya da altin
tanecikleriyle formiile edilmis formda, direkt olarak deriye
plskiirten bir takim biyolistik bombardiman araglari,
preklinik ve klinik denemelerde kullanilmaktadir (Fynan
ve ark. 1993; Grunathan ve ark. 2000; Arda ve
Sareyyiiboglu 2002; Nabel ve ark. 2010). Altin partikiilleri
direkt olarak hedef hiicrelerin sitosollerine
plskiirtiildiiginde, bu hiicrelerdeki hedef gen ekspresyon
seviyesinin arttigt ve gen tabancasiyla yapilan
uygulamalarin, intramuskuler enjeksiyona kiyasla daha
etkin bir immun yanit olusturdugu kanitlanmistir. Bununla
birlikte, gen tabancasi ile tasinabilen dozun kisith olmasi
nedeniyle, birden fazla alana wuygulama yapilmasi
gerekebilmektedir. Biyoenjektdr gibi diger araglar ise
ylksek basing¢ altinda direkt intradermal olarak sivi DNA
puiskiirtmektedirler (Nabel ve ark. 2010).

Elektroporasyon: Elektroporasyon, plazma membraninda
olusturulan gozenekler sayesinde gecirgenligi arttirarak
DNA plazmid vektériin hiicrelere girmesini saglayan,
elektrikli bir enjeksiyon teknigidir (Pereira ve ark. 2014).
Bu yontemin, hiicreler tarafindan DNA plazmid alinimin
arttirarak, antijen iiretiminde ve immun sistemi uyarma
niteliginde artis meydana getirdigi saptanmistir (Rosati ve
ark. 2008).

Lipozomlar:  Fosfolipidler, tek katmanl ya da c¢ok
katmanli vezikiiler yapilar gibi amfipatik (polar ve
nonpolar bolgeler) molekiilleri iceren, c¢ift katmanlh
membranlar olan ve vezikiil ylizey yiikleri, boyut, lipid ve
adjuvant icerigine bagli olarak c¢ok cesitli sekillerde
hazirlanabilen lipozomlar, as1 optimizasyonunda kolaylik
saglamaktadirlar (Grunathan ve ark. 2000; Wahren and
Liu 2014). Lipozomlarin, plazmid DNA'nin hiicrelere
alinimini  kolaylastirarak, “ciplak”  DNA ile
karsilastirildiginda, daha yiiksek antikor titresi ve artan
seviyede interferon gamma (IFN-y) ve interlokin-4 (IL-4)
olusumunu (Gregoriadis ve ark. 1997); intranasal
uygulama sonrasinda ise farelerde hem sistemik hem de
mukozal immun yanitin gelismesini (Yang ve ark. 2008)
sagladig bildirilmistir.

Kohleatlar: Kohleatlar anyonik fosfolipidlerin, kalsiyum
kaynakli spiral katmanlaridir. Zorlu ¢evre sartlarinda ve
liyofilizasyondan sonra stabilitelerini koruyabilirler. Hedef
hiicre membraniyla kontakt sirasinda, membran ile
kohleatin dis katmani arasinda meydana gelen fiizyonda,
kohleat  icerigi  sitosole  aktarilir.  DNA-kohleat
formiilasyonlari, parenteral ya da oral uygulamalardan
sonra glclii bir sitotoksik T lenfosit ve antikor yaniti
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olusturabilmektedir (Gould-Fogerite ve ark. 1998;
Grunathan ve ark. 2000).

Atteniie Edilmis Organizmalar: DNA'nin tasinmasinda
ayn1 zamanda atteniie edilmis intraselliiler bakteriler de
kullanilmaktadir. DNA’y1 tasiyan bakteriler antijen sunan
hiicreler (APC) tarafindan fagosite edilir ve bdylece
plazmid DNA konak hiicrenin fagozomuna ya da sitosoliine
birakilir. Bu DNA niikleusa giderek, transkripsiyona ugrar
ve kodlamis oldugu antijenler eksprese edilir (Grunathan
ve ark. 2000; Schoen ve ark. 2004). Giiniimiizde bu amacla
en ¢ok kullanilan atteniie edilmis bakteriler Shigella
flexineri (Fennelly ve ark. 1999), Salmonella typhimurium
(Woo ve ark. 2001), Listeria monocytogenes (Miki ve ark.
2004), Escherichia coli (Cicin-Sain ve ark. 2003) ve
Lactococcus lactis (de Azevedo ve ark. 2012)’dir.

Veteriner hekimlikte DNA asilarimin  Kkullamim
olanaklar1

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde siirii saghgi, her bir
hayvanin ayri1 ayri saghigindan daha dnemlidir. Bu nedenle,
ciftlik hayvanlarinda DNA immiinizasyonu i¢in birincil
hedef virus, bakteri ve parazit gibi enfeksiy6z ajanlardir.
DNA immunizasyonunu kullanarak tiimérler ya da
otoimmun hastaliklar ile miicadele etmek, ¢iftlik
hayvanlarinin kisa yasam siirelerinden dolay1 pek 6énem
arz etmezken; bu durum kedi, kopek gibi diger pet
hayvanlari i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. Vahsi hayvanlar
icin ise, yem tuzaklariyla oral olarak uygulanan ucuz ama
etkili asilara gereksinim vardir (Van Den Hurk ve ark.
2000; Redding ve Weiner 2009).

Plazmid DNA’larin baz1 o6zellikleri onlari, hayvanlarda
koruyucu antijenleri kodlayan genlerin tasinmasi igin
miikemmel bir vektér konumuna getirmistir. Bu 6zellikler,

Tablo 1. Lisansli DNA asilar1 (Pereira ve ark. 2014)
Table 1. Licensed DNA vaccines (Pereira ve ark. 2014)

DNA agilarinin iiretiminin biliyiik bir hiz ve kolaylikla
yapilabilmesi, ucuz olmasi, kalite kontrolii, as1 iiretimi i¢cin
ylksek biyogiivenlik seviyelerine ihtiya¢ duyulmamasi,
sicakta stabil kalabilmeleri, tasima kolayligi, DNA
integrasyonunun ve vektoriin kendi immiinojenitesinin
olmamasi olarak 6zetlenebilir. Bunlara ek olarak, yapilan
calismalarda, DNA immiinizasyonu kullanilarak erken
yaslarda multikomponent asilarin tek bir dozuyla,
immunizasyonun saglanabilecegi ve bunun uzun siireli bir
immiinizasyon olusturabilecegi kanitlanmistir (Van Den
Hurk ve ark. 2000; Redding ve Weiner 2009).

Bu giine kadar Feline Immunodeficiency Virus (FIV)
enfeksiyonu (Dunham ve ark. 2002; Gupta ve ark. 2007),
Feline Leukemia Virus (FeLV) enfeksiyonu (Hanlon ve ark.
2001), kuduz (Lodmell ve ark. 2006; Tesoro-Cruz ve ark.
2008), Bovine Viral Diyare Virus (BVDV) enfeksiyonu
(Nobiron ve ark. 2003), sap hastaligi (Wong ve ark. 2002;
Niborski ve ark. 2006), Toxoplazma gondii enfeksiyonu
(Cao ve ark. 2015), anthrax (Hahn ve ark. 2006) ve kus
gribi (Laddy ve ark. 2008) vb. hastaliklar i¢cin, DNA
asilariin gelistirilmesine dair ¢alismalar yapilmis ve hatta
baz1 asilar denenmis olmasina ragmen, giinlimiizde
veteriner hekimlikte kullanim i¢in lisansi alinan dért DNA
asist bulunmaktadir (Pereira ve ark. 2014). Bunlar;
baliklardaki Enfeksiy6z Hematopoetik Nekrozu (IHNV) ve
atlardaki Bati Nil Virus (WNV) Enfeksiyonu'na karsi
profilaktik amacl, kopeklerde malignant melanoma igin
kanser immonuoterapi amag¢h ve domuzlarda “Growth
Hormone Releasing Hormone” (GNRH) gen terapisi amagh
DNA plazmid iriinleridir (Redding ve Weiner 20009;
Pereira ve ark. 2014) (Tablo 1).

Tip Tiir Hedef Etken Uriin/Firma Lisans Tarihi -Ulke
_ S West Nile-Innovator®/ .

Profilaktik As1 At Bat1 Nil Virusu (WNV) Fort Dodge Animal Health 2005 - Amerika

Profilaktik As1 Atlantik Somonlar1 Enfesiy6z Hematopoetik  Apex-IHN®/Novartis 2005 - Kanada

Kanser immuno-terapisi Képek Melanoma

Growth Hormone
Releasing Hormone

Gen Terapisi Domuz
(GNRH)

Nekroz Virusu (IHNV)

Animal Health

Oncept™/Merial 2010 - Amerika
LifeTide® SW5/VGX™

Animal Health 2008 - Avustralya

Kullanim lisansini almak i¢in basvurulan ilk DNA asilari,
kiltiir Atlantik somonlarinda IHNV ve atlarda WNV
nedenli olusan hastaliklar1 6nlemek icin gelistirilen
asilardir.

IHNV, Salmonidae familyasindaki baliklar1 enfekte ederek,
erken yas donemlerinde hematopoetik dokularda genis
alanli nekrozlara neden olur (Lorenzen ve Lapatra 2005).
Virusun ylizeyinde bulunan glikoproteinlere (G) ydnelen
antikorlar hastaliga karsi koruma saglamasina ragmen,
diger viral proteinler koruyucu immiinite icin birer hedef
olamamaktadir. IHNV enfeksiyonundan korunma amacgh
gelistirilen ve Temmuz-2005’de “Canadian Food Inspection
Agency, Veterinary Biologics and Biotechnology Division
(VBBS)” tarafindan pazarlama i¢in onaylanan (Nabel ve
ark. 2010) DNA agisi ile yapilan denemelerde, G proteinini
kodlayan IHNV DNA asisinin diisiik dozdaki (10 pg) tek bir
enjeksiyonunun bu hastaliga karsi uzun siireli bir
immiinite sagladig1 gosterilmistir (Salonius ve ark. 2007).
Asmin yiiksek etkinliginin olasi nedeninin, IHNV’'un da
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dahil oldugu Rhabdoviruslarin G proteininin hiicreler
tarafindan kisa silirede tip 1 interferon iretimini
uyarabilmesi ve bu nedenle G proteinine karsi tetiklenen
erken dogal immun uyarimin olusmasinin yani sira, bu
proteine karsi olusan uzun siireli bellek immun yaniti
olusumu oldugu disiinilmektedir. Sonu¢ olarak
baliklarda, IHNV DNA asisinin basarisina iliskin
immiinolojik faktorler heniiz tam olarak agiklanamasa da,
olusan immun yanitin hem nétralizan antikorlar1 hem de T
hiicre yanitini icerdigi bilinmektedir (Lorenzen ve Lapatra
2005; Purcell ve ark. 2006).

Bati Nil virusun Pre M ve E antijenini kodlayan DNA asis1
ise, Temmuz-2005'de atlarda kullanim igin lisansini
almistir. Farkli hayvan modelleri (fare ve kanath) ile
yapilan ¢alismalarda (Davis ve ark. 2001; Kilpatrick ve ark.
2010; Amanna ve Slitka 2014) bu asinin gii¢li etkisi ve
etkinligiyle ilgili veriler elde edilmistir. Atlarda yapilan
calismalarda da, nétralizan antikorlarin  olusumu,
epriivasyon sonrasinda viremi seviyesindeki azalma ve
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klinik hastalik olusumunun engellenmesi gibi diger
tlirlerde saptananlara benzer sonuglar alinmistir (Davis ve
ark. 2001). Tiim bu cesaret verici bilgiler insan klinik
denemeleri icin benzer bir asinin gelistirilmesine 6nciiliik
etmistir. Martin ve ark. (2007), Bat1 Nil virusu DNA asisi ile
yaptiklar1 klinik denemelerde, insanlarda T hiicresi ve
antikor immun yanitin olustugunu ortaya koymuslardir.

Mart-2007'de kopeklerdeki melanomlar1 tedavi etmek
amaciyla gelistirilen ve insanlardaki tirozinazi kodlayan
terapotik DNA asisi, Amerika Birlesik Devletleri’'nde dnce
sartli kullanim onayini, 2010 yilinda da lisansim almistir
(Nabel ve ark. 2010; Liu 2011). Asi sonrasi olusan
ksenojenik protein, toleransi kirmakta ve kdpek
tirozinazina karsi etkili bir antikor yaniti olusturmaktadir
(Bergman ve ark. 2003).

Bir diger lisansi alinan DNA plazmidi ise, 2008 y1linda gida
amagli olarak ana¢ domuz liretiminde kullanilmak tizere
lisans alinmis olan, GNRH kodlayan bir gen terapisi
drintdir (Liu 2011). Ana¢ domuzlara yapilan GNRH DNA
enjeksiyonuyla, ana¢ domuzlardan daha fazla canl yavru
elde edilmis ve elde edilen bu yavrularin agirliklar1 da
artmistir (Khan ve ark. 2010).

Giliniimiizde, dért DNA plazmid iiriinii veteriner hekimlikte
kullanim i¢in lisans almasina ragmen, insanlarda kullanim
icin lisans1 alinmis bir DNA asist bulunmamaktadir
(Wahren ve Liu 2014). Kullanimda olan hayvanlara yonelik
DNA asilarinda elde edilen sonuglar, insanlar igin DNA
asis1 gelistirilmesi yoniinde umut vadetmektedir (Pereira
ve ark. 2014). insanlarda, erken klinik denemelerdeki
sinirli immiinojeniteye ragmen, ekspresyon
vektorlerindeki gelismeler, liretim ve tasima teknolojisi, bu
teknolojinin etkinligini ve bu alana karsi olan ilgiyi
arttirmaktadir.  Spesifik patojenlere yonelik farkl
antijenlerin koruyucu roliinii gelistirmek i¢in olusturulan
DNA plazmidlerinin yapimindaki kolayliklar, insanlardaki
swvisal ve hiicresel bagisikligin siirekli ve dogru olarak
olciilebilmesi (hem yardimcr hem de sitotoksik T
lenfositler dahil), tiretim kolayligi (global skaladaki asi
ihtiyac1) ve DNA asilarinin tasima araglar1 ve adjuvantlar
gibi diger teknolojilerle kombine edilebilirligi gibi birtakim
faktorler, DNA asis1 teknolojisini ileriye tasimaktadir
(Mcdonnell ve Askari 1999; Nabel ve ark. 2010; Liu 2011).

Sonug¢ olarak, veteriner hekimlik alaninda DNA asilari
uzerine yapilan ¢alismalar basar1 kazandik¢a, hem saglikli
pet ve ciftlik hayvanlarina sahip olunmasi hem de zoonoz
hastaliklarin 6nemli 6&l¢iide 6nlenebilmesi miimkiin
olabilecektir. Ayrica kazanilan deneyimler gelecekte
insanlar icin kullanilabilecek etkili DNA asilarinin
tiretilebilmesine de katki saglayacaktir.
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