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Ozet:

DNA immunizasyonu bir¢ok infeksiy6z ve infeksiydz olmayan
hastaliklardan korunma ve bunlarin sagaltimlar: i¢in yeni ve umut
vadeden bir yaklasim sunmaktadir. Bu derlemede DNA asis1 tiretimi,
agillama teknikleri ve DNA asilarimin kullanim alanlar: gézden gegiril-
di. DNA asilarinin avantaj ve dezavantajlar1 da degerlendirilerek kon-
vansiyonel asilarla karsilastirilmasi yapildi.

Anahtar kelimeler: DNA immunizasyonu, asilar
Summary:

DNA immunization represents a new and promising approach
for the prevention and therapy of many infectious and non-infectious
diseases. With this approach, vaccines made of DNA are being deve-
loped as a form of gene therapy that use the patient’s own cellular
machinery to make foreign proteins that stimulate an immune res-
ponse. Direct inoculations of vaccine DNAs (which are produced by
cloning DNA sequences encoding the protein or proteins to be used
as immunogens into an eukaryotic expression vector, in other words,
by the help of the recombinant technology) into animals generate an-
tibody, cytotoxic T cell (CTL) and protective immune responses that
have good longevity, with even single doses of DNA. Protective immu-
ne responses can be generated by skin and muscle inoculations of
DNA. Immunizations can be accomplished by injecting DNA in saline,
or by using a gene gun to propel DNA-coated gold beads into cells. In
this paper DNA vaccine production, vaccination techniques, current
and potential uses of DNA immunization were reviewed. A compari-
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son between DNA-mediated and conventional vaccination by evalu-
ating its advantages and disadvantages were also mentioned.

Key words: DNA immunization, vaccines
GIRIS

Jenner'in ilk kez asiy1 tanimlamasinin 200'iincti yildéntiimiintin
yasandigl, gelismis tilkelerin saglik giderlerinin kontrol disi katlana-
rak arttigi giiniimiizde, bir¢cok hastalifin kontroliinde en ekonomik
yontemin agilar olacagi kesindir. Jenner'in ve bundan bir asir sonra
Pasteur'un sasirtici buluslariyla, as1 diinyas: inaktive veya attenue
asilarin iiretimine dogru siiriiklenmistir. Enders, viruslar: tiretmek ve
attenue etmek icin doku kiltiirinii buldugunda as: iiretiminde bir
artis olmus ve 1970'li yillarin sonlarina dogru gen manipulasyonlari-
nin ortaya ¢ikmasina kadar, asilarin gelisimi benzeri bir karakter iz-
lemigtir. Rekombinant, subunit ve antiidiotip asilar gelistirilmis ve
bunlarin bir kismi alanlarinda degerli ve basarili olmuslardir. Asila-
rin diinyasidaki en sasirtict ve bir¢ok arastiric icin en beklenilme-
dik gelismelerden birisi de, saf DNA'min asilama amaciyla kullanimi-
dir. Farelere saf olarak injekte edilen DNA'nin eksprese edilebilecegi
1962'de gosterilmistir (13). Ancak, 1990'da, Wolff ve arkadaslan saf
plasmid DNA'sinin intramuskuler olarak injeksiyonunu takiben uzun
siireli protein ekspresyonu olustugunu gosterdiklerinde, DNA immu-
nizasyonunun parlak gelecegini bilim diinyasina duyurmuslardir (15,
26).

DNA IMMUNIZASYONU

DNA immunizasyonunun Tanimi

Spesifik ve koruyucu immun yanit olusturmak amaciyla, bir in-
sana veya hayvana kontrollii olarak , uygun doz ve yolla immunojen
verilmesi islemine immunizasyon (bagisiklama) veya Tiirkce'de yay-
gin kullanilan terimi ile asilama ve bu amacla kullanilan biyolojik
maddelere de as1 denir. Sekil 1'de giiniimiizde kullamilan asilar, ha-
zirlanig sekilleri ve igeriklerine gére smiflandirilmistir.
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Sekil 1. Hazirlama ydntemleri ve igeriklerine gore asilarin
smiflandirilmasa (1, 2, 8).

ASILAR
KLASIK (KONVANSIYONEL) ILERI VE BIYOTEKNOLOJIK
ASILAR ASILAR
Inaktif Canli Toksoid Subunit Sentetik  Anti- Genetik DNA
aslar asilar agildar agiar peptidler idiotip miithendisligi asilar1

asilar teknikleri

I I I N I

Attenue Heterolog Tam virulent

Rekombinant Genetik- Canlh

agilar apas agilar Antijenler attenue rekombinant

(kategoriI)  organizmalar organizmalar

(kategori II)  (kategori III)

I I I

Kiiltiir ~ Konak Dogal
attenue attenue attenue
(mutant)

Viicuda tiim etkeni veya etkene ait bir antijenik komponenti
vermek yerine, antijeni kodlayan DNA sekansini (geni) tasiyan plas-
midin kontrollii kosullar, uygun yol, metodlar kullanilarak verilmesi
ve plasmidi alan veya plasmidle transfekte edilen hiicrelerde hedef
(protektif) antijenin iiretilmesi ve immun sisteme sunulmasiyla sagla-
nan bagisiklama tarzina DNA immunizasyonu denir. Bu immunizas-
yon, insan ve hayvanlarda, humoral, hiicresel immun yanitlarin ve
protektif bagisikliin olusturulmas: amaciyla antijenlerin in vivo ola-
rak tiretimini esas alan yeni bir asilama teknigidir. Bu amag icin ge-
listirilen asilara DNA asis1 (veya niikleik asid asisi, genetik asilar)
adi verilir. DNA asisi, immun yanitin uyarilmasinda rol oynayan ya-
banci proteinlerin (immunolojik substanslarin) sentezlenmesinde ko-
nakcinin kendi spesifik hiicrelerini kullanir.
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DNA ASILARI VE ASILAMA TEKNIKLERI
DNA Asis1 Uretim Teknigi

Gunumizde DNA asilarinin iiretiminde Rekombinant DNA tek-
nolojisinden ve buna ait baslica uygulama yéntemlerinden olan gen
klonlamasimndan faydalanilmaktadir. Gen klonlamasi,en basit anla-
miyla, bir genin identik kopyalarimin elde edilmesi olarak tanimlana-
bilir. Biyoteknolojide bu tanim su sekilde uygulamaya konulmakta-
dir; énemli bir {irtinii (veya proteini) kodlayan genin ait oldugu hiic-
re (prokaryotik veya 6karyotik) genomundan (veya kromozomundan)
ozel yontemlerle (genellikle restriksiyon endonukleaz enzimleri ile) ke-
silerek c¢ikartilmasi, bunun bir tasiyici vektér DNA's1 ile birlestirilerek
alic1 bir hiicreye (prokaryotik veya dkaryotik) transfer edilmesi, bu al1-
c1 hiicrede genin ekspresyonunun saglanmasidir (1,2). DNA asilari,
genellikle, giiclii bir viral promotor / enhenser, antijeni kodlayan he-
def gen ve poliadenilasyon / terminasyon sekansini igeren bakteriyel
plasmidden olusur (Sekil 2). Plasmid bakteri i¢inde (kisa siirede faz-
la sayida iiremesinden dolayr daha ¢ok plasmid ve dolayisiyla hedef
gen elde etmek amaciyla genellikle E. coli kullanilmaktadir) cogaltilir,
bakteriden ¢ikartilir, saflastirilir, fizyolojik tuz solusyonunda siispan-
se edilir ve sonra konakgiya injekte edilir veya bu amac icin 6zel alet-
lerden yararlanilir (gene gun). Inokule edilen konakgidaki hiicreler ta-
rafindan plasmid DNA'sinin ekspresyonu (transkripsiyon, translas-
yon) immun yaniti1 uyaracak olan proteinin (antijen) tiretimini saglar
(21).

Sekil-2 : DNA asis1 hazirlamada kullanilacak kuvvetli promotora
sahip bir plasmid (21).

p/e : Giicli bir 6karyotik promotor
/ enhenser (Orn. CMV,Cytomegalo-
virus promotoru)

Hg : Patojene ait (hedef / koruyucu)
genin insersiyonu icin bir klonlama
bolgesi,

p/t : Bir poliadenilasyon / termi-
nasyon sekansi,

ori : Replikasyon orijini,

ampr : Ampisilin-direnclilik geni gi-
bi seleksiyonu saglayan bir marker.
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Antijenlerin islenmesi ve Immun Sisteme Sunulmasi

Bir protein (veya antijen) hiicre icinde sentezleniyorsa ve hiicre
sitoplazmasinda serbest halde bulunuyorsa (viral bir gen tarafindan
kodlanan antijenik substanslarin hiicre icinde sentezlenmesinde ol-
dugu gibi), bu antijene endojen antijen denir. Endojen antijenler si-
tozolik yolla islenerek MHC (Major Histocompatibility Complex) siif I
molekiilleriyle hiicre yilizeyine tasimir ve burada sergilenirler. Kendi-
lerini taniyan CD8+ T hiicrelerini (Cytotoxic T Lymphocytes, CTL) ak-
tive ederek hiicresel immun yanitin olusmasim saglarlar. Diger yan-
dan, bir protein hiicre disinda sentezlenip, hiicreye fagositoz veya en-
dositoz yoluyla aliriyorsa (inaktif as1 ve diger protein antijenlerde ol-
dugu gibi) bu ¢esit antijene ekzojen antijen denir. Ekzojen antijen-
ler hiicre i¢inde endozomal yolla islenerek, MHC simif II molekiilleriy-
le hiicre ylizeyine tasmnir ve sergilenirler. Burada kendilerini taniyan
CD4+ yardimec: T hiicrelerini (Th) aktive ederek lenfokin sentezine yol
acarlar ve bu yolla B hiicrelerinin uyarilmasini dolayisiyla da humo-
ral immun yanitin olusmasini saglarlar (8,23).

DNA immunizasyonunda as1 materyali (plasmidler) basta intra-
dermal (gen silahi) ve intramuskuler (injeksiyon) olmak iizere, diger
yollarla (intraventz, mukozal, intratracheal, vb.) uygulanmaktadir.
Koruyucu immun yanit DNA'min deri i¢i, kas i¢i ve intravenéz inoku-
lasyonlariyla olusturulabilmistir (22). Muskiiler inokulasyonlarin so-
nunda antijen ekspresyonlariin ¢ogu iskelet kas hiicrelerinde ger-
ceklestirilmektedir. Deri inokiilasyonlarinda ise ekspresyon, ¢ogun-
lukla keratinositlerde olusmaktadir (11).

DNA Asis1 Uygulama Teknikleri

Simdiye kadar uygulanan bir¢ok teknik arasinda en uygunu
olan iki tanesi agagida agiklanmistir.

1. Gen silahi ile asilama (Iintradermal plasmid DNA inoku-
lasyonu): Yabanci bir proteine kars1 immun yanit olusturulmasi icin
oncelikle o proteinin saflastirlmasi daha sonra bir hayvana injekte
edilmesi (subunit asilar ve rekombinant proteinlerde oldugu gibi) ge-
rekmektedir. Yeterli saf proteinin izolasyonu zaman alici ve bazen zor
olmaktadir. Bu cesit bir yanit, proteini kodlayan genin farelerin deri-
sine direkt olarak uygulanmasiyla da olusturulabilmektedir. Boylelik-
le gen urini canl i¢cinde sentezlenerek kontamine olmasi engellen-
mektedir. Bu islem DNA ile kapli altin taneciklerinin (mikropartikiil-
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lerinin) canli bir hayvanin hiicreleri icine direkt olarak transferini
saglayan manuel bir sistem ile gergeklestirilebilmektedir. Bu sistemin
kullanildig1 teknige gen silahi asilamasi denir. Genetik immunizas-
yon bu sekilde, antikor liretmede emek ve zamandan tasarruf sagla-
yan, asilama i¢in uygun bir yontem olabilmektedir (24).

Plasmid DNA deri i¢ine gen silahi ile uygulandiginda, buradaki
APC'lerden olan dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri, vs. direkt
olarak transfekte olurlar (5). Bu hiicreler (6zellikle de dendritik hiic-
reler), yizeylerinde MHC molekiilleri ve ek uyarici ligandlar tasidik-
larindan hem MHC smif I (sitotoksik T lenfosit yaniti) hem de MHC s1-
nif IT yanit1 (T helper yanit1) olusturmaktadir (6,7). intradermal gen
asgillamasinda, makrofaj aktivitesine sahip hiicrelerde, keratinosit ve
dermal fibroblastlarda gen iiriinii olusumu gosterilmistir (20).

2. Plasmid DNA asilamasi (Intramuskuler plasmid DNA in-
jeksiyonu): Bu teknikte, daha 6nce de bahsedildigi tizere, immun ya-
nit1 uyaracak olan antijeni kodlayan geni tasiyan ve kullanim amaci-
na uygun olarak hazirlanan plasmidlerden yararlamilir. Bu asilar,
hayvanlara, genellikle, kas i¢i siringa edilirler.

Kas dokusunda profesyonel APC'ler (antijen prezente edici hiic-
reler) az miktarda bulunmaktadir. Bu hiicrelerin bir kisminin buraya
injeksiyondan kaynaklanan lokal iritasyon sonucu toplandigi agik-
lanmustir (3,6,12,18). Intramuskuler plasmid DNA injeksiyonundan
sonra bir CTL yaniti baslatmak i¢in, miyositler veya profesyonel APC
olarak da kabul edilen miyeloid hiicreler tarafindan eksprese edilen
MHC smif I molekiillerinden saglanan spesifik sinyale ihtiya¢ vardir.
Miyositler MHC smuif I molekiilleri tagimakta ve sitotoksik T lenfosit
yaniti1 olusturmak icin endojen olarak sentezlenmis viral peptidleri
CD8+ hiicrelere sunabilmektedirler. Ancak, bu miyositler profesyonel
antijen sunan ve isleyen hiicreler olmadig i¢in oldukega yetersiz kal-
maktadir. Ornegin miyositler B7-1 yardimei uyarici molekiiliine sa-
hip degildirler. CTL yaniti, kan ve lenf dolagimi yoluyla lenf nédiilleri
ve dalaga giden (injekte edilmis) DNA'larin, buradaki APC'ler tarafin-
dan hiicre icine alinip islenerek peptidler seklinde CD8+ hiicrelerine
sunulmasiyla da olusturulabilmektedir. Ekzojen olarak sentezlenmis
peptidler (6rnegin travmatize hiicrelerden saglanan), MHC siif II yii-
zey molekiillerine sahip APC'ler tarafindan CD4+* hiicrelerine sunula-
rak bu hiicreler aktive edilir. Boylelikle hem hiicresel hem de humo-
ral immun yanit olusmaktadir (16).
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DNA ASILARININ KONVANSIYONEL ASILARLA
KARSILASTIRILMASI

DNA immunizasyonu; giiniimiizde uygulanmakta olan asilara
oranla belirli potansiyel avantajlara ve bazi dezavantajlara sahiptir.
En 6nemli avantajlar1; Plasmid DNA' nin safliy, iiretiminin kolaylig1
ve fiziko-kimyasal stabilitesi olarak gérunmektedir.

Bu 6zellikler ¢esitli immunojen kombinasyonlarinin tek bir doz
icinde kullanimina da izin veren yeni asilarin hizli ve genis oranda
uretimini kolaylastiracaktir. Antijenler ise, ya farkli patojenlerden, ya
da ayni patojenin farkli suglarindan (HIV, Human Immunodeficiency
Virus veya influenza virusu gibi) veya hatta, bir organizmanin degisik
yasam siklusu boélumlerinden (6rn. Parazitlerden) iiretilebilecektir.
DNA asilari; subunit formiilasyonlar1 ve rekombinant proteinler gibi
yeni alternatiflerine gére, asmin tretim ve dagitimi agisindan, daha
ucuz olmaktadir.

DNA ile saglanan aktarim, as1 antijenlerinin dogal formlarinda
ekspresyonunu saglamakta, bu da sézkonusu antijenlerin immun
sisteme sunulmasini ve immun sistem tarafindan islenmesini optimi-
ze etmektedir. Bunun yaninda, DNA asilariyla hem CD4+ yardimci T
hiicre (Th) yaniti1 ve hem de CD8+ CTL (sitotoksik T lenfositleri) etkin
bir sekilde tiretilmektedir ve bunlarin uzun siireli humoral ve hiicre-
sel immun yanit olusturma kapasiteleri kapsamli ve iyi bir sekilde
aciklanmistir (22,25).

DNA as1 teknolojisinin bu biiylik potansiyel avantajlarina kar-
sin, yaygin klinik uygulamalarindan 6nce dikkat edilmesi gereken ko-
nular bulunmaktadir. Bu yaklasimin fark edilen dezavantajlar1 ise
antijenlerin protein karakterde olma zorunlulugu ve antijenlerin gli-
kozilasyonunun saglanmasindaki benzeri zorluklar veya ihtiyac du-
yuldugunda glikozilasyonun gerceklestirilememesi olmaktadir. Orne-
gin, DNA tarafindan kodlanan viral antijenler dogru bir sekilde gliko-
zile edilirken, ne yazik ki bu non-viral intraselliiler patojenlerden sag-
lanan antijenler i¢in uygun olmamakta, bu da yanlis spesifitede anti-
kor olusumuna neden olmaktadir. Daha 6nem arzeden noktalar ise
su olasiliklardir:

(i) plasmid DNA'min konak¢i genomuna integre olarak
insersiyonel mutasyonlara ve olasi tiimoér formasyonlarina
yol agmasi.
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(ii) Anti-DNA antikorlarimi da igceren otoimmun yanitlarin
olusumu

(iii) Tolerans olusumu veya yogun antijen ekspresyonuna
bagl self proteinlere kars! var olan toleransin kesilmesi

Su da belirtilmelidir ki, DNA'nin insanlarda kullanilacagindan
cok daha fazla dozlarda hayvanlarda kullanilmasina ragmen, su ana
kadar, injekte edilen DNA'nin kromozomal integrasyonuyla ilgili hig-
bir kamit bulunamamustir (17). Bu bakimdan, gen silahi uygulamasi
ile sekillenen immunizasyon, DNA'nin etkili bir sekilde inokule edil-
mesine olanak saglamaktadir; Ciinkii bu yolla aktarilan DNA (1
ug'dan daha az) diger yollarla aktarilandan 2 veya 3 kat daha az ol-
maktadir. Bakteriyel DNA'nin immunojenik olmasina ve anti-DNA an-
tikorlar1 olusumunu indiikleyebilmesine ragmen, giiniimiizde DNA
immunizasyonunu takiben otoimmun hastalik olusumu veya patolo-
jik olusumlar sekillendigine dair bir ¢alisma heniiz yapilmamistir
(19).

Avantajlari: DNA asilarinin diger asilara goére avantajlar1 asagi-
da belirtildigi sekilde 6zetlenebilir.

e Plasmid DNA, oldukca saglam ve kalici, kolay uygulanabilen
ve fazla miktarlarda iiretimi agisindan ucuz olarak nitelenebilen bir
as1 seklidir.

e Herhangi bir DNA sekansi, uzun zincirler icerenler dahi, plas-
mid icine yerlestirilebilir.

e Fazla miktarlarda yapilandirilip tiretilip purifiye edildiklerin-
de, plasmidler oda sicakliginda uzun siire saklanabilmek icin liyofili-
ze edilebilirler ve bu ¢esit asilarin transportu kolay ve ucuzdur.

e Protein komponentlerinin olmayis1 (veya eksikligi) plasmid
vektorleri agisindan avantaj olarak nitelenebilmektedir; ¢iinkii bu on-
lar1 6nceden sekillenen bir immun yamita karsi koruyucu kilar, bun-
dan etkilenmezler. Bu 6zellik maternal antikor iceren yavrularin ba-
sarili bir sekilde bagisik kilinmalar: agisinda énemli bir avantaj ola-
rak nitelendirilebilir.

e DNA asilariyla saglanan uzun siireli antijen ekspresyonu,
uzun stireli T hiicre yamtinin geleneksel immunolojik hafizayla birlik-
te sekillenecegi anlamina gelmektedir.

e DNA asilari, Ebola virusu gibi zararli ajanlara kars1 immuno-
jen hazirlanmasinda en giivenilir yolu temsil edebilir.
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e Cok sayida epitopu kodlayan DNA asilar1 dogrudan dogruya
korumayla ilgisi olan bir T hiicre yanitini1 dogurabilirler. (15).

Dezavantajlari: DNA asilarinin dezavantajlar1 asagida belirtil-
digi sekilde 6zetlenebilir.

e Simdiye kadar tretilen hicbir DNA asis1, su anda var olan agi-
lara karsi tam olarak listiin gériitnmemektedir; Ancak bu durum DNA
asilar1 konusu tam olarak arastirildigl zaman degisebilir.

e Bagka bir potansiyel engel de, DNA asilarinin giivenlik konu-
sudur (6zellikle de uzun bir yasam siiresine sahip insanlarda, asida
bulunan DNA sekanslariin hiicre kromozomuna integrasyonu olus-
turabilecegi muhtemel mutasyonlar ve tiimorigenezis acisindan énem
tasiyabilir).

DNA'nin uzun periyodlar boyunca var olacag: géz éniine alindi-
ginda ve daha genomik DNA'ya integrasyonun sekillenmesi (hentiz
kesin bir kamtin olmamasina ragmen,) olasilii bulunmaktadir. In-
tegrasyonun yoklugunda dahi, plasmid DNA'nmin uzun siireli kalicili-
81 otoreaktif olan bir anti-DNA yanitini uzun siire devam ettirebilir
(15).

DNA IMMUNIZASYONUNUN KULLANIM ALANLARI

Bircok sayidaki viral, bakteriyel ve paraziter hastalik daha sim-
diden DNA asilarinin hedefi olmustur ve bu konudaki diger yaklasim-
lar da literatiirlerde yer almaktadir. Bunun yaninda, bu teknolojinin
potansiyelini en iyi sekilde artirmak i¢in DNA as1 gelisiminin uygula-
nabilir oldugu hastaliklara 6ncelik verilmesi gerekmektedir. Su nok-
talar o6zellikle goz éniinde tutulmalidir:

(i) Baz1 6nemli hastaliklara karsi, mevcut as1 yoklugu veya var
olan asilarin yetersizligi (6rn.HIV, hepatitis C, influenza, kizamik, pa-
pilloma virusu, cytomegalovirus, rotavirus, respiratory syncytial vi-
rus, tuberkiiloz, leishmaniosis, schistosomiosis ve sitma),

(ii) Giniimiizdeki asilama stratejilerinin maliyetlerinin engelle-
yici boyutlara ulastigi durumlar,

(iii) Yeni doganlarda immunite olusumu ihtiyaci.

Son zamanlarda DNA asilamalariyla elde edilen umut verici so-
nugclar asagida belirtilen bazi konulardan elde edilmistir.
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(i) Malarya (sitmaya)'ya karsi multi-gen asilamasi yapilan, fark-
I1 genetik altyapilara sahip farelerde CTL'ye dayal1 koruma olusumu
(10),

(ii) Influenza virusu gibi antijenik degigkenlie sahip etkenlere
kars1 olusan yiiksek koruma raporlari, ve DNA asilarinin immun ya-
nit olusturma diizeyi yoéniinden lisansh inaktif asilara karsi olan tiis-
tinliga (9),

(iii) Sempanzelerde HIV' nin heterolog susuyla gekillenen infek-
siyona kars1 koruyucu immunite olusumu (4),

(iv) Etkene maruz birakilma sonrasi yapilan (post-exposure)
asilamayla farelerde siiregelen mikoplazmal pneumoninin temizlen-
mesi (14,19).

SONUC

DNA immunizasyonunun hizli gelisimi, giiniimiizde énemli sa-
yidaki patojene karsi koruyucu asi ¢alismalarina énciiliik etmektedir.
Infeksiy6z ve infeksiydz olmayan bir ¢ok hastalifin immunterapisi
icin yuksek oranda umut vadedici ¢alismalara baslanmistir. DNA as1-
larmin isleyis mekanizmasiyla ilgili son bilgilerimiz, koruyucu anti-
jenlerin identifikasyonu, etkin hedefleme ve immun uyarim i¢in akta-
rim stratejilerinin optimize edilmesi amaciyla, bu teknolojinin potan-
siyelinin artirilmasi, hastaliklarin sagaltimi ve infeksiyonlardan ko-
runma icin, bizleri yeni bir ¢caga giden yolun baslangicina gétiirmek-
tedir.
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