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DNA IMMUNIZASYONU

Mikrobiyoloji Anabilim Dali
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DNA Immunizasyonu

Viicuda etkeni, etkene ait bir antijeni vermek yerine, antijeni kodlayan
DNA sekansini (geni) iceren plasmid’in kontrolli kosullar, uygun yol,
metodlar kullanilarak verilmesi ve plasmidi alan veya plasmidle transfekte
olan hiicrelerde hedef (koruyucu) antijenin tiretilmesi ve immun sisteme
sunulmastyla saglanan immunizasyona DNA IMMUNIZASYONU denir.



DNA Immunizasyonunun Tarihi

1960 Ito Shope rabbit papilloma virusu’ ndan fenol ile ekstrakte
NA’ in tavsan derisinde papilloma

1962 Farelere saf olarak injekte edilen DNA’ nin eksprese
edilebilecegi

1987 Sanford ve ark. ‘gen silahr’

1990 Wolff ve ark. saf plasmid DNA’ sinin i.m. injeksiyonunu
takiben uzun sureli protein ekspresyonu

1990 William ve ark. gen silahini kullanarak DNA ile kapli
mikropartiktlleri rodent deri ve karacigerine bombarde (inokule)
etmis ve 14 gune kadar kodlanmig gen ekspresyonu
gozlemlemis



*1992 Tang ve ark. insan buyume hormonu sentezleyen geni
tasiyan plasmidleri gen silahi yoluyla farelere inokule etmis ve
tekrarlayan immunizasyonla artirilabilen spesifik antikor yanitlari

*1993 Baska bir grup gen silahiyla influenza virusu ve HIV 120
glikoproteinini uygun plasmidler ile uyguladiginda spesifik
antikorlar olusmus

*1993 Liu ve ark. influenza virusu A/PR/8/34 susu NP genini
tasiyan plasmidler ayni virusun genetik olarak farkli olan ve 34 yil
sonra gorulen susuna (A/HK/68) karsi gucglu CTL yanitlari
olusturmus



Gen klonlamasi

*Bir genin identik kopyalarinin elde edilmesi

«Onemli bir Griindin (veya proteinin) sentezini kodlayan genin ait
oldugu hucre (prokaryotik veya okaryotik) genomundan (veya
kromozomundan) ozel yontemlerle kesilerek ¢ikariimasi, bunun
bir tasiyici vektor DNA’ si ile birlestirilerek alici bir hiicreye
(prokaryotik veya okaryotik) transfer edilmesi, bu alici hucrede
genin ekspresyonunun saglanmasidir.



Gen klonlamasinda onemli
olan asamalar

*Gen tasiyan DNA'nin (veya RNA) saf olarak elde edilmesi,
*Genin yerinin belirlenmesi,

*Genin ¢ikarilmasi,

*Tasltyici (vektor) DNA’nin elde edilmesi,

*Gen DNA’sinin vektor DNA’si ile birlestirilmesi,

*Olusan rekombinant vektor DNA’nin alici hiicreye aktariimasi,
*Seleksiyon,

*Gen Urinunun kontrol edilmesi



DINA Asilarnun Uretimi

kesilerek gikanlan gen
S.cerevisiae prtOp]ia'.Stl

Gen Verici (dondr) Hiicreler Vektorler Alici Hucreler
Prokaryotik genler Plasmid, faj, Prokaryotik hiicreler
Okaryotik genler wirus, bakteri Okaryotik hiicreler )
s . 3 . 151
vs E.coli Okaryotik hicre S.cerevisiae
Hedef cen RO (bakter1)
— . E— a | "
amp s -
. RE - tet -
RE : RE :
N ' !
— — pBR322 : i
3 ; (plasrmid) E .
I 1 y
RE ile kesim : : i
N : ' :
N : : :
\\ e : :
N ! i
N ( _____ 3 : !
spesifik RE ile : E
: 1
:
Rekombinant,
plasrmd . =
spesifik gen sekansi ————> T T =
3 !
L - ?
P N - s
L ’ - "":' Okar%rotik hucreye plasmidlerin farelere
) y _ - “mekik™ \trans =3 - injeksiyonu
E.coli'yve transfer 7 - wektdr . o e

N

Genin ekspresyonu T t}"
ve
gen Uruniniin sentezi



Ideal Bir Plasmidin Kompenentleri

Qrl

PCMY

Gene
from
pathogen

Guclu bir 6karyotik promotor,

Patojene ait genin insersiyonu igin bir
klonlama bolgesi,

Bir poliadenilasyon- terminasyon
sekansi,

Bir prokaryotik replikasyon orjini,
Ampisilin-direnclilik geni (amp) gibi
seleksiyonu saglayan bir marker



HSV-1
zosteriform

HSV-1-CTL in
vitro

HSV-2
vaginitis

Influenza lung

Influenza lung

Influenza

Rabies-1I/M

LCMYV 1I/C

Fare/ BALB/c T hucreleri

gB and ICP27 Fare/BALB/c/ T hicreleri

C57.B46

Guinea pig B hicreleri

NP Fare/ BALB/c T ve B
hucreleri

NP Fare/ BAILB/c T ve B
hucreleri

NP Ferretler ve B hucreleri
Afrika yesil
maymunlari
G-protein Fare/BALB/C3 T ve B
H/ HEN hucreleri
NP Fare/ BALB/c T ve B
hucreleri




Model

Hepatitis C
virus

HIV

SIV

Plasmodium
yvoelii

Leishmania
major

Antijenler Haywvanlar Sekillenen

hiucreler

Core protein Fare/BALB/c

T ve B
hiucreleri

Hepatitis B
virus

HBs Ag Fare/BALB/c T ve B
C57BL/6 hicreleri

gp 160 Fare/BALB/c T ve B
hiicreleri

Rhesus
maymunlari

env ve gag T hucreleri

Circumsporozoi Fare/BALB/c

t protein

T ve B
hucreleri

gp 63 Fare/BALB/c T hicreleri

Mycobacteriu M. lepraec HSP Fare/ BALB/c T hucreleri
m tuberculosis 65
TABLOI1 DNA Asilarinda Kullanilan Deney Hayvani

Modelleri



Hedef doku Aoy

Kan, DINA ile transfekte veya
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DNA Asilarinin Diger Asilarla
Karsilastiriimasi

Plasmid DNA’ sinin safligi, tretim kolayhdi, fiziko-kimyasal
stabilitesi,

Tek bir doz icinde ¢esitli immunojen kombinasyonlari

subunit asilar ve rekombinant proteinlere gore asi uretimi ve
dagitimi agisindan daha ucuz,

DNA ile saglanan aktarimda asi antijenlerinin dogal formda
ekspresyonu,

Hem CD4* yardimci T hucre hem de CD8* CTL yaniti

Plasmidlerin var olan vektor spesifik immuniteden etkilenmeden
tekrarlanabilmesi,

Cok gen¢ hayvanlarda maternal antikorlarin varliginda dahi
immunite olusumu,

Asiyla kodlanan proteinlerin in vivo, surekli ve dusuk seviyelerde
uretimi, yuksek affiniteli T ve B hucreleri



DNA Asilarinin Avantajlari

Herhangi bir DNA sekansi uzun ekler icerenler dahi plasmid
icine yerlestirilebilir,

Fazla miktarda uretilip purifiye edildiklerinde, oda sicakliginda
uzun sureler saklanabilmek icin plasmidler liyofilize edilebilir,
asltlarin transportu kolay ve ucuz,

Ebola virusu gibi zararli ajanlara karsi immunojen
hazirlanmasinda en guvenilir yol ,

Uzun sureli antijen ekspresyonu uzun sureli T hucre yaniti ve
immunolojik hafiza olusumunu saglar,

Immun yanitin dogasini etkileyebilecek molekdilleri de iceren ¢ok
saylida antijeni kodlama potansiyeli,

Cok sayida epitopu kodlayan DNA asilari, doku hasari yerine
korumayla ilgisi olan T hucre yaniti olusumu



DNA Asilarinin Dezavantajlari

* Antijenlerin protein karakterde olma zorunlulugu ve
glukozilasyonlarinin saglanmasindaki zorluklar

DNA asilariyla ilgili onem arzeden olasiliklar

« plasmid DNA’ sinin konakg¢i genomuna integre olarak insersiyonel
mutasyonlara ve tumor formasyonlarina yol agmasi

« anti-DNA antikorlarini da iceren otoimmun yanitlar

« Tolerans olusumu veya yogun antijen ekspresyonuna bagli olarak
self proteinlere karsi var olan toleransin kesilmesi



DNA Asilarinin Gelistiriimesinde Goz
Onlinde Tutulmasi Gereken Noktalar

Asi yoklugu veya var olan asilarin yetersizligi (orn. HIV, hepatitis C,
influenza, tuberkuloz, leishmaniosis, schistosomiosis, sitma)

Gunumuzde asilama stratejilerinin maliyetlerinin asilamalari
engelleyici boyutlara ulagsmasi

Yeni doganlarda immunite olugsumu ihtiyaci



Son Zamanlarda DNA Asilamalariyla Elde
Edilen Umut Verici Sonuclar

Malarya (sitma)’ ya karsi multigen asilama yapilan farelerde MHC
haplotipinde CTL’ ne dayali koruma olusumu

Influenza virusu gibi antijenik degiskenlige sahip etkenlere karsi
olusan yuksek koruma raporlari

Sempanzelerde HIV' nun heterolog susuyla sekillenen infeksiyona
karsi koruyucu immunite olusumu

Etkene maruz birakilma sonrasi yapilan asilamayla farelerde
suregelen mikoplasmal pneumoninin ortadan kalkmasi



DNA Asilarinin Kullanim Alanlari

» Bakteriyel Infeksiyonlar
 Viral infeksiyonlar

» Paraziter Infeksiyonlar
* Tumorler



Bakteriyel Infeksiyonlar

Brucellosis
Lyme Hastaligi
Mycoplasmosis
Salmonellosis
Tetanoz
Tuberculosis



Diger DNA Asilari

Viral Infeksiyonlar

influenza virusu
bovine herpes virus

Insan herpes simplex
virusu

kuduz virusu
lymphocytic
choriomeningitis virus

cottontail rabbit papilloma
virusu

hepatitis B virusu
HIV virusu

Paraziter

Infeksiyonlar

Schistosoma japonicum
Leishmania major
Plasmodium yoelii

Tumorler






