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agisiklhik sistemi, hticre i¢i ve htic-

re dis1 buytiyen patojenlere karsi

farkli mekanizmalar kullanacak

sekilde evrimlesmistir. Hticre disi
patojenler, bakteriyel toksin ve virtisleri not-
ralize eden, bakterileri opsonize ederek fago-
sitik huicrelerce yutulmalarim saglayan anti-
korlarca (sivisal bagisiklik) kontrol edilir (Se-
kil 1). Hicre i¢i buyliyen kimi patojenler de
0zel antikor izotipleri (6rmegin farede IgG,,)
tarafindan antikor-bagimh htucresel sitotok-
sisite reaksiyonuyla yok edilebilmektedir.
Bunun yani sira hticresel bagisiklik hticre ici
patojenlere karsi korunmayl saglayan ana
mekanizmay1 olusturur. Burada, ytizeylerin-
de CD4 reseptorti tasiyan T-hticreleri, salgi-
ladiklar1 baz1 sitokinler araciifiyla (Interfe-
ron-y gibi) makrofajlar1 uyararak bu hticre-
lerde konaklayan patojenlerin (mycobacteria
veya leishmania gibi) 6ldtrilmesine yol acar-
lar. Yine hiicresel bagisikligin ana elemanla-
r1 olarak yuizeylerinde CD8 reseptoru tasiyan
sitotoksik T hticreleri de enfekte olan hticre-
yi direkt olarak yok ederler (Sekil 2).

Gunumuzde kullamilmakta olan pek cok asi,
koruyucu etkisini biiytik oranda spesifik an-
tikor olusturarak gostermektedir. Oysa viral
ve parazitik hastaliklardan korunmada 6zel-
likle hticresel bagisikhigin indiklenmesi bui-
yuk onem tasimaktadir. Bu yazida, hiicre ici
patojenlere kars: etkili koruma sagladigy du-
stintilen DNA bazli asilarin potansiyel uygu-
lamalar, etki mekanizmalari ve insana uygu-
lanabilirlikleri, son yillarda bu konuda yapi-
lan ¢calismalar derlenerek gézden gecirilecek-
tir,
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Klasik asilama stratejileri pek ¢ok enfeksiyoz
hastaliktan korunmada oldukc¢a basarili so-
nuclar vermekle birlikte, istenmeyen yan et-
kilere yol acabilmekte ve bazi hastaliklar icin
ise yeterli koruyuculuk saglayabilen asilar
bulunmamaktadir. Antijen bazh asilar 3 ana
baslik altinda incelenebilir (1):

a. Canli-ateniiye edilmis viral, bakteriyel
veya viral-vektor asilar

Atentiasyonun amaci, orijinal mikroorganiz-
manin dogal davranmisim belirgin bir hastali-
ga yol agmadan mimik edebilecek, modifiye
bir organizma utretmektir. Atentiasyon, orga-
nizmanin tretildigi ortam kosullarinin degis-
tirilmesiyle saglanabilmetedir. Ornegin,
Mycobacterium tuberculosis’in virulant susu
1908’de Calmette ve Guerin tarafindan tesa-
dufi bir ¢alisma sonucu atentiye edilmistir.
Bu arastirmacilar Hiicre agregasyonunu en-
gellemek amaciyla kultiir ortamina safra ek-
lemisler ve bu ortamda uretilen organizma-
nin 13 y1l sonra atentiye oldugunu goézlemis-
lerdir.

Atentiye viral veya bakteriyel asilar hem sivi-
sal hem de hiicresel imtiniteyi indtiklemekle
birlikte canlida virulant hale dontisme (6rne-
gin Sabin Polio virtisti) veya imun yetmezlik
durumunda patolojiye yol acabilme (6rnegin
BCQ) riskini de tasirlar. Bunun yani sira her
patojenin in vitro'da uretilememesi veya ye-
terli diizeyde atentiye edilememesi de bu tir
asilarin kullammmim simnirh kilmaktadir. Boy-
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Sekil 1. Antikorun
gorevleri

le patojenler i¢in antijenik proteini kodlayan
geni Vaccinia veya Herpes gibi atentiye bir vi-
ral vektore (tasiyicy) klonlamak yoluna gidile-
bilmekte ancak yine viral vektoriin virulant
forma dénebilme riski bulunmaktadir.

b. Subunit asilar

Saflastirnlmis veya rekombinant protein ya
da sentetik peptid’den olusan bir asilar, en-

feksiy6z olmadiklarn igin glivenle kullanil-
maktadirlar. Boyle bir asinin yapiminda pa-
tojenin hangi protein komponentinin koru-
may1 sagladigini bilmek gerekir. Subunit an-
tijenler makrofaj gibi 6zel antijen sunum
huicreleri tarafindan endositik kesecikler ha-
linde hticre igerisine alinip islenirler ve sinif
I MHC molekilleriyle komplekslenip hticre
yizeyinde yardimci T-lenfositlere sunulurlar

—

MHC simif I

T-hiicre reseptdrii

C. Aktivasyon

T hiicrelerinin cesitli fonksiyonlar:

A. Hedef hiicrenin MHC simif I
molektilii araciligiyla oldiirtilmesi
(Sitotoksik T hiicresi (Tc);

B. B-hticrelerine MHC simf 11
araciliiyla antikor yapiminda
yardim;

C. Antijen sunum hticresi aktivasyonu
(makrofaj).

B. Yardim

Sekil 2. T hicrelerinin
rolt
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Sekil 3. Hicre disi
antijenin islenmesi ve
MHC sif II
molekilleriyle sunulusu

(Sekil 3). Sadece bu yolla islenen antijenler
sitotoksik T htcrelerini indukleyemezler
c¢linkti bu hiicrelerin uyarlabilmeleri icin an-
tijenin endositik kesecik yerine sitoplazmada
islenmesi ve smmf I MHC molekulleriyle
komplekslenerek ytizeyde sunulmasi gerek-
mektedir (Sekil 4). Yani 6zetleyecek olursak
subunit asilar guvenli olmalarna karsi sito-
toksik T huicrelerin uyarnilmasim saglayama-
diklan icin hiticre ici patojenlere kars: yeterli
korumay1 gerceklestirememektedirler.

c. Olii asilar

Is1 veya formaldehit gibi kimyasallara tabi tu-
tularak oldurulen patojenler imtinizasyonda
kullanilabilmektedir. Bunlar da subunit asi-
lar gibi hticre dis1 antijen gibi davramrlar ve
dolayisiyla sitotoksik T hticrelerin aktivasyo-
nunda etkisizdirler. Ayrica patojenin inakti-
vasyon islemi protein konformasyonunu de-
gistirebilecegi icin imiinogenezde azalma ola-
bilir.

Golgi yollu

Sumf I MHC
peptid kompleksi

Endoplasmik
ol % Proteozomlarca 5‘ z retikulum
ml kesilme A 5 ,_ i
Hiicre ici protein o Sekil 4. Hucre ici
Protein sentezi (antijen) N antijenin iglenmesi ve
TR, MHC simif I
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molektilleriyle sunulusu
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Tablo 1. DNA asilarinda kullanilan baz1 hayvan modelleri

Patojen Antijen Hayvan tirti Referanslar
Borelia burgdorferi OspA Fare (5)
Hepalit B virtistt Kapsid (core antijen) Fare 6)
Hepatit B virast Ytizey antijeni Fare, Tavsan, Sican, Sempanze (7-10)
Herpes simplex virtisii Glikoprotein B ve D Fare (11-13)
HIV-1 gpl60 Fare ve Primatlar (14-15)
influenza virtisti Hemaglutinin Tavuk, Fare ve Primatlar (16-19)

Matris proteini

Ntikleoprotein
Leishmania major Ana yuzey glikoproteini Fare (20)
Mycobacterium tuberculosis M. leprae hsp 65 Fare (21-22)
Mycoplasma pulmonis M. pulmonis DNAs1 Fare (23)
Kuduz virtisii Glikoprotein Fare (24-25)
Papilloma virtisti Ana kapsid proteini L1 Tavsan (26)
Plasmodium yoelii Sirkumsporozoit proteini Fare (27-28)
Lenfositik koriomenenjit virtisti  Glikoprotein Fare (29-30)

Ntiikleoprotein

1990 yalinda Wolf ve arkadaslan (2) B-galak-
tosidaz geni tasiyan plasmid DNA'y1 farede
kas ici enjekte etmis ve bu genin kas hiicre-
lerinde ekspresyonunu B-galaktosidaz enzim
aktivitesini olgerek gostermistir. Bu ¢alisma-
dan sonra Tang ve arkadaslan (3) htuicrelerde
ekspres olan markér proteine kars: spesifik
imtn yanit olustugunu bulmuslardir. Tim
bu sonuclar, niikleik asit bazh imtinizasyon
calismalarini baslatmistir.

a. DNA bazh asilar nedir ve nasil iiretilir

Bu yeni imtinizasyon yoéntemi hepatit B yii-
zey antijeni gibi bir proteini kodlayan plas-
mid DNA'nin organizmaya enjeksiyonunu ta-
kiben hiicreler igerisinde ekspresyonunu ice-
rir. Hiicre igerisine giren plasmidin genellik-
le cekirdekteki ana kromozoma entegre ol-
Madan kaldig1 ve burada yapisinda bulunan
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viral promoter altindaki genin ekspres oldu-
gu ve kodlanan proteinin sitoplazmada isle-
nerek en sonunda MHC smf I molekiilleriyle
komplekslenerek ytizeyde sunuldugu dusi-
nulmektedir.

Tipik bir DNA bazh as1 yapiminin asamalari
Mycoplasma pulmonis érnek alinarak asagi-
da gosterilmektedir (4):

e M. pulmonis uygun bir besi yerinde tretilir
e Organizmmanin DNA's1 ekstre edilir

e Elde edilen DNA EcoRI gibi uygun bir rest-
riksiyon enzimi ile kesilir ve degisik boyda
fragmanlar olusturulur.

e Elde edilen fragmanlar A-gt 11 bakteriofaji
gibi bir tUniversal ekspresyon vektoriine
klonlanir.

e E. coli bu vektorle transforme edilir ve klon-
lar tretilir.

Hangi klonlarin M. pulmonis antijenini eksp-
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res ettikleri anti-mikoplazma monoklonal an-
tikoru kullanilarak taranir.

e Positif klonlar polimeraz zincir reaksiyo-
nuyla amplifiye edilir.

e Elde edilen DNA PBKCMYV gibi memelilerde
ekspresyona elverisli bir plasmid vektére
klonlanir.

e HelLa hiicrelerinde plasmidle transformas-
yonu takiben antijen ekspresyonu yine anti-
mikoplazma monoklonal antikoru kullanila-
rak taranir.

e Pozitif sonu¢ alinmissa imtinizasyon calis-
malarma gecilir.

b. DNA bazli as1 modelleri

DNA bazh asilarla ilgili farkhi antijen ve hay-
van modelleri kullamilmaktadir (Tablo 1). Bu
modellerin ¢ogunda viral proteinler kullaml-
mustir ancak diger mikroorganizma genleriy-
le yapilan calismalar da basarili sonuclar
vermistir. Bu asilarin sadece sitotoksik T-
htuicrleri aktive etmekle kalmayip IgG agirhk-
I1 antikor olusumuna da yol actiklar1 gbézlen-
mistir. Yine pek ¢ok hayvan modelinde Inter-
16kin-2 ve Interferon-y salgilamalanyla ka-
rakterize olan TH1 tipi yardimcit T-htcre
agirhikli imiin yanitin olustugu gosterilmistir.

c. DNA asilarinin gelecegi

Plasmid DNA asilarin organizmann ana kro-
mozomuna entegre olma olasiligr preklinik
calismalar agisindan gozontinde bulundu-
rulmasi gereken 6nemli bir teorik risk fakto-
rudir. Entegrasyon, onkogenlerin aktivasyo-
nuna ya da timor baskilayici genlerin inak-
tivasyonuna yol acabilecegi icin bu asilarin
guvenilirligi hentiz tam olarak kamitlanama-
mistir. Ayrica bu asilarin ytiksek imun yanit-
la sonuclanmalarim1 tatmin edici diizeyde
aciklayacak bir model olusturulamamistir.
Her ne kadar hticre ici antijen tiretiminin si-
totoksik T-hticreleri aktive ettigi dusuntlse
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