Muhammed Ahmed SELGUK **
Figen GELIK >°
Sami SIMSEK > °

L Siirt Universitesi,
Veteriner Fakliltesi,
Parazitoloji Anabilim Dall,
Siirt, TURKIYE

2 Firat Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi,
Parazitoloji Anabilim Dali,
Elazig, TURKIYE

# ORCID: 0000-0003-1769-4558
® ORCID: 0000-0002-2188-0196
©ORCID: 0000-0002-3567-326X

Gelis Tarihi :28.02.2022
Kabul Tarihi : 06.04.2022

Yazigsma Adresi
Correspondence

Sami SIMSEK
Firat Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi,
Parazitoloji Anabilim Dali
Elazig — TURKIYE

ssimsek@firat.edu.tr

F.U.Sag.Bil.Vet.Derg.
DERLEME 2022; 36 (2): 145 - 152

http://www.fusabil.org

Parazitoloji’de DNA Asi Calismalari

Paraziter hastaliklar, dinya capinda insan ve hayvan sagliginda ¢ok &énemli bir yer isgal
etmektedir. Paraziter enfeksiyonlarin kontroli ve énlenmesinde parazit yukinin azaltiimasi ¢ok
onemli bir hedeftir ancak tek basina uygulanamaz. Bu nedenle, sadece parazit yikinu degil ayni
zamanda parazit bulasma riskini de azaltmak igin gevresel ve ekolojik degisikliklerin uygulanmasi
gerekmektedir. Asilar en etkili, guvenilir ve surdurulebilir yéntemlerdir ve bu agidan paraziter
hastaliklari kontrol etmek igin alternatif ¢ozimler olarak da dislniimektedir. Bu amagla
farmakolojik ilaglar ve pestisitlerin kullanimina olan bagimlili§i da azaltmada faydalidirlar. DNA
asllamasi, immunolojik bir yanit Uretmek icin genetik olarak tasarlanmis olan DNA'yi kullanan yeni
bir teknolojik metoddur. Bu amaca ulasmak icin 6nemli bir strateji, Uzerlerinde kodlanmig
antijenlere sahip DNA plazmidlerini kullanmaktir. Bu antijen kodlayan DNA plazmidi, parazitlere,
bakterilere ve hastalik Ureten virGslere karsi humoral ve hiicresel bagisiklik tepkisini indikleyebilir
niteliktedir. DNA asilari, glinimizde gelismekte olan bir subunit asi tiriidir. Bu derlemede, DNA
agllarinin Uretim ve etki mekanizmalari hakkinda detayl bilgiler verilmis, paraziter hastaliklara karsi
yapilan DNA asi ¢alismalari hakkinda bilgiler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Parazit, DNA asisi, plazmid, bagisiklik

DNA Vaccine Studies in Parasitology

Parasitic diseases occupy a very important place in human and animal health worldwide. Reducing
the parasite load is a very important goal in the control and prevention of parasitic infections, but it
cannot be applied alone. Therefore, environmental and ecological changes need to be
implemented to reduce not only the parasite load but also the risk of parasite transmission.
Vaccines are the most effective, safe and sustainable methods, and in this regard, they are also
considered as alternative solutions to control parasitic diseases and are useful in reducing
dependence on pharmacological drugs and the use of pesticides. DNA vaccination is a new
technological method that uses genetically engineered DNA to generate an immunological
response. An important strategy to achieve this goal is to use DNA plasmids with encoded antigens
on them. This antigen-encoding DNA plasmid is capable of inducing the humoral and cellular
immune response against parasites, bacteria and disease-producing viruses. DNA vaccines are a
type of subunit vaccine currently in development. In this review, detailed information about the
production and mechanism of action of DNA vaccines is given, and information about DNA vaccine
studies against parasitic diseases is presented.

Key Words: Parasite, DNA vaccine, plasmid, immunity

Girig

insan ve hayvanlarin saghigini olumsuz etkileyen, bagisikhgini kiran, calisma
verimini disiren ve Olimine neden olan parazitler, organizmada farkli doku ve
organlara yerlesirler ve bundan dolayi ¢esitli patojenik etkiler sonucu birbirinden farkh
hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Glinimuzde az gelismis Ulkeler
halen daha paraziter hastaliklar ile ugrasirken, gelismis Ulkeler bilingli ve sistemli bir
sekilde yaptiklan tedavi, koruma ve kontroller ile hastaliklarin ¢ogunu ortadan
kaldirmiglar, hatta buyuk bir kismini da kontrol altina almiglardir. Buna ragmen yine de
paraziter hastaliklar 6nemini korumaktadir, ¢inkd tim onlemlere ragmen halen daha
sayllarini azaltmak mimkin olmamigtir (1).

Son zamanlarda paraziter enfeksiyonlarin oranindaki artisa ragmen, bunlarin
tedavisine yonelik calismalarin sayisi, enfeksiyonlarin halk saghidi Gzerindeki énemli
etkilerini degerlendirmek igin yeterli olamamistir. Bunun ana sebebi, bu alandaki
arastirma ve gelistirmelerin, ilag endistrisi igin ekonomik olarak etkileyici bir yaninin
olmamasidir (2). Hayvancilik sektoriinde 6zellikle blyik ciftlik isletmelerinde paraziter
hastaliklar oldukga fazla gorulmektedir. Uzun sureli paraziter hastaliklarin varhgi,
yuksek miktarlarda antiparazitik ilag kullanimini gerektirmekte ve bu tir kemoprofilaksi
ve kemoterapinin uzun bir siire boyunca uygulanmasi zor ve maliyetli olmakla birlikte bu
durum sit, st urlnleri ve ette ilag kalintilari gibi sorunlara yol agmaktadir (3). Uzun bir
sure ila¢ kullanimina bagh gelisen direng durumu gelistirilen asilarin énemli bir hale
gelmesine neden olmaktadir. Bu amagla hem molekiler biyoloji hem de genetik
muhendisligi alanlarinin hizla gelismesi, asi Uretiminde yeni tekniklerin dogmasina yol
acmistir (4).
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1. DNA Asilan

Asilar, canllarin hastaliklara karsi bagisiklik
kazanmalari amaciyla gelistirilen en etkili, guvenilir
biyolojik  maddelerdir.  Farmakolojik ilaglara ve
pestisitlerin kullanimina olan badimhhd: azaltmada da
faydali olan bu asilar paraziter hastaliklari kontrol etmek
icin alternatif ¢ozlUmler olarak da dulsintlmektedir.
Uygulanan farkh teknolojiler ile yeni asilarin gelistiriimesi
icin sentetik peptidler, DNA asilari ve rekombinant vektor
asllari umut verici segceneklerdir (5).

1.1. Tanimi ve Ozellikleri

DNA asilamasi, immunolojik bir yanit tretmek icin
genetik olarak tasarlanmis olan DNA'y! kullanan yeni bir
teknolojik metoddur. DNA asilari, ginimuzde gelismekte
olan bir subunit asi turaddr. Bu tip asida, patojenin
DNA'sinin  bir kismi bir bakteriyel ara¢ vektdrine
yerlegtirilir ve kas icine, deri icine veya deri altina enjekte
edilir. DNA dokuya enjekte edildikten sonra bazi hucreler
vektoérl alir ve daha sonra gekirdege transloke olur ve
burada kopyalanip sanki konak DNA'siymis gibi
translasyon yaplilir, Gretiminin ardindan olusan protein,
yabanci cisim olarak tanitildidi igin bagisiklik sistemine
sunulur. DNA agilari, guvenlik, uretim kolayligi, stabilite
ve immunojenisite agisindan diger asi teknolojilerine
gbre belirgin avantajlar saglayan cok cesitli 6zelliklere
sabhiptir (6, 7).

Oldiriimiis veya zayiflatiimig patojenik ajanlar
iceren patojenlere karsi elde edilen geleneksel agilara
karsin, DNA asilari guvenli bulunmayan bulasici ajanlari
icermez, patojenite riski tagsimaz ve her kesime guvenle
uygulanabilir. Ayrica, DNA asilari, adoptif bagisikhgin G¢
kolunu olusturan; antikorlar, yardimci T hicreleri (Th) ve
sitotoksik T-lenfositler (CTL'ler) ve ayrica dogustan
gelen bagisikhk tepkilerini verimli bir sekilde aktive
edebilirler (8). Son derece esnek genetik tasarimlari ve
basit yapilari nedeniyle DNA plazmidleri kisa slrede
kolayca manipile ve modifiye edilebilir. Bu durum,
pandemik tehditlerin ortaya c¢ikmasina karsin asi
Uretirken 6nemli bir kriterdir. DNA plazmid asi vektorleri
bakterilerde kolaylikla kopyalanabildigi ve ¢ogaltilabildigi
icin DNA asilarinin ucuz ve 6nemli élgtdeki Uretimini de
mumkin  kilar. Diger bir 6nemli avantaj ise DNA
asllarinin oda sicakliginda oldukca kararli olmalari ve
6zel sogutma durumu gerektirmediklerinden kolayca
saklanabilmeleri ve bu durum da onlari gelismekte olan
Ulkelerdeki kullanimi icin ¢ok pratik hale getirmektedir
(9). Ayni zamanda, DNA asilari son derece esnektir ve
viral/bakteriyel  antijenler ve immunolojik/biyolojik
proteinler de dahil olmak Uzere tek bir yapidaki birden
fazla proteini kodlayabilir, gtclerini artirmak icin adjuvan
ekleme olasiligi ile multigenler veya multivalan asilar
olusturabilirler (10,11). DNA asilarinin olumsuzluklari ise
otoimmun bozukluklara neden olma olasiligi, antibiyotik
diren¢ geninin transfer riski, immin adjuvanlara karsi oto
antikor gelistirme olasiligi, yabanci DNA'nin konakgiya
entegre olmasi nedeniyle insersiyonel mutajeneze yol
acabilmeleridir (7).
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1.2. DNA Asilarinin Tasarimi

DNA as! tasarimindaki temel basamaklar (Sekil 1)
kisaca asagidaki gibidir;

1. ik olarak asi galismasinda kullanilacak olan
hedef gen bdlgesi segilir ve restriksiyon enzimleri ile
kesilerek istenilen genin izolasyonu saglanir.

2. lIzole edilen hedef gen daha 6nce belirlenmis
olan bir plazmide yerlestirilir.

3. Hedef geni tasiyan plazmid daha sonra alici bir
hiicreye aktarilarak ¢ogaltilir. Boylelikle ¢cok fazla hiicre
bélinmesi ile 6zdes konagin bir kolonisi Uretilir.

4. Cogaltilan plazmid DNA’larin

saglanir.

izolasyonu

5. lIzole edilen plazmid DNA’nin Kkalitatif ve
semikantitatif olarak belirtiimesi igin in vitro ekspresyonu

yapilr.

6. Sonrasinda elde edilen rekombinant asinin
hayvan denemeleri ile immun yanitlari ve klinik durumlari
belirlenmeye calisilir.

7. Rekombinat asinin tim denemeleri olumlu
sonuglandiginda ve patenti alindiginda buyuk 6lgekli bir
uretime gidilir.

,\7\

Hedef Genin Plazmide Yerlestirilmesi

Hedef Genin Belirlenmesi
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2. Parazitoloji Alanindaki DNA Asi Galigsmalan
2.1. Fasciola spp.

Fasciola hepatica glutatyon S-transferaz’'i (GST)
kodlayan DNA vyapllari ile asilamayi takiben farelerdeki
humoral tepkiler degerlendiriimis ve GST47 cDNA,
ekspresyonu sirasiyla sitoplazmik ve hicre digi
bélimlere yonlendiren VR1012 ve VR1020 olmak uzere
iki DNA asi vektorine klonlanmistir. Neticede, Fasciola
GST'ye dayali bir DNA asisinin immunojenisitesinin yani
sira GST'ye kargl yanitin izotipinin asi uygulama modu
tarafindan belirlendigi gosterilmis ve humoral immun
yanit elde edilmistir (12). Kofta ve ark. (13), sistein
proteinaz cDNA ile asilanan erkek sicanlarin, F. hepatica
enfeksiyonuna karsi %100, disi siganlarin ise %74
oraninda korundugunu belirlemiglerdir. Baska bir
calismada, hem F. gigantica yag asidi baglayici protein
(FABP) hem de F. hepatica katepsin L5'in (FhCatL5)
COS 7 hucrelerinde eksprese edildigi ve farelerde salgi
yapilar olarak verildiginde humoral bir tepkiyi indikledigi
gOsterilmistir. Sonuglar, Fasciola antijenlerinin  DNA
asllari olarak kullanilabilecegini, ancak yanitin kalitesinin
antijenler arasinda degistigini ve asi verme yonteminden
etkilendigini gdstermektedir (14). Wedrychowicz ve ark.
(15), GST cDNA ile asilanmis sicanlarda %54 ve GST
proteini ile asilanmis grupta %48 oraninda parazit
yUkinin azaldigini ortaya koymuslardir. GST proteini ile
asllanmisg grup, asilamayi takiben net 1gG1, IgG2a,
1gG2b ve IgA tepkileri gosterirken, GST'nin cDNA's! ile
asllanmis siganlarda enfeksiyondan sonraki gtinden
sonra higbir spesifik antikor bulunmamistir.  Yine
Wedrychowicz ve ark. (16), sistein proteinazini (CP)
kodlayan cDNA (CPcDNA) ile intranazal, intramiskuler
ve intraperitoneal olarak asilanan siganlarin CPcDNA ile
intranazal immdinizasyonunun Th2 yanitini,
intramuskuler veya intraperitoneal enjeksiyonlarin ise
hem Th1 hem de Th2'ye bagiml antikorlari uyardigini
gOstermislerdir. Espino ve ark. (17), F. hepatica protein
ailesinin saposin benzeri (FNSAP-2) yeni bir antijeninin
DNA asisi olarak verilebilecegini ve tek basina
rekombinant proteinden daha gugli bir Th1 tepkisini
indlkledigini bildirmiglerdir. Espino ve ark. (18), baska
bir caligsmalarinda, cDNA-FhSAP2 ile asilanmis farelerde
bulunan ortalama parazit yikinin, kontrollere kiyasla
%83.3, rekombinant protein ile asilanmis farelerde ise
%60 oraninda azaldigini belirlemiglerdir. Tim asilanmis
hayvanlarin, deneme kontrollerine gbére daha az
karaciger hasarina sahip oldugu gézlenmistir. Baska bir
calismada ise, geng¢ parazitler tarafindan salgilanan
o6nemli bir sistein proteaz olan Catepsin B (Cat B2)'nin
bagisiklik tepkilerini artirmak icin cDNA dizisi dort farkl
DNA asi vektori ile kaynastiriimistir. DNA asilari,
yuksek Cat B2'ye 6zgu IgG, IgG1, IgE ve ayrica orta
diizeyde IgG2a antikor yanitlari ortaya gikarirken, Cat
B2'ye 6zgu IL-4 T hicre tepkileri, Cat B2 ile asilanmis
farelerde de gézlenmistir (19).

2.2. Schistosoma spp.

Zhou ve ark. (20), Sjc97'yi kodlayan nikleik asidin,
intramUskuler  yoldan uygulandiginda C57BL/6
farelerinde  Th1 tipi bir  bagisiklik  tepkisini
indukleyebildigini ve koruyucu etkinlik saglayabildigini
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gbstermektedir. Zhang ve ark. (21), S. japonicum'u
kodlayan dort DNA plazmidi iceren bir kokteyl DNA asisi
kullanarak fare asilama deneyleri gergeklestirmiglerdir.
Kokteyl DNA asisinin ¢ intramuskiler enjeksiyonu,
rekombinant antijenlerle in vitro stimilasyon Uzerine
splenositler tarafindan ylksek diizeyde IFN-y Uretimi ile
onemli bir Th1 hlcresel tepkiyi induklemigtir. Lei ve ark.
(22), S. japonicum'un SjTsp2 ve Sj29 zar proteinlerini
iceren ylksek performansh iki degerlikli bir DNA asisi
Uzerine cgalismiglardir. Uygulama sonucunda SjTsp2,
Sj29 ve SjTsp2-29 ile asilamanin kontrol grubuna
kiyasla parazit yikinu ve karaciger patolojisini azalttigi
ve bivalan SjTsp2-29 DNA asisinin koruyucu etkisinin
tek degerli SjTsp2 veya Sj29 DNA asilarindan daha iyi
oldugunu gostermistir. Frantz ve ark. (23), DNA-hsp65
asisinin fareleri Schistosoma yumurtalarinin neden
oldugu fibrozise karsi korudugunu ve granilomlarin
boyutunu azalttigini bildirmislerdir. Chlichlia ve ark. (24),
DNA bazli asi teknolojisini, farelerde bir sistozom sistein
proteinazi olan asparaginil endopeptidaza (Sm32) karsi
bir bagisiklik tepkisini indiklemek i¢in kullanmiglardir. Bu
DNA asisi, disi parazitlerin Ureme faaliyetleri izerinde
negatif bir etkiye yol agmistir. Enfeksiyona maruz kalan
disi parazitler, saf farelerde buylyenlere goére %37 daha
az yumurta Uretmistir. Sonuglar, Sm32'nin sistozomlara
kars! bir anti-patoloji asisinin Uretilmesi i¢in aday antijen
olabilecegini diisindirmusgtir.

2.3. Taenia spp.

Taenia saginatanin TSA-9 ve TSA-18 olarak
adlandirilan iki antijeninin  bir kombinasyonu ile
asllamanin, T. saginata ile deneysel enfeksiyona kargi
%99.8'e kadar koruma sagladigi tespit edilmistir (25).
Guo ve ark. (26), iki farkli prime-boost rejiminde
asilanmisg domuzlarda T. solium’a karsi koruma siiresini
arastirmislardir. Sonuglar, 6. ve 12. haftalarda enfekte
edilip asilanmig domuzlarin kist gelisiminde O6nemli
azalma oldugunu goéstermistir. 20. haftada enfekte
edildiginde, DNA asisi (pcDNA3-cC1) ve ardindan
protein asisinin iki giiclendiricisi (GST-cC1) ile asilanan
domuzlar, T. solium yumurtalarinin tehdidine karsi
onemli oranda korunurken, protein asisinin U¢
enjeksiyonunu alan domuzlar, asilanmamig kontrollere
kiyasla 6nemli bir koruma géstermemistir. Drew ve ark.
(27), Gg farkh T. ovis konak koruyucu 45W, 18k ve 16k
antijenlerini kodlayan DNA asilarinin immunojenisitesini,
fare ve koyunlarda karsilagtirmiglardir. 45W, 18k veya
16k antijeni eksprese eden DNA asilari, farelerde
immunojenik bulunmus ve 6nemli spesifik antikor titreleri
Uretmistir. ~ Yetiskin  koyunlarin  DNA asilan ile
asilanmalari neticesinde 45W'ye 6zgl antikor 6nemli
Olclide daha dislik dizeyde Uretilirken, 18k veya 16k'ya
0zgu antikor Uretimi olmamigtir.

2.4. Echinococcus granulosus

BALB/c farelerinde adjuvan olarak murin interldkin
12 (pcMIL12) ile birlikte asi olarak E. granulosus antijen
B (pcHyd1) iceren ekspresyon plazmidi pcDNA3.71’in
kullanildigi bir calismada, pcHydl+pcMIL12 alan fareler,
tek basina pcHyd1 alan farelere kiyasla daha yuksek
seviyelerde lenfosit proliferasyonu sergilemis ve diger
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gruplara kiyasla oOnemli Olglide daha fazla IFN-y
Uretmiglerdir.  1gG2a  seviyeleri, pcHyd1l+pcMIL12
grubunda tek basina pcHydl, bos plazmid ve PBS
gruplariyla karsilagtinldiginda agikga daha ylksek
bulunmustur. Buna karsilik, pcHyd1 grubunda IgG1
ylkselmis ve IL-12'nin antijen B'nin 8 kDa alt birimini
kodlayan DNA ile birlikte verilmesi, farelerde bagisiklik
tepkisini indiiklemede 6nemli élglde etkili olmustur (28).

2.5. Haemonchus contortus

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenazin (HcGAPDH)
parazit fizyolojisindeki kritik islevleri nedeniyle, H.
contortus'ta agl icin potansiyel bir aday olabilecegi
distnldlmis ve HcGAPDH antijenini eksprese eden
DNA asisi, kecgilerde deneysel H. contortus
enfeksiyonlarina karsi koruma igin test edilmistir. DNA
asisi ile bagisiklamadan sonra, énemli dlclide yuksek
seviyelerde serum IgG, serum IgA, mukozal IgA, CD4+
T lenfositleri ve B lenfositleri uretildigi gdzlenmistir.
Ayrica asilanan grupta kan eozinofillerinin sayisinda
artis ve hemoglobin seviyesinde disls gézlenmistir (29).

2.6. Ancylostoma ceylanicum

Ancylostoma ceylanicum metalloproteaz 6'y1 (Ace-
mep-6) kodlayan bir cDNA klonlanip, hamster gruplari
bu DNA asisi ile bir veya U¢ kez asilanmiglardir. Tek doz
uygulanan hayvanlar enfeksiyona karsi ylksek direng
gelistirirken, Gc¢li bagisiklama parazit yukinde azalma
ile sonuglanmamistir (30).

2.7. Strongyloides stercoralis

Kerepesi ve ark. (31), S. stercoralis larvalarindan
elde edilen, tropomyosin (Sstmy-1), Na+-K+ATPase
(Sseat-6) ve LEC-5 (Sslec-5) antijenlerini kodlayan
genleri, fare ve siganlara granilosit-makrofaj koloni
uyarici faktor iceren bir plazmid ile kombinasyon halinde
intradermal olarak vermiglerdir. Sadece Na+-K+ATPase
DNA ile bagisiklamadan sonra larva sayisinda énemli bir
azalma gorilirken, Na+-K+ATPase dahil olmak lzere
¢ plazmidin timinun bir kombinasyonu ile bagisiklama
sonucu koruyucu bir bagisiklik indiklenememistir.

2.8. Ascaris suum

Ascaris suum enolaz'ini (As-enol-1) kodlayan gen
bolgesi amplifiye edilip klonlanlanmis, pVAX-Enol ile
bagisiklanan farelerin, A. suum'a kargi yiksek dizeyde
spesifik antikor tepkileri, glg¢li bir lenfoproliferatif tepki
ve donemli seviyelerde IFN-y, IL-2, IL-4 ve IL-10 Uretimi
gelistirdigi gosterilmistir (32).

2.9. Toxocara canis

pcDNA3-CpG asisinin T. canis enfeksiyonunu
takiben kalici ama dislk seviyelerde kan/bronko
alveolar eozinofiliye yol actigi gosterilmistir. Bu asi ayni
zamanda, disuk IgG1 seviyelerinin yani sira yuksek
IFN-y/IL-4 ve ardindan yiksek 1gG2a/lgG1 oranina yol
acmistir (33).
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2.10. Brugia malayi

Li ve ark. (34), B. malayi'nin paramiyosin (BM5), isi
soku proteini (BMHSP-70), ara filament (BMIF) ve bir
serodiagnostik antijen (BM14) kodlayan 4 gen bdlgesini
Okaryotik  ekspresyon vektdrlerine (pJW4303 ve
pCR™3.1) yerlestirmislerdir. BM5 paramiyozinine karsi
antikor yanitlari, intradermal asilamadansonra daha
disik IgG2a ve IgG1 seviyeleri g0sterirken,
intramuskuler asillama baskin IgG2a antikor yanitlan
Uretmistir.

2.11.0nhocerca volvulus

Steisslinger ve ark. (35), bir DNA asi adayi olarak O.
volvulus  gliseraldehit-3-fosfat  dehidrojenazi  (Ov-
GAPDH) degerlendirmiglerdir. DNA plazmidini iceren
formilasyonlar, bagisik hayvanlarda erigkin parazit
yiklerinde ve mikrofilaremide %94'e kadar azalmaya yol
acmistir.

2.12.Trichinella spiralis

Trichinella spiralis Ts87 geni bir ekspresyon
plazmidi olan pVAX1'e klonlanmigtir. Ts87 DNA'si ile
asllanan farelerde lokal mukozal IgA tepkisi ve sistemik
bir Th1/Th2 bagisikhk tepkisi ortaya c¢ikmistir. Sonug
olarak, Ts87 DNA'sinin, bir IgA tepkisi ve dengeli bir
Th1/Th2 bagisiklik tepkisi ortaya cikararak farelerde T.
spiralis enfeksiyonuna karsi kismi bir koruma sagladigi
gOsterilmistir (36).

2.13. Trypanasoma spp.

Trypanosoma evansi beta (B) tubulin genini
kodlayan bir DNA parcgasi, farelerde humoral bagisiklik
tepkisini ortaya gikarmak icin kullaniimistir. Bagisiklama
sonrasi, IFN-y ve TNF-a seviyelerinde 6nemli bir artigla
birlikte baskin bir T yardimci hiicre Tip 1 (Th1) tepkisi
tespit edilmistir (37). Limon-Flores ve ark. (38), T. cruzi
enfeksiyonunun 6nlenmesi ve tedavisi amaciyla TSA-1
ve Tc24'in bir kombinasyonunu kodlayan yeni bir DNA
asisini  test etmiglerdir. Terapétik asilama sonrasi
dalakta parazite 6zglu IFN-y UGreten CD4+ ve CD8+ T
hicrelerinde belirgin bir artis goézlenmistir. Silva ve ark.
(39), T. brucei brucei'nin trans-sialidaz (nTSA) genini
kodlayan bir plazmid DNA asisi ile intramuskuler yolla
bagisiklanan BALB/c farelerinin, 1gG antikorlan
Uretebildigini ve T. brucei brucei ile enfekte edilmis
farelerin %60'1nin korundugunu gostermislerdir.

2.14. Leishmania spp.

Ahmed ve ark. (40), Leishmania major’e ait LACK,
PSA2, Gp63, LelF ve p20 antijenlerinin BALB/c
farelerindeki koruyucu etkilerini karsilastirmiglardir. En
iyi koruma, LACK DNA asisi ile asilanmis farelerde
g6zlenmistir. Bununla birlikte, DNA asisi adaylarinin
higbiri, L. major ile enfekte edilen BALB/c farelerinde tam
bir koruma saglayamamistir. Aguilar-Be ve ark. (41),
fucose-mannose ligand (FML), rekombinant nucleoside
hydrolase 36 (rNH36) ve NH36 genlerini BALB/c
farelerinde visseral (L. chagasi) ve kutandéz (L.
mexicana) leishmaniasis etkenlerine karsi bagisiklik
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tepkisini test etmislerdir. Ug asi grubunun timdi, L.
chagasi'ye karsi ylUksek IgG, 1gG1 ve IgG2a seviyeleri
gOstermistir. rNH36 veya FML ile imminize edilmis
farelerde ise L. donovani ve L. mexicana antijenlerine
karsi gugli bir intradermal reaksiyon gorulmustdr. L.
chagasi enfeksiyonuna karsi FML ve rNH36 antijenleri
ile immdinize edilmis farelerde parazit yuklerinde
%79'luk bir azalma tespit edilmistir. En iyi koruma, NH36
DNA asisi ile asilanmis farelerde goézlenmistir. Sonug
olarak, NH36 DNA asisinin viseral ve kutandz
leishmaniasis'e kargi gug¢li  bir immin korumayi
indukledigi gdsterilmigtir. Oliveira-da-Silva ve ark. (42),
pyridoxal kinase (PK)'in bir DNA plazmidi (-DNAA3/PK)
veya rekombinant protein (rPK) olarak uygulandiginda
sekillenen bagisiklilk durumunu degerlendirmislerdir.
Her iki asilama seklinde de Thl bagisiklik tepkilerindeki
degisiklikler nedeniyle farelerde L. infantum’a karsi
koruma saglanmistir.

2.15. Giardia lamblia

Giardia lamblia'dan tam uzunlukta bir kist duvar
proteini-2'yi (CWP2) kodlayan gen bdlgesi klonlanmis ve
S. typhimurium'a dahil edilmigtir. DNA asisinin
uygulanmasi, Th1/Th2 tepkisi ile karakterize edilen
CWP2'ye 06zgu hiicresel bagisiklik  tepkilerinin
Uretilmesine yol agmis, ELISA ile bagdirsak salgilarinda
antijene 6zgu IgA ve IgG antikorlari tespit edilmistir. DNA
asisi uygulanan farelerden atilan kist oraninda yaklasik
%60 oraninda azalma oldugu gorilmustar (43).

2.16. Cryptosporidium spp.

Yu ve ark. (44), Cryptosporidium parvum’a karsi
olusturulan Cp12, Cp21, Cp12-Cp21 ve C [CpG
oligodeoksinukleotid (ODN)]-Cp12-Cp21'in DNA dizilerini
amplifiye etmisler ve daha sonra pVAX1 vektoriine
klonlayarak dért rekombinant plazmid olusturmusglardir.
Sonug olarak, dort DNA asisinin uygulama sonrasi,
onemli antikor tepkileri ve spesifik hicresel tepkiler
ortaya c¢ikardigini gostermislerdir. Bu dort plazmid
arasinda, pVAX1-C-Cp12-Cp21, onemli Olglide daha
yuksek 1gG seviyeleri ortaya gikarmistir. Sonug olarak,
pVAX1-C-Cpl2-Cp21 nazal gruptaki farelerin ookist
ctkarma seviyesinde %77.5'1ik bir azalmaya sahip
oldudu gosterilmistir.

2.17. Eimeria spp.

Song ve ark. (45), E. tenella, E. necatrix, E. maxima
ve E. acervulina'ya karsi epitop DNA asilarinin tavuklar
Uzerindeki  koruyucu etkilerini  degerlendirmislerdir.
Yapilandiriimis bu ¢ok degerlikli epitop DNA asilarinin,
vucut agirhigini 6nemli élgtide artirdidi, enterik lezyonlar
hafiflettiyi ve enfekte kanatlilarin digkisindaki ookist
sayisini azalttigini tespit etmislerdir.

2.18. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii'ye karsi bagisikliga CD8+ T
hicreleri ve IFN-y dUretimi aracihk ediyor gibi
goOrindiginden (46), bu asilar sitotoksik bir bagisiklik
tepkisinin glglu aktivatorleri oldugu icin DNA asilamasi
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toksoplazmoza karsi uygun bir bagisiklik kazandirma
aracl olabilir. Bir dizi aday antijen, tek gen
formilasyonlarinda kullaniimis veya ¢ok degerlikli DNA
agllarinda birlestirilmigtir. Bu yapilar, toksoplazmoza
karsi degisen derecelerde kismi koruma saglamistir.
Secilen genler arasinda, takizoit ylizeyinde bulunan en
bol protein olan yuzey antijen ailesinin Uyeleri
bulunmaktadir (47). lyi taranan adaylardan olusan ikinci
bir grup, takizoitlerin vakuolinin ve bradzoitlerin kist
duvarinin énemli bir bileseni olan yogun granil antijen
ailesine aittir (48). Onerilen diger antijenler, mikronem
(49) ve rhoptry proteinleri (50) gibi konakgi hicre
istilasinin tegvik edilmesinde rol oynayan proteinleri
icermektedir. AMA1 (51), bradizoit antijen 1 (51) ve 1si
soku proteinleri HSP70 ve HSP30'un (52) imminolojik
potansiyeli de degerlendirilmigtir.

2.19. Neospora caninum

Yu ve ark. (53), BALB/c farelerinde yogun granil
proteinleri 1 (GRA1), GRA4, GRA9, GRA14, GRA17 ve
GRA23'U kodlayan genlere sahip DNA asilarinin N.

caninum takizoitlerine karsi olusturdugu koruyucu
bagisiklidr degerlendirmiglerdir. Bagisiklik tepkileri,
serum  antikor  dlzeylerinin  izlenmesi, lenfosit

proliferasyonunun 6élglimesi ve sitokinlerin salgilanmasi
yoluyla degerlendirilmistir. Sonuglar, tim DNA
asllarinin, daha ylksek seviyelerde IgG ve I1gG2a
antikorlari ve ayrica artan Th1 tipi IFN-y salgilanmasi ile
dikkat cekici Olglide spesifik humoral ve hiicresel
tepkileri tetikleyebilecegini gostermistir.

2.20. Plasmodium spp.

DNA asilar, tek gen formilasyonlari olarak
uygulanabildigi gibi ayni zamanda bir antijen
kombinasyonu olarak da olusturulabilir. Bu adaylar
arasinda sirkumsporozoid protein (CSP), exported
protein 1 (EXP1), sporozoit ylizey proteini 2 (SSP2) ve
karaciger evresi antijenleri LSA1 ve LSA3 yer alir. Bu
proteinler sporozoitlerin ylzeyinde bulunur ve bu
nedenle eritrosit safhasi 6ncesi, asilarda kullanilabilir.
Kan evresi asilari, merozoit yiizey proteini 1 (MSP1),
apikal membran antijeni 1 (AMA1) ve eritrosit baglayici
protein (EBA-175) gibi merozoitlerin ylizeyinde bulunan
antijenlere dayanir. insanlarda test edilen en umut verici
prototiplerden biri, ayni proteini kodlayan Modified
vaccinia virus Ankara (MVA) ile birlikte uygulanan

thrombospondin-related adhesive protein  (TRAP)
antijenini  kodlayan asi  prototipidir. Bu asinin
kullaniimasi, deneysel enfeksiyonda paraziteminin

baslamasini geciktirmigtir (54). Bu formdilasyon ile
antikorlarin Uretiminin arttig1 tespit edilmistir. Bu aday
antijen P. falciparum'a kargl gelismis en iyi adaylardan
biri olarak kabul edilir (55, 56). Bu asinin etkinligini
artirmaya yonelik stratejiler, MSP1 gibi antijenlerin
kullanimi veya bir heterolog prime-boost kullanimi ile
artinlabilir (57).
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2.21. Babesia microti

Sistein proteaz 1 (CP1) ve Apikal Membran Antijen-
1 (AMA-1) ile ayn ayri ve kombinasyon halinde
uygulanarak  DNA  asilarinin  koruyucu etkileri
degerlendirilmigtir. Bu asilar uygulandiktan sonra
parazitin gelisiminde bir engel olusturdugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte, ayni anda verilen iki yapinin
kombinasyonunun parazit ilerlemesi lizerinde belirgin bir
etkisinin olmadigi géralmustar (58).

2.22. Anaplasma spp.

Crosby ve ark. (59), rekombinant VirB9-1, VirB9-2
ve VirB10 ile fareleri agilayarak bagisiklik tepkilerini
g6zlemlemiglerdir. Anaplasma phagocytophilum Tip 4
Salgi Sistemi (T4SS) VirB10'un bir murin modelinde IFN-
y'ye bagh bir sekilde enfeksiyona karsi kismen koruyucu
olduguna dair kanit saglamistir. Muhtemelen bir T4SS
DNA asisinin diger patojenik anaplasma tirlerine karsi
da potansiyel bir asi aday! olabilecegi 6ne surilmustir.

2.23. Ixodidae spp.

Klouwens ve ark. (60), bir kene isirmasi enfeksiyon
modelinde kene antijenlerinin etkinliklerini
degerlendirmiglerdir. Kene antijenleri olan TSLPI,
Salp15, tHRF ve Tix-5'e karsi disk ile orta 1gG titreleri
indUklenmig, ancak tam bir koruma saglanamamigstir. Bu
nedenle, DNA asisi, kene Kkarsiti asilar igin kene
antijenlerini belirlemek veya taramak icin uygun bir asi
stratejisi gibi gérinmemektedir. Zhang ve ark. (61)
tavsanlarda Haemaphysalis longicornis Paramiyosin’ini
(Pmy) kodlayan rekombinant plazmidlerin sagladig
bagisiklik tepkisini degerlendirmislerdir. Pmy ile asilanan
tavsanlar, kontrol grubuna kiyasla yiiksek dizeyde IgG
gelismigtir. DNA asisi ile asilama sonrasi tavsanlarin
immun korumasinda genel olarak %50'lik bir etkinlik
saglanmigtir.

2.24. Varroa destructor

Giese ve ark. (62), bu amagla arinin bagisiklik
sisteminin tam islevini yeniden olusturabilen DNA asisi
gelistirmiglerdir. Bu asi biyolojik olarak guvenilen, iyi
tolere edilebilen, yan etki gbstermeyen ve cevreye
herhangi bir kirlilik olusturmayan 6zelliktedir.

2.23. Sarcoptes scabiei

Sarcoptes scabiei Paramiyosin’ini (PAR) kodlayan
gen bolgesi klonlanmis ve PAR-DNA asisinin farelerde
karisik bir Th1/Th2 tepkisini indiikledigi gorilmuastar (63).
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2.24. Hypoderma lineatum

Hypodermin C (HC) geni Okaryotik ekspresyon
vektéri pVAX1'e klonlanmis, rekombinant plazmid
pVAX1-HC, farelerin embriyonik fibroblastlarina (MEF)
transfekte edilmisti. Sonu¢ olarak serum antikor
seviyelerinin ve lenfosit proliferasyon seviyelerinin
kontrol grubundakinden o6nemli Olgide daha ylksek
oldugunu tespit edilmistir (64).

Sonug

Parazitoloji'de as! alaninda ilerleme olmamasi esas
olarak parazit yasam dongusunin karmasikligina
baghdir. Parazitler, konakgi bagisiklik sisteminin etkisini
karistirmalarina izin veren birgok kagis mekanizmasi
gelistirmiglerdir. Bununla birlikte, DNA asilamasinin
ortaya ¢ikisl, bu kisitlamalarin Gstesinden gelmek icin bir
bagisiklama platformu saglamistir. Plazmid DNA, farkl
yasam evrelerinde bulunan veya parazitin farkli alt
turlerine ait olan antijenleri ayni anda entegre edebilir.
Bununla birlikte, bir immunojenik antijen kullanimi,
konakgida koruyucu bir bagisiklik tepkisi ortaya
¢ikarmak icin tek basina yeterli olmayabilir. DNA asilar,
konagdin  enfeksiyona  kargi immin  yanitindan
kaynaklanan immuinopatolojilere karsi koymak igin
tasarlandiysa, terapdtik  yaklasimlarda  kullanim
potansiyeline sahiptir. Cagdas yaklagimlarla
karsilastirildiginda, DNA asi teknolojisi daha uygun
maliyetli ve iyi karakterize edilmis bir Uretim sireci ile
iliskilidir ve asinin yasayabilirligini strdirmek igin bir
soguk zincirin varhigini gerektirmez. Test edilen asi
adaylarinin ¢ogu, kismi ve hatta tam koruyucu bagisiklik
ile sonuglanan paraziter hastaliklarin olusturdugu
spesifik ve karmasik zorluklari ele alma potansiyelini
gOstermistir.  Parazitlere  y6nelik DNA asilarinin
gelistiriimesi, DNA bagisiklama protokolleri igin
olusturulmus optimizasyon stratejilerinin kullanimindan
da faydalanacak, yani daha iyi uygulama sistemleri ve
adjuvanlarin  yani sira daha etkili bagisiklama
protokollerinin kullanimi gerekecektir. Bu iki yaklagim,
klinik deneylerde artan sayida asi prototipinin
degerlendiriimesi ile sonuglanacak ve bu arastirma
alaninda hizli ilerlemelere neden olacaktir.

Sonug olarak, DNA asilari izerinde yapilacak olan
yeni calismalar, mevcut asilarin uygulanma yollarina
alternatifler sunmaya, asisi mevcut olmayan ve
ekonomik agidan o6nemli olan paraziter hastalklarin
kontroliinii saglayarak hayvansal Uretimi arttirmaya, pet
hayvanlarinin sagliklarini korumaya, ayni zamanda
zoonoz paraziter hastaliklarin dniine gegmeye ve son
olarak yetersiz kalan mevcut asilarin gincellenmesi ve
daha da  glgclestiriimesini  saglamaya  olanak
saglayabilecektir.
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