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Gen tedavisinin temel ilkeleri ve son geligsmeler
The principles of gene therapy and recent advances
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Ozet

Gen tedavisi, genel anlamda, bir hastaliyi tedavi etmek ya da en azindan bir hastanin klinik durumunu iyilestirmek
amaciyla genetik materyalin hiicrelere transferi olarak tanimlanir. Gen tedavisinin temel amaci, hedef hiicrelere bir
vektor aracilidi ile terapétik geni transfer etmektir. Gen tedavisinde en ¢ok kullanilan vektorler, viral vektorlerdir.
Adeno-assosiye virls, retrovirlis, adenovirlis ve herpesvirlis vektorleri en sik uygulanan viral vektérlerdendir. Viral
olmayan vektérler, viral vektorlerden daha az verimlidir, ancak disiuk immunojenite ve blyidk DNA pargalarini
aktarabilmeleri onlarin avantajlari olarak bilinir. Gen tedavisi hem somatik hem de esey hiicrelerinde uygulanilabilir.
ilk kez 1982 yilinda denenmeye baslayan, bir klinik uygulama olarak kabul edilen gen tedavisi, beklenenden daha
hizli gelisme gostererek ¢odu bilim insanini kendine ¢ekmistir. Bu alandaki gelismeler, ilk gen tedavisi ilaglarinin
uretilmesini saglamistir. Ornek olarak kanser tedavisinde ve lipoprotein lipaz eksikliginin tedavisinde kullaniimasi
onaylanan ilaglardan s6z edilebilir. Ayrica, Leber’in konjenital amorozisi (LCA) ve hemofili hastalari igin Uretilmis gen
tedavisi ilaglar su anda faz Il asamasindadir. Bu derlemede, gen tedavisinin temel ilkeleri, tarihgesi ve giinimuizdeki
klinik uygulamalari son literatir verileri 15131 altinda sunulmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Gen tedavisi, esey hiicresi, somatik hilicre, vektor, viral vektor.
Summary

Gene therapy generally can be defined as the transfer of genetic material in cells with the aim of treating diseases or
at least improving the patient's clinical status. The basic aim of gene therapy is to transfer the therapeutic gene into
target cells using a vector. The most widely used gene therapy vectors are viral vectors, like adeno-associated virus,
retrovirus, adenovirus and herpesvirus vectors. Gene therapy can be applied to both somatic and germline cells. The
first gene therapy study, considered as a clinical application, was performed in 1982. Because of the extensive
developments in gene therapy, it has attracted so many scientists to this field faster than expected. The advances in
this field have provided the first gene therapy products, for example, approved gene therapy drugs for cancer and
lipoprotein lipase deficiency treatment can be mentioned. In addition, gene therapy drugs for patients with Leber's
congenital amaurosis (LCA) and hemophilia is currently in phase 1l study. In this review, the basic principles, history
and current clinical applications of gene therapy are presented with up to date literature.

Key Words: Gene therapy, germ cells, somatic cells, vectors, viral vectors.

1. Gen Tedavisi Fikri ve Tarihgesi Martine Cline, virGslerin transformasyon mekanizma-
larini incelediginde, virlslerin genetik materyallerini
konak hicre genomuna aktardidini kesfederek,
hiicrelere gen transfer islemlerini gergeklestirmek icin bir
ara¢c olarak kullanilabileceklerini  belirtmigtir  (1).

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile genlerinin
izolasyonu ve manipllasyonu mimkin olmustur (2-4).
Martin Cline, 1980'lerin basinda retroviral tabanli gen
transferinin gelistiriimesine énemli katkida bulunmus ve
genlerin in vitro ve in vivo olarak ylksek verimlilikte
transfer edilebilecegini gostermistir (5-7). Bu gelismelere
dayanarak 1982 yilinda, ilk insan gen tedavisi, talasemi
hastaligi i¢in, ayni kisi tarafindan gergeklestirilmistir (8).
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Cok uzun zamandan beri bilim adamlarinin hedefi olan
genetik hastaliklarin tedavisi ve bununla paralel gelisen
gen tedavisi, genetik hastaliklarin niikleotidler diizeyinde
tedavi edilmesini saglar. Ancak gen tedavisi fikri ilk kez
1970 yilinda, retrovirislerin RNA’lari Gzerinde calisan,
Martine Cline tarafindan ortaya konmustur.
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Daha sonra 1990 yilinda ciddi kombine immun yetmezlik
(SCID) hastaliginda Michael Blaese ve William French
Anderson tarafindan ADA geni tagiyan retrovirus vektori
ile yapilmis gen tedavisi uygulamalari sonucunda 2
cocugun tam olarak tedavisi saglanmistir (9). Gen
tedavisi ile ilgili gelismeler tarih sirasina gore Sekil-1’de
gOsterilmigtir.

1981-82: ilk insan deneyleri
(Talasemi, Dr. Martin Cline, CU, LA)

1961-65: genetik

2001: insan Genom Projesi
kod (Nirenberg)

2012: Avrupa’ninilk
1983: PCR GTilact
(Kary Mullis) l

1944: DNA'nin genetik

bilgiyi tasidigi (Avery)
T ; 1973: gen
1866: kalitimyasalan klonlanmast
g (iT ilact

1970: GT Fikri

(Martin Cline)
1981: Transgenik Fare

2003: ilk

1940:Gen = DNA

1990: (ilk) SCID GT ve ilk
GT dergisinin yayini

1953: DNA'nin gift sarmalli
yapisi (Watson & Crik)

Sekil-1. Gen tedavisi (GT) yontemi ile ilgili tarihsel gelismeler.

2. Gen Tedavisi Nedir?

Eksik ya da hatali protein Uretimine neden olan, bozuk
gen tasiyan hicreye normal geni yerlestirme yontemine
gen tedavisi denir. Gen tedavisi, hastaliklari nukleotid
dizeyinde tedavi etmeyi amaglar. Gen tedavisinin en
yaygin bigimi, mutasyona ugramis bir genin fonksiyo-
nunun dizenlenmesi igin belirsiz bir genomik bdlgeye
fonksiyonel genlerin bir vektdr aracihdiyla eklenmesidir.
Cinko parmak veya homolog rekombinasyon yoluyla
yapilan diger gen tedavisi yaklagimlarinda ise dogrudan
mutasyon duzeltimesi yapilir. Bilim insanlari, Kistik
fibrozis, hemofili, muskdler distrofi ve orak hiicreli anemi
gibi tek gen hastaliklarina daha fazla odaklanmis
durumdadir. Insan gen tedavisinin biyolojisi ok
karmasiktir ve hala net olarak anlasilamamistir. Gen
tedavisinin basarisi genetik, bioinformatik, molekiler
biyoloji tekniklerdeki gelismelere baghdir (10). Gen
tedavisi  kliniklerde yayginlasmadan o6nce genetik
hastaliklarin mekanizmasi iyice incelenmeli, uygun ve
guvenli gen aktarma teknikleri gelistiriimelidir.

Gen tedavisinde saglkli geni hiicrelere vermek ve gen
hasarlarini onarmak igin bir kag yontem kullanilir. Bunlar;

a. insersiyon: Genellikle viral vektérler araciligiyla
normal rastgele olarak hiicre genomuna entegrasyo-
nudur. Bu durumda gen pargalan rastgele olarak
genoma girdigi icin DNA hasarlarina sebep olabilir;
ornegin diger genler kesilerek onlarin ekspresyonu
onlenir, ya da gen regllasyon dizilerine oturarak
genlerin ekspresyonu azaltilir ya da arttirilir. Diger bir
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ornek ise, insersiyon sonucunda timodr uyarici
genlerin inhibisyonunu ortadan kaldirarak aktif hale
gecebilir ve kansere sebep olabilir (11).

b. Yer degisimi (Gen cerrahisi): Normal genin
homolog rekombinasyon ile istenen, belli bir lokusa
yerlesmesini saglar. Bu ydntemin gerceklesme
olasiligi ¢ok az (105 hticre iginde 1) olmasina ragmen,
gen pargas! spesifik bir bolgeye yerlestigi icin DNA
hasari en aza indirgenir (11).

c. Tamir: Anormal genin ters mutasyonla tedavisidir.
Ornegin, A>C—C>A. Bu yéntem genellikle nokta
mutasyonlari nedeni ile ortaya c¢ikan hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilir. Bu durumda mutasyona
ugramis gen, nukleazlar (ginko parmak, TALEN ve
CRISPR/Cas) araciligiyla hiicrenin dogal tamir
mekanizmalari tetiklenip ters bir mutasyonla duizeltilir
(12).

d. Gen eklemesi (intihar gen tedavisi): Normal
durumlarda hiucrede bulunmayan ve eksprese
olmayan genin istenilen zaman ve istenilen hucrede
ifadesini saglamak igin uygun hicreye transferi
islemidir (13).

Gen tedavisinde genellikle disaridan verilen terapdtik
genin uzun sureli eksprese olmasi igin virlsler
araciligiyla DNA pargalari kromozom igine entegre olur.
Ancak en son anlatilan ydontemde yani gen eklemesinde,
genin gegcici ekspresyonu, hastaligin tedavisi icin
yeterlidir. Bu amagla Uretilen plazmidler, kromozom
disinda kalir ve terapdtik proteinin kisa sireli ifadesini
saglar, bunlara “epizomal DNA” ya da “epizomal
plasmid” denir. Epizomal DNA'lar bir sire sonra hlcre
bélinmesi nedeniyle kaybolur. Bu ydntem genellikle
kanser tedavisinde kullanilr.

Gen tedavisi calismalarinin gogu, belli ortak

basamaklardan olusur;

basli

- Hastaliga neden olan genin belirlenmesi,
- Saglam genin klonlanmasi,

- Uygun bir vektor secimi veya gen kumesinin (gen
kasetleri) diizenlenmesi,

- Genin hedeflenen hicrelere transferi

ifadesinin saglanmasi,

ve protein

- islenmis hiicrenin segimi ve hastaya nakli (in vitro gen
tedavisi durumunda),

- Olasi yan eftkilerin belirlenmesi.
3. Gen Tedavisinin Ana Kategorileri

Uygulanacak hiicre tliriine goére farklh gen tedavisi
yaklagimlari vardir. Bunlar;

a. Esey Hiicresi Gen Tedavisi

insan zigotunda, esey hiicrelerinde genetik modifikasyon
teorik olarak mimkin olmaktadir. Hayvanlarda
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uygulanan teknolojileri  prensip olarak insanlara
uygulanabilir. Ancak burada amag, insan transgene-
zinden ziyade germline gen tedavisidir (14). Esey hicre
gen tedavisinin amaci tedavi edici geni hem viucut hem
de esey hicrelerine aktarmaktir. Sonug olarak hem
kisinin hastaligi ortadan kaldinimis olacak hem de
dizeltilmis genotipe sahip gametler olusturarak saglikl
nesiller elde edilecektir. Esey hiicresi gen tedavisi
yéntemi, vlicudun tim hacrelerini olugturabilen erken
dénem embriyo, gamet ve zigotta yapilan genetik
degisikliklerle uygulandidi icin bu degisiklikler gelecek
nesillere aktarilabilir. Bu ylzden etik, bilimsel ve politik
konularda énemli tartigsmalara yol acabilir. Esey hucresi
gen tedavisi ginimizde insan deneylerinde
uygulanamaz; ancak laboratuvar dizeyinde genetik
hastaliklar icin  hayvan modelleri  olusturularak
kullanilabilir (15).

Teoride bu yéntem genetik bozukluklarin tedavisinde ve
gelecek nesillere aktarilmasini dnlemek igin ¢ok etkilidir,
ancak genom dizeyinde ortaya ¢ikan degisiklikler geri
dénuslimsuz oldugu igin riskleri ¢ok buyuktir ve
olusabilecek hatalar gelecek nesilleri etkileyecektir (15).
Gelecek nesillerdeki olasi riskler hakkinda yeterince bilgi
mevcut olmadigi ve riskleri somatik gen tedavisinden
daha fazla oldugu gerekgeleriyle insan esey hicre gen
tedavisi uygulamalari etik agidan sikintili olabilir. ABD’de
insan esey hicre hatti veya somatik genetik
modifikasyonlarin c¢ahgsiimasi ile ilgili federal bir yasa
yoktur (16). Esey hiicre gen tedavisi protokoliindeki
basamaklar Sekil-2'de gosterilmistir.
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Sekil-2. Esey hicre gen tedavisi protokoliinde izlenen iglem
basamaklari (14).

Sekil-2'de gbsterilen basamaklar;
1- Totipotent embriyonik hiicre izolasyonu,
2- Embriyonun genetik yapisinin belirlenmesi,
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3- Embriyonik koék hicrelerin kiltiire edilmesi,
4- Embriyonik hicrelere genetik materyalin transferi,

5- Stabil bir sekilde transfekte edilmis geni
hlcrelerin segimi,

alan

6- Hedef geni genomunda integre olmus hiicrelerin
secilmesi: Bu adim bozuk DNA dizisinin, foksiyonel
normal bir sekansla degistiriimesini kapsar.

7- lsaretleyici kaldirimasi: Genellikle transfekte olmus
hiicreleri segmek igin normal genin yaninda
antibiyotik direng genleri gibi isaretleyici genler de
kullanilir. Bu genler, kromozomda yanlarindaki
genlerin ifadesinde degisimlere yol agar ve gelecek
nesillere aktarilabilir (17). Bu yizden onlarin
kaldirmasi gerekir. Bu isaretli genler, genellikle bir
antibiyotik diren¢c genidir. Bu sekilde, bu genler
cikartilarak, hedeflenmis sekans degisikligi disinda
genom degistiriimeden birakilabilir (18). Bunun igin
hicrelerin yeniden kiltire edilmesi ve bagka bir ilag
secimi yapilmasi gerekmektedir.

8- Genomik butlnligu teyit etmek: Genetik mutasyonlar
uzun sdreli kultdr sirasinda olusabilir ve homolog
rekombinasyon ile tedavi edilmis bdlgelerde siklikla
hafif mutasyonlarin olduguna dair bazi kanitlar vardir
(19). Bu nedenle genom, istenmeyen baska bir
mutasyon igin kontrol edilmeli.

9- Nukleus transferi;

10-Anneye reimplantasyon: Embriyo kaybi yaklasik
%98'dir ve in vitro olarak insan fertilizasyonu igin
sinirlayici bir faktordir. Sadece in vitro fertilizasyon,
tedavi goren ciftlerin yaklasik %15’inde basarili bir
gebelik saglamistir (20). Basari sansini artirmak igin,
birden fazla embriyo ayni anda reimplante edilebilir
ve eger 9. adimda elde edilen embriyolarin birden
fazlasi rahime tutunur ve gelisimini tamamlarsa tek
yumurta ikizi ya da Gglzlerine neden olacaktir. (15).

b. Somatik Hiicre Gen Tedavisi

Somatik hiicre gen tedavisi uygulamasinda, tedavi edici
gen somatik hiicrelere transfer edilir. Hastanin kemik
iligi, kan ve deri hicrelerine gen transferi, viicut hucresi
gen tedavisi kategorisinde yer alir. Sonugta genler
dizeyinde yapilan degisiklikleri ve gen tedavisinin farkl
etkileri sadece vicut hicreleri dizeyinde kalir; esey
hiicrelerine ve ardindan gelecek nesillere aktariimaz
(20).

4. Vektorler

Hedef hicrelere tedavi edici geni sunmak icin kullanilan
tasiyicilara vektér denmektedir (11). Gen tedavisi
basarisi buyuk dlgtide gen pargasini aktarabilen vektére
baghdir. Uygun bir vektor, DNA parcasini secimli ve
verimli bir sekilde, en az toksisite ile hedef hucrelere
sunabilmelidir. Virtsler hiicre transdiklenmesi agisindan
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verimlidir; ancak insanlarda virisin kullanimi ile ilgili
glvenlik endigeleri viral olmayan tasiyici sistemleri
alternatif hale gelmistir. Viral olmayan vektorlerin bazi
avantajlari vardir; 0Ornegin, kullanim basitligi, buyuk
Olgekli Uretim kolayligi ve spesifik immin yanit eksikligi
(21). Son zamanlarda, hedef hucrelere gen aktariimasi
icin ¢iplak DNA kullaniimaktadir (22), bunun nedeni ise
basit ve glivenli bir ydntem olmasidir. Ciplak DNA teknigi
ile cesitli fiziksel teknikleri birlestirerek verimliligi ve
hicre spesifisitesi arttinlmistir. Buna 0Ornek olarak
elektroporasyon, gen tabancasi, ultrason, hidrodinamik
basing ve lipozom teknikleri verilebilir (21).

a. ideal Vektoriin Ozellikleri

- DNA pargalarini aktarabilmesi icin yeterli kapasiteye
sahip olmali,

- Kolaylikla yuksek konsantrasyona ulagabilmeli,

- Hedef dokuya spesifik olmali,

- Stabil olmali,

- Immun yanit olusturmamali, toksik olmamali,

- Etkinligi yuksek olmal,

- Uzun sureli gen ifadesi saglamali.

Su ana kadar, bu o&zelliklerin timine sahip olan
mikemmel bir vektér bulunmamistir. Hasta doku
Ozellikleri ve bozuk genin buyukligine gore her hastalik
icin 6zel bir vektor tasarlamak gerekir. Cunkl her vektor,
belli dlgllerde, disardan verilen DNA pargasini
tastyabilir. Genlerin blyUklGgli de vektor secimi igin
dnemlidir. Ote yandan her vektér 6zel bir hiicre tipine
girebilir 6érnegin adeno-assosiye viris (AAV) vektorler
bolinmeyen hiicrelere girerken, HSV vektodri boélinen
hicreleri transfekte eder.

5. Transfeksiyon Yontemleri

Disaridan verilen tedavi edici gen parcaciklari gesitli
yontemler ile tedavi edilecek hucrelere aktarilabilir. Bu
stratejiler 2 ana kategoride yer alir; fizikokimyasal
yontemler ve biyolojik ydntemler. Fizikokimyasal
yontemler, DNA'nin dogrudan hucreye enjeksiyonudur.
Ornegin elektroporasyon, gen tabancasi (balistik gen
enjeksiyonu), sonoporasyon gibi fiziksel yontemler ya da
lipozom ve dendrimerler gibi kimyasal yapilar kullanilir.
Bu ydntemlerde fizikokimyasal kurallar kullanilarak DNA
parcalari hiicre icine sokulur. Ornedin gen tabancasi
yonteminde ilk DNA parcalari altin ya da tungstenden
olusan 1-3 mikron boyutunda mikroparcaciklar ile értuldr,
daha sonra bu DNA/nanopartikul parcalari gl treten bir
cihaza yuklenir. Parcaciklarin hiz kazandirilarak, hucre
zarini delip, sitoplazmaya girmesi saglanir. Sitoplazma
icinde nanopartiklller DNA’dan ayrilip DNA nukleusa
girer ve gorevini yapar. Fiziksel yontemlerin avantaji
basit bir yéntem olmasidir. Ancak dustk verimlik ve in
vivo olarak kullanim zorlugu dezavantajlaridir (11).

234

ikinci grup ise biyolojik yéntemlerin kullanimidir. Biyolojik
gen aktariimasi icin genellikle virlUsler veya plazmidler
kullanilir. En yaygin kullanilan biyolojik vektérler viral
vektorlerdir.  VirGslerin  hastaliga yol acan gen
parcalarinin  yerine, hastalar iyilestirme amaciyla
rekombinant genler yerlestirir. Adeno-assosiye virls,
retrovirlis, adenovirlis ve herpesvirlis vektorleri en sik
kullanilan viral vektérlerdendir. Bu virtslerin kendi
genomunu konakg¢i hucreye veren dogal stratejilerden
yararlanir. Ancak ilk basamakta virtslerin patojen genleri
cikartilip zararsiz haline getirmesi gerekir. Sekil-3'te
retroviris viral vektorinidn elde edilmesi gosterilmistir
(13).

A) Retroviriis genomunun yapist
(R ¥ [gag | pol ev LR

B) Retroviriis vektoriin iretilmesi igin
gereken DNA pargalan

1- Yapisal vektor
gag  pol env R

Terapdtik vektor

LR

ayni anda bir memeli hiicre

Yapisal ve terapotik vektor
hatina verilecektir

7
Terapotik retroviris partikulleri
‘Haslaya nakil edilmesi

Sekil-3. Retroviris genomunun vyapisi (A) ve retrovirlis
vektorin Uretilmesindeki basamaklar (B) (LTR: Uzun
terminal tekrarlari) (13).

Daha sonra terap6tik DNA pargalari in vitro kosullarinda
endoniikleaz ve ligaz enzimlerin yardimiyla virls
genomunda entegre olup, paketleyici memeli hiicre
hatlarinda virls kapsitler iginde paketlenip terapétik virts
partikilleri  olusturur. Paketleyici memeli hiicreler
santriflij ile ¢Oktlrlp, cesitli yontemler ile pargalanip ve
virls partikiller izole edilecektir.

Retroviris aracili gen terapisi icin iki virls yapisinin
kullaniimasi gerekir. Bunlardan biri tedavi edici vektordir
ve klonlanmig saglam geni ve paketleme sinyalini tagir;
digeri ise uzun terminal tekrarlar (LTRs) ile cevrelenmis
retroviriisuin Ug¢ yapisal genini tagiyan viris RNA’sidir ve
paketleme sinyali igermez. Yapisal vektér kapsid
proteinlerinin Uretilmesi ve virlisin montaji igin gereklidir;
gag, pol ve env genlerini tasir. (GAG: matriks proteini,
POL: revers transkriptaz enzimi, ENV: envelope
proteinini kodlar). Vektér, paketleme sinyali icermedigi
icin Uretilen virls partiklllere giremez ve hastayi enfekte
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edemez. Her iki viris yapisi ayni anda mevcut
oldugunda, klonlanmis geni iceren tedavi edici vektor,
kapsit icine paketlenir. Tedavi edici vektorin kapsit igine
paketlenmesi, uygun bir hicre kulturd kullanilarak
gerceklestirir; bu hiicre hattina “paketleme hicre hattl”
denir. Gag, env ve pol genlerinin delesyonu vektor
replikasyonunu defektli hale getirir ve bu yilzden
paketleme hiicre hatti kullanilir (13).

Viral vektorlerin bazi dezavantajlari vardir; 6rnegin
retroviris bolinmeyen hicreleri enfekte edemez,
adenoviris olumsuz immdinolojik yanit  gosterir,

herpesvirlisiin sitotoksik etkisi vardir ve adeno-assosiye
viris kisith yabanci genetik materyal tasiyabilme
kapasitesine sahiptir. Tim virlslerin ortak dezavantaji
genin yanlis bir yere yerlesme tehlikesidir. Bunun nedeni

Tablo-1. En Sik Kullanilan Viral Vektérler ve Ozellikleri (24).

de virUslerin rastgele olarak genoma entegre olmasidir.
Bu sekilde konakgi hucrenin dider genlerini keserek
kansere ya da baska bozukluklara yol agabilir. Birden
fazla hicre cgesidini enfekte edebilme o6zelligi ve esey
hicrelerine girme ihtimali, onlarin diger dezavantajlari
olarak bilinir. Ancak gunimuizde bu dezavantajlar
ortadan kaldirmak igin gesitli arastirmalar yapilmaktadir.
Virise ait kapsit proteinlerini degistirip spesifik bir
dokuya, &rnedin karaciger hepatosit hicrelerine
girebilme 06zelli§i kazandiran viral vektdrlerin elde
edilmesi gibi galismalar yapilmaktadir (23). Calismalarda
en sik kullanilan viral vektorler ve 6zellikleri Tablo-1'de
6zetlenmistir.

Adenoviriis AAV Retroviriis / Lentiviriis Herpesviriis

Aile Adenoviride Parvoviride Retroviride Herpesviride
Genom dsDNA ssDNA ssRNA" dsDNA

Bolinen ve Bélinen ve Bélinen ve

Enfeksiyon / tropizm bélinmeyen hicreler

bdlinmeyen hicreler

Bélunen hicreler - .
bdlinmeyen hicreler

Konakg¢i genomu ile Entegre olmaz

Entegre olmaz

Entegre olur Entegre olmaz

etkilesimi
. . - Potansiyel uzun I Potansiyel uzun
Transgen ifadesi Gegici emunla Uzun émdrli Smurla
paketieme 7.5 kb 45kb 8 kb >30 kb
apasitesi

AAV: Adeno-assosiye virus, +: Pozitif iplikgikteki RNA, dsDNA: Cift zincirli DNA, ssDNA: Tek zincirli DNA

6. Kanser Gen Tedavisi

Kanser tedavisinde kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi
gibi geleneksel tedavi yoOntemlerin son derece
gelismesine ragmen, kanser hastaligi hala morbidite ve
mortaliteye neden olan hastaliklarin basinda gelir (25).
Bu nedenle kanser huicrelerini 6ldirmek igin gen tedavisi
gibi daha spesifik tedaviler ortaya ¢ikmistir. Kanser gen
tedavisinin amaci, saglkh hucreleri zarar vermeden
kanser hiicreleri viicuttan yok etmektir.

a. Mutasyona Ugramis Genlerin Diizeltilmesi

Cesitli transfeksiyon ydntemleri
genin kanser hucrelerine aktariimasi teorik olarak
uygulanilabilir ~ gérGnirken, kanserin  genetik ve
epigenetigi ¢ok karmasik oldugu igin uygulanmasi gok
zordur. Bu konuda en ¢ok arastiriimis yontem, P53 geni
aktarilmasidir. p53 hicre genomunun koruyucusudur
(26). DNA hasari, hipoksi ya da onkogenlerin anormal
ifadesi ile P53 aktiflesir ve bdylece hiicre dongusu
kontrol noktalari, DNA onarimi, hiicresel yaslanmaya ve
apopitozuna yol agar. P53’Un tiumor baskilayici oldugu
ispatlanmig, ancak onun mekanizmasi hala tam olarak
bilinmemektedir. P53 DNA’ya baglanip transkripsiyonu
aktiflestirerek kanseri durdurur. Ancak hangi genlere
baglandigi ve nasil kanseri durdurabildigi hala acgikla-
namamistir (27). Hicrede P53 geninin  mutasyona
ugramasiyla tumor olugsumu gergeklesir. P53, DNA

kullanilarak saghkli
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hasari, hipoksi ya da hicre dénglsl kontrol noktalarini
tesvik etmek icin anormal onkogen ifadesi, DNA onarimi,
hiicresel yaslanma ve apopitoz ile aktive edilebilir. P53,
apopitozda yer alan Bcl-2 protein  ailesinin
ekspresiyonunu arttirir (28). P53’Gn apopitoza sebep
olmasi tumér hdcrelerinin  ortadan kaldirmasi igin
o6nemlidir. Kanser tedavisinde saglikh P53 geni timor
hicrelerine girdiginde kanserli hiicre apopitoza ugrar
(29, 30). P53 geni tagiyan adenoviris vektor tabanh gen
tedavisi ilaci, HNSCC (bas ve boyun skuamdz hicreli
karsinom) hastaligin tedavisinde 2003 yilinda Cin’de
uretilmistir (31).

b. immiinoterapi

TUmor nekrozis faktori (TNF) proteini glgli bir antitiimor
sitokinidir. Bu protein, hem dogrudan timoér hdcrelerini
oldirebilir hem de timor vaskulizasyonunu arttirarak anti
kanser ilaglarin timérin igine girmesini kolaylastirir;
bdylece TNF proteinini alan kanser hicreleri
kemoterapiye daha duyarli olurlar (32). TNF proteinini
eksprese eden beyaz kan hucreleri timoér filtre edici
lenfositler (TILs) olarak tanimlanir. TIL’ler, normalde
timér icine sizip TNF proteinini salgilayarak bircok
kiicik kanserin ortadan kaldirimasinda oldukga etkilidir.
immiin sistem, baskilanamayan biiyiik kanser timérleri-
ne saldirmak i¢in TNF Uretimini arttirmahdir (33-38).
Tedavide, laboratuvar ortaminda, bakteri hicrelerinde,
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TNF geni klonlanmalidir. Daha sonra hastanin beyaz
kan hcreleri alinip kiltire edilmelidir. TNF geninin
birden fazla kopyasi beyaz kan hicrelerinin igine
aktarildiginda beyaz kan hucreleri hastaya tekrar geri
nakil edilecektir (39, 40). Bu sekilde kanserli hicreye
dogrudan saldiri ve bu hicrelerin ortadan kaldiriimasi
gerceklesecektir.

Diger stratejide, en gugli anti-timér sitokini olan IL12'yi
kullanmaktir. Bu sitokin, yardimci T hdcreleri-1 yanitini
indikler, dogal oldurict hucreler (NK hucreleri) ve
sitotoksik T lenfositleri etkinlestirir, timdral neoanjioge-
nezi inhibe eder, endotelial hlicrelerin Gizerindeki adezin
molekdllerinin ifadesini arttinir, lenfositleri timére ceker
(41). IL12 proteini dogrudan verilirse, vicuttaki
konsantrasyonu arttiginda toksik olabilir (41); bu nedenle
timor bolgesinde lokal konsantrasyonunun artmasi igin
gen tedavisi teknikleri kullanilabilir. IL12 genini tasiyan
adenovirusler, cesitli kanserli deney hayvanlarina
aktarildiginda timérin tamamen yok edilmesi ve
hayvanin yagam suresinin uzatiimasi saglanmigtir (42).

c. intihar Gen Terapisi: Anti-kanser ilag + Gen

Tedavisi

Bu tedavi yonteminde, hucrelerde zararsiz olan bir én-
ilag hastaya verilecektir. Daha sonra 6n-ilaci aktiflesen
ve normalde insanlarda bulunmayan bir enzim kanserli
hicrelere verilecektir. Bu enzimin ifadesini 6n-ilaci
aktiflesir ve toksik ilag kanser hcrelerinin iginde
Uretilecektir. Sonugta kanserli hiicre 06lecektir. Bu
nedenle bu yénteme intihar gen tedavisi denir.

intihar gen tedavisinde en yaygin kullanilan gen, herpes
simpleks virlslerinde bulunan timidin kinaz (HSV-tk)
enzimini kodlayan gendir. Bu enzim, insan hicreleri igin

toksik olmayan gansikloviri  (GCV), gansiklovir
monofosfat sekline doénlstlrir. Daha sonra, kanser
hicresinde de bulunan normal hicresel enzimler,

gansiklovir monofosfati gansiklovir trifosfata donusturdr
(GCV-TP). S fazi ve G2 fazinda bir gecikme indUklenen
HSV-tk/GCV-TP sistemi, kanserli hicreyi apopitoza
sokar. Sadece kanser hicrelerinin iginde timidin kinaz
enzimi Uretiimesi nedeniyle, kanserli olmayan hucreler
bu ilactan etkilenmez. Timidin kinaz geni aktariimasi icin
degdisik vektdér sistemleri kullanilabilir, ancak tumér
hicrelere spesifik olarak transfekte edilen onkogenik
viriisler tercih edilir. intihar gen tedavisinde kanser
hlcreleri spesifik olarak hedeflenmek igin bu hucreler
Uzerinde bulunan cesitli reseptorler kullanilir (43).

7. Gen Tedavisi Alanindaki Son Geligmeler

Gen tedavisi klinik uygulamalarina sayr olarak
baktigimizda en c¢ok calismanin Amerika Birlesik
Devletleri tarafindan yapildigini gérmekteyiz. Ulkelere
gbre gen tedavisi uygulama sayilari ve yillara goére
dagilimlar Sekil-4 ve 5'te gosterilmigtir (44).
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Coklu tlkeler %4 (n=80)
ABD %62.6 (n=1250)
a5 ® Ingiltere %10.3 (n=205)
s ® Almanya %4.1 (n=82)
A isvigre %2.6 (n=51)
® Fransa %2.5 (n=50)
Cin %1.8 (n= 34)
© Hollanda %1.7 (n=33)
® Avustralya %1.6 (n=31)
Kanada %1.2 (n=24)
® Belgika %1.1 (n=22)
® Diger tlkeler %6.7 (n=134)

Sekil-4. Toplam 1970 kinik uygulamanin ulkelere gére dagilimi
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Sekil-5. Gen tedavisi klinik uygulamalarinin yillara goére

dagihmi; A-2012 yilina kadar (45) ve B-2013 (44).

Faz| 59.3% (n= 1183)
Faz I/l 19.2% (n= 384)
Faz Il 16.5% (n=330)
Faz I/l 1% (n=20)

Faz lll 3.7% (n=74)

Faz IV 0.1% (n=2)

Tek deneme 0.2% (n= 3)

Sekil-6. 2013 yili verilerine gore, gen tedavisi ile ilgili yuritilen
faz galismalari ve bunlarin sayilari (44).

2 Kanser hastaliklan %63.8 (n=1274)
@ Tek gen hastaliklari %8.9 (n=178)
® Enfeksiyon hastaliklar %8.2 (n=164)
@ Kardiyovaskiiler hastaliklar %8.1 (n= 162)
@ Norolojik hastaliklari %1.9 (n= 37)
@ Goz hastaliklan %1.6 (n=31)
Enflamatuar hastaliklari %0.7 (n= 13)
® Diger hastaliklan %1.8 (n=35)
@ isalertieme geni (gene marking) %2.5 (n= 50)
@ Saglikh gondlliler %2.6 (n=51)

Sekil-7. Gen tedavisi uygulanmasi igin hedeflenen hastaliklar
(44).
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Sekil-5'te A ve B sekillerindeki verilerde 2012 ve 2013
gen tedavisi sayilan goérilmektedir. A seklinde 2012
yihna ait gen tedavisi sayisi 39, B seklinde bu sayr 100
olarak verilmistir. Bazi arastirmacilar sonuglarini ge¢
yayinladigi icin ve her sene yarisinda gincellemeler
yapildigi icin B seklindeki 2012 sayilar artis géstermek-
tedir. Ayni nedenlerden, 2013 yili gen tedavisi ¢alisma-
larin sayisinin bir sonraki guncellemede artmasini
bekleyebiliriz. Gen tedavisi konusunda yapilmakta olan
bilimsel arastirmalarin klinik kullanima ge¢cmeden 6nce
izledigi yollar ve durumlarina bakacak olursak, bu klinik
calismalarin 3/4'G faz | veya faz I/II'dedir (%78.5).
Digerleri ise faz Il, 1/lll ya da IIl'tedir (%621.2) (Sekil-6).
Faz Il ve Il calismalari énceki senelere goére artis
gOstermektedir; bu da yeni gen tedavisi ilaglarinin umut
vaad ettigi ve yakin zamanda piyasaya ¢ikacagi seklinde
yorumlanabilir (44).

Gunimuze kadar cesitli hastaliklar icin gen tedauvisi
uygulanmistir ve bunlardan birkagi basariya ulagmigtir.
Bu klinik uygulamalarin biyik c¢ogunlugunu kanser
hastaliklari Gzerine denenmektedir (Sekil-7). Daha sonra
siraslyla tek gen hastaliklari, enfeksiyon hastaliklari ve
kardiyovaskuler hastaliklar gelmektedir (Sekil-7). Klinik
gen tedavisi denemesi yapilan hastaliklar detayli olarak
Tablo-2'de verilmigtir.

Gen tedavisinin yeni basarilarindan, HNSCC (bas ve
boyun skuamoz hiicreli karsinoma) (31) ve LPL (47)
hastaliklari icin gen tedavisi ilaglarinin piyasaya
verilmesi 6rnek olarak verilebilir. Bunlardan ilki, 2003
yiinda HNSCC kanseri icin gelistirilen P53 proteini
eksprese eden rekombinant adenoviris gen tedavisi
ilacidir (rAd-P53). Bu ilag lizerinde 5 yildan daha fazla
klinik gcalismalar yapilmigtir ve yan etki olarak kendi
kendini sinirlayan ates bildirilmistir. Bu ila¢ Cin’de Devlet
Gida ve ilag Dairesi tarafindan onaylanmistir (31).

Saglikh LPL geni tasiyan rekombine adeno-assosiye
virs vektora (rAAV1-LPL), 2012 yilinda Avrupa onayini
alan dinyadaki ikinci gen tedavisi urini ve bat
dinyasinin ilk gen tedavi ilaci olarak bilinir. Bu
calismanin fikirleri, 26 sene 6nce Dr. Michael Hayden
tarafindan hipertrigliseridemi hastaligi ve LPL geni
Uzerinde calistigi zaman ortaya atilmistir ve uzun sire
denemeler ve klinik ¢alismalar yapilmistir  (46).
Glnimuzde arastirmacilar, genetik hastaliklarin
tedavisinde yeni gen tedavisi ilaglarini bulmaya yénelik
cok yogun arastirmalar yapmaktadirlar. Ornek olarak
2013 yilinda Leberin konjenital amorozisi (LCA)
hastaliginin gen tedavisinde ¢ok blyilk basarilar elde
edilmigtir. Yasamin ilk yillarinda korlikle sonuglanan
nadir retina distrofisi olan LCA hastaligi, RPEG65
genindeki mutasyonlar sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Bu
hastaligin gen tedavisinde kullanilan rekombinant AAV
vektodrler, direk retinaya enjekte edilir.

Tablo-2. Klinik Gen Tedavisi Denenen Baglica Hastaliklar (45).

Tek Gen Hastaliklari

Maligniteler

Adrenol6kodistrofi

a-1 antitripsin eksikligi
Becker muskdler distrofisi
Beta-talasemi

Canavan hastaligi
Kronik granilomat6z hastalik
Kistik fibrozis

Duchenne Muskuler
Distrofisi

Fabry hastaligi

Ailesel hiperkolesterolemi
Ailesel adenomatdz
polipozis

Fankoni anemisi
Galaktozialidozis
Gaucher hastaligi
Gyrate atrofisi

Hemofili A ve B

Hurler sendromu

Hunter sendromu
Huntington koresi
Jonksiyonel epidermolizis
bulloza

Geg infantil néronal
lipofusinozis

Lokosit yapisma eksikligi
Limb-girdle muskiler
distrofisi

Lipoprotein lipaz eksikligi
Metakromatik I6kodistrofi
Mukopolisakkaridoz tip VII
Ornitin transkarbamilaz
eksikligi

Pompe hastaligi

Pdrin nikleozid fosforilaz
eksikligi

Resesif distrofik
epidermolizis billoza
Orak hucre hastalig
Ciddi kombine immun
yetmezligi (SCID)
Tay-Sachs hastaligi
Wiskott-Aldrich sendromu
Kardiyovaskiiler
Hastaliklar

Kronik bébrek hastaligi
anemisi

Anjina pektoris (kararli,
kararsiz, refrakter)
Koroner arter darligi
Koroner kalp hastalgi
Kritik ekstremite iskemisi
Kalp yetmezIigi

Aralikli klodikasyon
Miyokardiyal iskemi
Periferik arter hastaligi
Pulmoner hipertansiyonu
Venoz ulserleri

Diyabetin vaskuiler
komplikasyonlari
Enfeksiyon Hastaliklari
Adenovirls enfeksiyonu
Sitomegaloviriis (CMV)
enfeksiyonu
Epstein—Barr virlis
Hepatit B ve C

HIV/AIDS

Grip hastalig

Japon ensefaliti

Malarya

Tlberkiiloz

Jinekolojik: Meme, uterus,
serviks

Sinir sistemi: Glioblastoma,
leptomeningeal
karsinomatozis, glioma,
astrositoma, néroblastoma,
retinoblastoma
Gastrointestinal: Kolon,
kolorektal, karaciger
metastazlari, post-hepatik,
karaciger kanseri, pankreas,
safra kesesi

Genitoldriner: Prostat,
bdbrek, mesane, ano-genital
neoplazi

Cilt: Melanom (malign /
metastatik)

Bas ve boyun: Nazofarenks
karsinomu, skuamoz
karsinom, 6zofageal kanser
Akciger. Adenokarsinom,
kiguk hicreli / kiiglk hiicreli
olmayan, mezotelyoma.
Hematolojik: Lésemi,
lenfoma, multipl myelom,
sarkom, germ hiicre
timorleri, Li-Fraumeni
sendromu, tiroid neoplazmlari
Norolojik Hastaliklar
Alzheimer hastalig
Amyotrofik lateral skleroz
Karpal tunel sendromu
Kubital tiinel sendromu
Diyabetik néropati

Epilepsi

Multipl skleroz

Myastenia gravis

Parkinson hastaligi

Periferik néropati

Agri

Goz Hastaliklan

Yasa bagh makula
dejenerasyonu

Diyabetik makila 6demi
Glokom

Retinitis pigmentosa
Yizeysel nefelyon
Koroideremi

Leber'in konjenital amarozisi
Enflamatuvar hastaliklar
Artrit (romatizmal, iltihabi,
dejeneratif)

Dejeneratif eklem hastaliklari
Ulseratif kolit

Rektumun inflamatuar
hastalig

Diger Hastaliklar

Kronik bdbrek hastaligi
Erektil disfonksiyon
Detrusor agiri aktivitesi
inflamatuar bagirsak hastaligi
Romatoid artrit

Kiriklar

Mitokondrial hastaliklar

Oral mukozit

Parotis hipofonksiyonu
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ilk insan deneyleri 2007 yilinda Ingiltere’de Prof. Dr.
Robin Ali tarafindan yapiimistir. Bu tedavide hig bir yan
etkileri gézlenmemis ve 23 yasindaki Robert Johnson’in
LCA hastaligindan tamamen iyilestigi ve godrme
yetenegini kazandid bildirilmistir (47). Daha sonra 2009-
2010 yiinda Prof. Dr. Jean Bennett tarafindan,
Pennsylvania Universitesinde, 12 hasta (zerinde
yapilan bir arastirmada 6 kigi yeterince gérme yetenegi
kazanmislardir (48). Bu tedavilerin 3 yillik takiplerinde,
godrsel iyilesmenin, tedavinin 6. ayindan sonra en yuksek
seviyeye ulastigi ve son izleme kadar stabil oldugu
bildirilmistir (49). LCA gen tedavisi arastirmalari su anda
faz Ill asamasinda olup, yakin zamanda bu ilaglarin
piyasaya ¢cikmasi beklenmektedir.

Bilinen herhangi bir tedavisi olmayan, IFT88 geninin
mutasyonu nedeniyle ortaya cikan bir siliyopati hastaligi
genini tasiyan fareler, koku yetenegi kaybi nedeniyle
yemek yemediklerinden dolayi 6lmektedirler. Bu model
Uzerinde yapilan c¢alismada, adenovirus araciligiyla
saghkli IFT88 geni farelere aktariimis, IFT88 geninin,
hasta farenin siliyer yapilarinin diizenlenmesi ve koku
fonksiyonunun  kazaniimasi igin  yeterli  oldugu
gosterilmistir. Bu g¢alisma memelilerde siliyopatinin ilk
gen tedavisi olarak kabul edilmektedir (50). Hemofili A
hastaligi pihtilasma faktor VIII (FVII) eksikliginden
ortaya ¢lkan kanama riskini artiran bir hastahktir. Agir
Hemofili A hastalarinin ciddi kanamasini 6nlemek igin
rekombinant faktér VIII intraven6z enjeksiyon yoluyla
verilir. 2013 yilinda yapilan bir ¢calismada iki hemofili A
hastaligina sahip kopegdin gen tedavisinden sonra
tamamen iyilestikleri belirtilmistir. Bu calismada, kemik
iliginin hematopoetik kdk hicreleri izole edilip, FVIII geni
tasiyan lentiviris vektorler ile transfekte edilmistir. Daha
sonra transfekte olmus hematopoetik kok hiicreler ayni
kopege nakil edilmistir. Lentiviris vektdr ile insan
trombositlerinde FVIII genin ifadesini saglayan, 6zgin
ITGA2B gen promoteri kullanildigi icin FVIII proteini
sadece trombositlerde eksprese olur. Trombosit kaynakl
FVII icin inhibitdr antikorlan yoktur. Bu ytzden bu
yaklagim, faktor VIII tedavisini reddeden hastalarda
yarari olabilir. Béylece, trombosit faktér VI ile hemofili A
hastalarinda kanamanin etkili bir sekilde ve uzun vadeli
kontrolu saglanabilir (51).

Gen tedavisinin klinik uygulamalarina gegcmeden &6nce,
tedavinin yan etkileri iyice incelenmelidir. Vektorun toksik

Kaynaklar

etkisi nedeniyle, 1999 vyilinda 18 yasindaki Jesse
Gelsinger gen tedavisi uygulamasi sonrasinda hayatini
kaybetmistir. Bu hastada, azot metabolizmasinin
bozuklugu olan ornitin transkarbamilaz eksikligi tedavi

edilmeye c¢alisilmistir.  Gen tedavisinden sonra
adenovirls vektére karsi agir inflamatuar yanitlar
olusmasi nedeniyle karaciger, akciger ve diger

organlarin yetmezligi ortaya ¢ikmis ve hasta hayatini
kaybetmistir (24). Bu basarisiz 6rnek g6z 6nlinde alarak,
gen tedavisi drlnlerinin klinik caligsmalara girmeden dnce
hayvan modelleri Uzerinde vyeterince denenmesi
gerektigi ortaya c¢ikmaktadir. Bunun yani sira immun
yanitlari uyarmadan, spesifik dokuya girebilen ve DNA
parcalarinin tasinmasi icin yeterli kapasiteye sahip olan
uygun vektorler bulmaya yoénelik aragtirmalar devam
etmektedir. Ornek olarak, ginimiizde arastirmacilar,
laboratuvar dizeyinde virise ait kapsit proteinlerini
degistirip spesifik bir dokuya girebilme 6zelligi kazanan
viral vektorler elde edilmesi Uzerinde calismaktadirlar
(23).

Bazi arastirmacilar gen parcalarini hiicreye verebilmek
icin yeni ybntemleri denemektedir. Uterus icinde
uygulanan fetal gen tedavisi bu yéntemlerden birisidir.
Uterus iginde tedaviler geligtirildiginde, hastaligin
semptomlari ortaya ¢ikmadan hastaligin tedauvisi
mumkin olabilecektir. Fetlstiin en o6nemli 6zelligi,
olgunlasmamis bir immin sisteme sahip olmasidir.
Bdylece disardan verilen vektdr ve genlere kargl immin
yanitlar gelismemektedir ve daha uzun sireli gen ifadesi
saglanabilmektedir. Ayrica, fetal donemde kok hicre
sayisi ¢ok yuksektir. Bu hicrelerin hizli geniglemesi, gen
tedavisi igcin buyldk bir avantaj olarak bilinmektedir.
Bdylece transfekte olmus hiicrelerin sayisi daha rahat bir
sekilde artar (52). Bu yoOntemler, hayvan modelleri
Uzerinde basarilar elde etmesine ragmen insan klinik
uygulamalari éncesinde, etik de dahil olmak lizere birgok
sorunu beraberinde getirmektedir.

Sonug olarak, birgok kanser turi, tek gen hastaliklari,
enfeksiyonlar, kardiovaskuler hastaliklar gibi gesitli klinik
durumlar igin umut vaat eden gen tedavisi, klinik
uygulamalarindan o6nce, yan etkileri bakimindan iyice
arastinlmali, uygun vektorler tasarlanmali ve giivenli gen
tedavisi yaklagimlari yapiimalidir.
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