Gen

Terapisi

Hastaliklar tedavi etme ya da fiziksel etkilerini azaltma amaciyla hastanin vicuduna genetik materyalin
sokulmasi, tip tarihinde bir devrim olmustur. llk baslarda genetik hastaliklarin tedavisi amaciyla planianan
gen terapisi artik, kanser, AIDS gibi diger pek ¢ok hastaligin tedavisi igin de kullaniimaya baglanmistir.

Genlerin tanimlanmasi ve genetik
miihendisliginde kaydedilen 6nemli
gelismeler sonunda bilim adamlari ar-
tik hastaliklarla savasabilmek ve onlar-
dan korunabilmek i¢in bazi 6rnekler-
de genetik materyali degistirme aga-
masina geldiler.

Gen terapisinin temel amaci, hiic-
relerin hastaliga yol acan eksik ya da
kusurlu genleri yerine, saglikli kop-
yalarinin hiicreye yerlestirilmesidir.
Bu islem, ger¢ek anlamda bir devrim-
dir. Hastaya, genetik bozukluktan
kaynaklanan semptomlarin kontrol
edilmesi ve/veya tedavisi i¢in ilag ve-
rilmiyor. Bunun yerine, sorunun kay-
nagina inilip hastanin bozuk genetik
yapisi diizeltilmeye ¢alisiliyor.

Cesitli gen terapisi stratejileri ol-
makla birlikte, basarili bir gen terapisi
icin gereken ortak temel elemanlar
vardir. Bunlarin en 6nemlisi hastaliga
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neden olan genin belirlenmesi ve
klonlanmasidir. "Human Genome
Project" olarak adlandirilan ve insanin
gen haritasini ¢ikarmayir amaglayan
proje tamamlandiginda, istenilen gen-
lere ulasmanin ¢ok daha kolay olacagi-
na inanilmaktadir. Genin tanimlanma-
sindan sonraki agamada, genin hedef-
lenen hiicrelere nakledilmesi ve orada
ekspresyonu, yani kodladig1 proteinin
iiretimi gelir. Gen terapisinin 6teki
onemli elemanlariysa tedavi edilmek
istenilen hastalig1 ve gen nakli yapila-
cak hiicreleri iyl tanimak ve gen nak-
linin olast yan etkilerini anlamaktir.
Gen terapisi iki ana kategoride in-
celenebilir: Esey hiicresi ve viicut
hiicresi gen terapisi. Esey hiicresi
gen terapisinde, genetik bir bozuklu-
gu oOnlemek icin esey hiicrelerinin
(sperm ya da ovum) genleri degistiri-
lir. Bu tip terapide, genlerde yapilan

degisiklik kusaktan kusaga aktarla-
bileceginden, olas1 bir esey hiicresi
gen terapisi hem etik, hem de teknik
sorunlar yaratacakur. Ote yandan vii-
cut hiicresi gen terapisi esey hiicrele-
rini etkilemez; sadece ilgili kisiyi et-
kiler. Giiniimiizde yapilan gen tera-
pisi ¢caligmalarinin ¢ogu viicut hiicre-
si gen terapisidir.

Gen terapisi ayni zamanda bir ilag
tagima sistemi olarak da kullanilabi-
lir. Burada ilag, nakledilen genin kod-
ladig1 proteindir. Bunun i¢in, isteni-
len proteini kodlayan bir gen, hasta-
nin DNA’sina yerlestirilebilir. Orne-
gin ameliyatlarda, pihtulagmayi 6nle-
yici bir proteini kodlayan gen, ilgili
hiicrelerin DNA’sina yerlestirilerek,
tehlikeli olabilecek kan pihularinin
olugumu 6nlenebilir.

Gen terapisinin ila¢ taginmasinda
kullanilmasi, ayni zamanda, hem har-
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canan gii¢ ve emegi hem de parasal gi-
derleri azaltabilir. Boylece, genlerin
iirettigi proteinleri ¢ok miktarda elde
etmek, bu iriinleri saflagtirmak, ilag
formiilasyonunu yapmak ve bunu has-
talara vermek gibi, ¢ok zaman alan
karmagik iglemlere gerek kalmayabilir

Gen Terapisinin
Temel Sorunlari

Bilim adamlarina gore gen terapi-
sinin ii¢ temel sorunu var: Gen nakli,
gen nakli ve gen nakli. Bu alanda ¢ali-
san tiim arastirmacilar, gen nakli i¢in
etkili bir yol bulmaya ¢aligmaktadirlar.

Genleri istenilen hiicrelere tagiya-
bilmek i¢in kullanilan yontemler ge-
nel olarak iki kategoride toplanmakta-
dir: Fiziksel yontemler ve biyolojik
vektorler. Fiziksel  yontemler,
DNA’nin dogrudan dogruya enjeksi-
yonu, lipozom formiilasyonlart ve ba-
listik gen enjeksiyonu yontemlerini
icerir. Dogrudan DNA enjeksiyonun-
da ilgili gen DNA’sin1 tagtyan plazmit,
dogrudan dogruya, 6rnegin kas igine,
enjekte edilir. Yontem basit olmasina
kargin kisitlt bir uygulama alani vardir

Lipozomlar, lipidlerden olusan
molekiillerdir. DNA’y1 i¢lerine alma
mekanizmalarina gore iki guruba ayri-
lirlar: Katyonik lipozomlar ve pH-du-
yarli lipozomlar. Birinci gurup lipo-
zomlar art1 yiiklii olduklarindan, eksi
yiiklii olan DNA ile dayanikli bir
kompleks olustururlar. Ikinci gurup
lipozomlarsa negatif yiiklii oldukla-
rindan DNA ile bir kompleks olustur-
maz, ama iclerinde tagirlar.

Par¢a bombardimani ya da gen ta-
bancasi olarak da adlandirilan balistik
DNA enjeksiyonu, ilk olarak bitkile-
re gen nakli yapmak amaciyla gelisti-
rilmigtir. Bu ilk uygulamalarindan
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Katyonik lipozomla gen taginmasi llk olarak pozitif y(iklii lipidler ve negatif yiiklii DNA,
DNA/lipid vektér kompleksini olusturur. Bu kompleks hiicre zarinin negatif ytikleriyle et -
kiligir ve zarnin olusturdugu bir kilif icinde (endozom) hiicrenin icine alinir. Eger endo -
zomdan kacamazsa DNA/lipid vektér kompleksi lizozomlara giderek buradaki sindirim
enzimleri tarafindan parcalanir. Endozomdan kacabilirse cekirdege gider.

sonra, bazi degisiklikler yapilarak me-
meli hiicrelerine gen nakli amaciyla
kullanilmaya baslanmisur. Bu yon-
temde, genellikle altin ya da tungs-
tenden olugan 1-3 mikron boyutunda
mikropargaciklar, tedavi edici geni ta-
styan plazmit DNA’s1 ile kaplanir,
sonra da bu pargaciklara hiz kazandi-
rilarak, hiicre zarini delip, igeri girme-
leri saglanir.

Basit olmalarina kargin fiziksel
yontemler verimsizdir; ayrica, yabanci
genler, sadece belirli bir siire fonksi-
yonal kalabilmektedirler. Bu nedenle
aragtirmactlarin ¢ogu, genellikle viriis
kokenli vektorlere yonelmislerdir.
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"Vektor" kelimesinin bir anlami da
"tasiyict"dir. Benzer sekilde, gen tera-
pisinde genleri hiicrelere tagima ama-
cryla kullanilan ve genetik olarak za-
rarsiz hale getirilmis viriislere de vek-
tor denir. Milyarlarca yillik evrim so-
nucunda viriisler, hedefledikleri hiic-
relere kendi genetik materyallerini
aktarmak i¢in etkili yontemler gelis-
tirmiglerdir, ama ne yazik ki bu iglem
duyarli organizmalarda hastalikla so-
nuglanmaktadir.

Giiniimiizde yapilan aragurmalar-
da, viriislerin hastaliga yol acan gen
parcalarinin yerine, hastalari iyilestir-
me amactyla rekombinant genler yer-
lestirilmektedir. Bu amagla degistiril-
mis hiicreler kullanilmaktadir. Bu
hiicrelere tedavi edici geni tagtyan bir
genetik yapr sokuldugunda, tedavi
edici geni i¢inde tagtyan viriisler elde
edilir. Bu sekilde degistirilmis viriis-
ler hiicreye girmek i¢in kendi yon-
temlerini kullanirlar ve genomlarinin
ekspresyonu sonucu, genin kodladigi
protein iiretilmeye baslanir. Ote yan-
dan, viriisiin kendisini ¢ogaltmak i¢in
ihtiya¢ duydugu genler, tedavi edici
genlerle degistirilmis oldugundan,
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Degi§tiri'|rr'|i§ 6zel hiicrelerin
viral vektorleri Gretmesi

Ici bos virtis

Degistirilmis viriise sokulmus

tedavi edici gen

virilis ¢ogalip hiicreyi patlatamaz. Bu-
nu yerine, hiicrede viriisiin tagidigi
hastalig1 diizeltici genin ekspresyo-
nu olur, genin kodladigi protein (yani
ilag) iiretilir ve genetik bozukluk ne-
deniyle iiretilemeyen proteinin yeri-
ni alir.

En ¢ok kullanilan viral vektorler,
retroviriisler, adenoviriisler, herpesvi-
riisler (uguk viriisii) ve adeno-iligkili
viriislerdir. Ama her vektoriin kendi-
ne 6zgii dezavantajlar vardir: Boliin-
mevyen hiicreleri enfekte edememek
(retroviriis), olumsuz immiinolojik et-
kiler (adenoviriis), sitotoksik etkiler
(herpesviriis) ve kisitli yabanci gene-
tik materyal tagiyabilme kapasitesi
(adeno-iliskili viriis). ideal bir vektor-
de aranan o6zellikler yiiksek titraj, ko-
lay tasarlanabilme, integre olabilme
yetenegi ve gen transkripsiyonunun
kontrol edilebiliyor olmasinin yanin-
da, imiinolojik etkilerin olmamasidir.

Genlerin Viicuda
Sokulma Yontemleri

Genleri viicuda sokmanin ¢esitli
yollart vardir: Ex vrvo, in vive ve in si -
tu. Ex vivo gen terapisinde, hastadan
alinan hiicreler laboratuvar ortaminda
cogalulir ve vektor araciliiyla iyiles-
tirici genler bu hiicrelere nakledilir.
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Viriis partikdlerfni ya;imak
icin gereken viral genler.

Tedavi edici geni
tasiyan viral vektor

Daha sonra, basarili bir sekilde genle-

ri i¢ine almig hiicreler segilir ve ¢ogal-
ulir. Son agsamadaysa, ¢ogalulan bu
hiicreler tekrar hastaya verilir. Iz vivo
ve i situ gen terapisindeyse, genleri
tagtyan viriisler dogrudan dogruya ka-
na ya da dokulara verilir.

Engeller

Gen terapisinde, nakledilecek
genler hiicre i¢i ve hiicre disi engel-
lerle de bagsa ¢ikmak zorundadir.
Hiicre i¢i engeller, naklin yapilacagi
hiicreden kaynaklanir ve hiicre zari,
endozom ve c¢ekirdek zarini igerir.
Hiicre dig1 engellerse, belirli dokular-
dan ve viicudun savunma sistemin-
den kaynaklanir. Biitiin bu engeller,
gen transferinin etkinligini 6nemli
ol¢iide azalur. Bunun 6lgiisii, geni ta-

simakta kullanilan vektor sistemine
ve naklin yapilacagi hedef dokuya
baghdir.

Hiicre zari, geni hiicreye sokma
isleminde Kkarsilagilan ilk engeldir.
Bu engel asildiktan sonra sirada en-
dozomlar bulunur. Vektoriin lizozom-
lara ulagsmadan 6nce endozomdan
kagmasi gerekir, yoksa lizozomlar ta-
sinan tedavi edici geni enzimlerle
pargalar, etkisiz hale getirirler.

En son hiicre i¢i engel ¢ekirdek
zaridir. Yabanct DNA’larin ¢ekirdek
zarindan igeri girmesi kolay degildir.
Cap1 10 nm’den az olan baz kiigiik
molekiiller ve kiigiik proteinler bu
deliklerden kolayca gecebilirken,
daha biiyiik molekiillerin igeriye
alinmast enerji gerektirir. Yabanci
DNA’larin ¢ekirdegin igine girme
mekanizmasi tam olarak bilinme-
mekle birlikte, mekanizmanin bii-
yiik molekiillerin ¢ekirdege alinma-
sinda kullanilan mekanizmaya ben-
zedigi tahmin edilmektedir. Cekir-
degin i¢inde ve sitoplazmada bulu-
nan ve niikleik asitleri parcalayan
niikleaz gurubu enzimler de ayr bir
problemdir.

In vivo gen terapisinde, tedavi
edici genlerin hastaya direkt yolla ve-
rilmesi sonucunda vektorler, hiicre
ici engellerin yanisira hiicre dig1 en-
gellerle de kargilagirlar. Hiicre dist
engeller iki kategoride incelenebilir:
Dokularin kendilerine 6zgii yapilari
ve savunma sistemi engelleri. Orne-
gin bag dokusu, gen transferi i¢in bii-
yiik bir engeldir. Eger kas dokuya
enjeksiyon yapilacaksa, kaslarda bu-
lunan bag dokusu katmanlari, enjek-
te edilen vektorlerin yayilmasini ve
enfekte etme yeteneklerini engeller.
Epitel hiicreleri vektorlerin daha de-
rinlerdeki hiicrelere ulagmasina ola-
nak vermez.




Retroviriis

Maksimum tasinabilecek

DNA buyiklaga 8 kilobaz

Hedef hiicre Sadece béliinen hiicreler

Viicuda sokulma yolu ex vivo ya da in vivo

Tasinan tedavi edici genin Kararh

ekspresyonu

Tasinan tedavi edici genin
ekspresyon orani

Riskleri
integrasyon

Serumu olusturan maddeler de
cesitli gen nakli vektorlerini etkisiz
hale getirir. Ornegin ciplak DNA,
serumda bulunan pek cok pozitif
yiiklii proteine baglanip etkisiz hale
gelebilir.

Serumdaki protein ve niikleik
asitleri parcalayan proteaz ve niikle-
az enzimleri de gen terapisi vektor-
lerini pargalayabilir.

In vivo gen terapisinde adenovi-
riis ya da retroviriislerin vektor ola-
rak kullanildigr bazi durumlarda,
bunlara kars1 viicutta antikor iiretil-
digi gozlenmistir. Savunma sistemi-
nin etkilerinden kurtulmak i¢in, te-
davide savunma sistemini baskilayi-
c ilaglar da kullanilmaktadir, ama
onlarin da bazi sakincalart vardir.

Ilk Gen Terapisi

Insanda ilk gen terapisi deneme-
sini 1990’da Dr. French Anderson
gerceklestirdi. Ex vivo gen terapisi
stratejisinin  kullanildigi yontemde,
adenozin deaminaz  enziminin
(ADA) eksikliginden kaynaklanan
hastalifin tedavisi amaglanmigti.
ADA eksikligi, cok seyrek rastlanan
genetik bir hastaliktir. Normal ADA
geninin {irettigi enzim, savunma sis-
teminin, normal fonksiyonlarini ye-
rine getirebilmesi i¢in gereklidir.
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Adenoviriis

35 kilobaz 4,8 kilobaz

Boliinmeyen hiicreler

ex vivo ya da in vivo

gecici

ylksek

immdinolojik etkiler
integrasyon

ADA eksikligi olan hastalarda genin
yaban tipi kopyasi yoktur ve sahip
olunan yetersiz ya da mutant kopya-
larsa, islevsel ADA enzimini iirete-
memektedirler. ADA eksikligiyle
dogan cocuklarda, ciddi boyutlarda
bir savunma sistemi sorunu vardir ve
sik sik agir enfeksiyonlara yakalanir-
lar. En ufak bir viriis enfeksiyonu bi-
le yasamsal tehlike yaratabilir. Eger
tedavi edilmezse, hastalik genellikle
cocugun birkag¢ yil i¢inde 6liimiiyle
sonuglanir.

ADA eksikliginin ilk insan gen
terapisi denemesi olarak secilmesi-
nin bazi nedenleri vardir. Bu hasta-
lik, tek bir gendeki bozukluktan
kaynaklanir ve bu durum olasi bir
gen terapisinin basari ihtimalini art-
trir. Ayrica bu gen, ¢ok daha karma-
sik kontroller altindaki pek ¢ok bas-
ka genin aksine, basit bir sistemle
kontrol edilmektedir: Siirekli eksp-
resyon. Enzimin ¢ok az miktarda
iiretilebilmesi bile klinik vyararlar
saglamakta, yiiksek miktarda iiretil-
mesiyse zarar vermemektedir. So-
nug olarak, iiretilecek ADA proteini-
nin miktarinin ¢ok dogru sekilde
kontrol edilmesi gerekmez.

Bu ilk insan gen terapisi 2 hasta
¢ocuk iizerinde gergeklestirildi. Te-
rapide, hastalarin hiicreleri (T-lenfo-
sit) alinarak laboratuvar sartlarinda

Adeno-iligkili viriis

Olasilikla béliinmeyen hiicreler

Olasllikla ex vivo

Olasilikla kararl

Mutasyona neden olabilecek

Herpes Virlisi
30 kilobaz

Bélinen ya da béliinmeyen
hiicreler

ex vivo ya da in vivo

Gecici

Mutasyona neden olabilecek
integrasyon

doku kiiltiirii yoluyla ¢ogaluldi. Da-
ha sonra normal insan ADA geni,
retroviriis vektorii yardimiyla bu
hiicrelere nakledildi. Viriis hiicrelere
girerek genetik materyale geni yer-
lestirdi. Genetik olarak basariyla de-
gistirilen hiicreler segilerek, yaklagik
10 giin boyunca ¢ogaluldi. Son asa-
mada da, diizeltilmis bu hiicreler
kan naklini andiran bi¢imde damar-
dan hastalara geri verildi. Bu islem,
yani T hiicrelerinin hastadan alin-
masi, laboratuvar ortaminda diizeltil-
mesi ve hastaya geri verilmesi, teda-
vinin ilk 10 ay1 icinde her 6-8 hafta-
da bir tekrarlandi. Daha sonraysa bu
nakillere 6 ile 12 ayda bir devam
edildi. Tedavi sonucunda iki ¢ocuk-
ta da iyilesme kaydedildi.

Bu ilk insan denemesinden sonra
sistik fibrosis, yiiksek serum Kkoles-
terolii (hiperkolesterolemi), bazi
kanserler, ve AIDS gibi hastaliklarla
basa ¢ikmak i¢in gen terapileri tasar-
land1.

Kanser tedavisi i¢in bilim adam-
lari, savunma sistemi hiicrelerini gen
terapisi yoluyla degistirerek kanserli
hiicrelerin iizerine géndermeye cali-
styorlar. Amag, viicuttan alinan bu
hiicrelerin, kanserle miicadeleyi sag-
layan genlerle silahlandirilip tekrar
viicuda verilmesi ve boylece bu hiic-
relerin kanserle daha iyi savagmalari-
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n1 saglamak. Bu konudaki klinik de-
neyler siirmektedir.

Alternatif olarak, kanser hiicrele -
ri viicuttan alinip, daha giiclii bir sa-
vunma tepkisi ¢ekebilecek sekilde
genetik olarak degistirilebilir. Bu
hiicreler daha sonra, bir ¢esit kanser
agist gibi reaksiyon gostermeleri
umuduyla tekrar viicuda verilebilir.
Bu konudaki klinik deneylere bas-
lanmistir.

Ote yandan tiimérlere, bunlan
bazi antibiyotik ve diger ilaglar icin
cekici kilabilecek genler de nakledi-
lebilir. Daha sonra yapilacak ilag te-
davisi, sadece bu genleri tagiyan (ya-
ni kanserli) hiicreleri 6ldiirecektir.
Su anda bu gibi iki klinik deney, be-
yin tiimorlerinin tedavisi amaciyla
yiiriitiilmektedir.

Gen terapisi viicudun savunma
hiicrelerini AIDS viriisiine karsi di-
rengli hale getirmek icin de kullani-
labilir.

Gen Terapisinin

Riskleri

Viriisler normalde birden fazla
hiicre ¢esidini enfekte edebilirler.
Bu nedenle, viicuda genleri tagiyan
viriis kokenli vektorler de, sadece
hedeflenen hiicreleri degil, bagka
hiicreleri de enfekte edip, yeni geni
bu istenmeyen hiicrelere tasiyabilir.
Ayrica, ne zaman DNA’ya yeni bir
gen cklense, bu genin yanlis bir ye-
re yerlesme tehlikesi de vardir. Bu
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durum, kansere ya da baska bozuk-
luklara yol acgabilir. Bundan bagka,
DNA bir tiimére dogrudan dogruya
enjekte edildiginde, ya da gen nakli
icin lipozom sistemi kullanildiginda,
tagsinan yabanci genlerin, ¢cok diisiik
de olsa istemeyerek esey hiicreleri-
ne girmesi ihtimali vardir. Bu du-
rumda yapilan degisiklik kalitsal ola-
cak ve sonraki kusaklara aktarilacak-
ur. Ancak boyle bir duruma hayvan
deneylerinde rastlanmamistir. Bagka
bir sorun da, nakli yapilan genin
ekspresyonunun ¢ok yiiksek oranda
olmasi ve sonucunda da eksikligi
hastaliga yol acan proteinin yarardan
cok zarar getirecek kadar ¢cok mik-
tarda iiretilmesi olasiligidir.

Bilim adamlar, biitiin bu riskleri
ortadan kaldirmak amacryla hayvan
deneyleri yapmaktadirlar. Alinan 6n-
lemler basarili olmustur, su ana de-
gin insanlara uygulanan gen terapi-
lerinde bu potansiyel sorunlar goriil-
memistir.

Gen Terapisinin
Cozim Bekleyen
Sorunlari

[1k sorun, genlerin insana veril-
mesini saglayacak daha kolay ve et-
kili yontemlerin bulunmasidir. Bir
bagka sorunsa, nakledilen genin has-
tanin genetik materyalinin hedefle-
nen bélgesine yerlesmesini sagla-
mak ve boylece olasi bir kanser ya da
bagka bir diizensizlik riskini ortadan

Degistirilmig hiicreler

kaldirmaktir. Bu konudaki bagka bir
sorun da, yerlestirilen yeni genin vii-
cudun normal fizyolojik sinyalleriyle
etkin bir bicimde kontroliiniin sag-
lanmasidir. Ornegin insiilin, dogru
zamanda ve dogru miktarda iiretil-
medigi zaman, hastaya yarar yerine
zarar getirecektir.

Yukarida agiklanan yontemler
bugiine degin 300 klinik daneyde
6000 hasta iizerinde kullanilmistr.
Ancak, su ana degin gercekten basa-
ril1 bir sonug elde edildigi ileri siirii-
lemez. Bunun bir nedeni, vektorle-
rin tagidiklar1 genin uzun siireli
ekspresyonuna izin vermeyisleri, di-
geriyse denemelerde etkinlikten
¢ok giivenligin 6n plana ¢ikmasidir.
Ayrica, denemelerin biiyiik bir bolii-
miiniin kanser hastalarinda yapilmis
olmasi1 yeni bir sorun yaratmaktadir:
Hastalarin 6liimlerinden dolay1 te-
daviyi izleyememek.

Su anki duruma goére, 6niimiiz-
deki yillarda gen terapisindeki egi-
lim, genleri istenilen hiicrelere en
etkin bi¢imde tastyabilecek vektor-
lerin dizayn edilmesi yolunda olacak
gibi goriiniiyor. O zaman, gen terapi-
sinin basarili sonuglar verecegine
inabiliriz.
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