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ABSTRACT

Herpesvirus saimiri is the prototype rhadinovirus and is closely related to human Kaposi's sarcoma-
associated herpesvirus. Herpesvirus saimiri strains of subgroup C transduce a broad spectrum of cancer
cells and primary cells including human T lymphocytes very efficiently and enable stable transgene
expression. Herpesvirus saimiri as a gene therapy vector is favorable because of its large packaging
capacity, extensive cell tropism, and long-termed persistence as non-integrating episomes and thus
exhibits numerous advantages over commonly used viral vectors. In order to use Herpesvirus saimiri as
a secure and versatile gene therapy vehicle, it should be easily manipulated and modified. The recent
advances in molecular cloning of large genomic fragments such as virus genomes as bacterial artificial
chromosomes facilitated the functional studies and manipulation of herpesviruses using the
recombination system of bacteria. Among these, red-recombination based “en passant” mutagenesis
method enables seamless genome modification such as deletion, insertion and point mutation very
easily and efficiently.
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OZET

Herpesviriis saimiri, gama herpesviriis ailesine ait olan radinoviriislerin prototipidir ve insan Kaposi
Sarkom-iliskili herpesviriis ile benzerlik gosterir. Herpesviriis saimiri'nin C tiirii insan T lenfositleri
olmak iizere bircok normal ve kanser hiicre tipini yiiksek verimlilikte transdiikte etme ve bu hiicrelerde
sabit transgen ekspresyonu saglamaktadir. Herpesviriis saimiri, biiyiik transgen tagima kapasitesi,
genis hiicre tropizmi ve konak genomuna entegre olmadan epizomal olarak persiste olabilmesi
ozelliklerinden dolayr genterapisi icin sikca kullanilan viral vektorlere karsi dstiinlik gosterir.
Herpesviriis saimiri'nin gen terapi vektorii olarak kullanimini saglamak icin giivenilir ve kolay bir
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42 Herpesvirlis Saimiri ile Gen Terapisi

sekilde manipiile edilebilmesi gerekir. Son 20 yilda bircok herpesviriis genomu bakteri yapay
kromozomlari olarak klonlanmigtir. Bu sayede viral genomlar, bakterilerin rekombinasyon sistemi
kullanilarak modifiye edilebilmektedir. Bu yontemlerden red-rekombinasyon temelli “en passant’
mutagenez yontemiyle herpesviriislerde genomik delesyon, insersiyon ve nokta mutasyonlar geride
hicbir iz birakmadan kolayca ve verimli bir sekilde yapilabilmektedir.

Anahtar kelimeler: Herpesviriis saimiri, viral vektorler, gen terapi, rekombinasyon.

Girig

Kaposi  Sarkom-iligkili herpesviriis ile benzerlik gdsteren Herpesvirus saimiri (HVS),
radinoviriislerin prototipidir'. HVS'nin C tiirii basta insan T lenfositleri olmak iizere bircok
hiicre tipini transdiikte ederek, bu hiicrelerde sabit transgen ekspresyonu saglamaktadir. HVS,
biiyiik transgen tasima kapasitesi, genis hiicre tropizmi ve konak genomuna entegre olmadan
epizomal olarak persiste olabilmesi 6zelliklerinden dolayi gen terapisi iin sikca kullanilan viral
vektorlere kargi istiinlik gosterir. Herpesviriislerin gen terapi vektorii olarak kullanimini
saglamak icin giivenilir ve kolay birsekilde manipiile edilebilmesi gerekir. Son 20 yilda bircok
herpesviriis genomu bakteri yapay kromozomlari (BAC) olarak klonlanmigtir. Bu sayede BAC
icindeki viral genomlar, bakterilerin rekombinasyon sistemi kullanilarak modifiye
edilebilmektedir. Bu yontemlerden red-rekombinasyon temelli “en passant” mutagenez
yontemiyle herpesviriislerde genomik delesyon, insersiyon ve nokta mutasyonlar geride hichir
iz birakmadan kolayca ve verimli bir sekilde yapilabilmektedir. Ayrica bu sekilde iretilen
rekombinant viriisler, in vivo olarak viral genlerin foksiyonunu ve patogenez ile iligkisini
anlamamiza yardima olmaktadir.

Bu derleme HVS'nin ozelliklerini ve alternatif gen terapi arac olarak saglayabilecegi
avantajlan ozetlemektedir. Bu amag dogrultusunda BAC olarak klonlanmis viral genomlarin
en passant mutagenez yontemi ile nasil modifiye edilecegi, HVS genomu ornek verilerek
aciklanmigtir.

Herpesviriis Saimiri'nin Ozellikleri

Herpesviridae ailesi genom ozelliklerine bagl olarak alfa (o), beta () ve gama (y) gruplarina
aynilir'. y-herpesviriis alt ailesi lenfositik hiicre tropizmi gdsteren lenfokriptoviriis ve
radinoviriis tiirlerini kapsamaktadir. Bu iki tiirin insanlarda hastalik nedeni olan ornekleri
sirasiyla Epstein-Barr Viriis (EBV veya HHV4) ve Kaposi Sarkom-iliskili Herpesviriis'diir (KSHV
veya HHV8)~
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Radinoviriisler diger herpesviriisler gibi, ¢ift sarmalli DNA genomuna (dsDNA), onu ¢evreleyen
hekson ve pentonlardan olusan ikosahedral bir kapside ve tegiimen matrikse sahiptirler (Sekil
1). En distaki lipid zarf, viriisiin hiicreye tutunmasini ve girisini saglayan cesitli glikoproteinler
icerir. Lipid zarf ve kapsid arasindaki tegiimen proteinleri, enfekte olan hiicrede immun cevap
ve interferon aktivasyonu gibi konak hiicre aktivitelerini kontrol altina alarak viriisiin
cogalmasina katkida bulunurlar®.

Radinoviriislerin insan etkeni olmayan prototipi Herpesvirus saimiri (HVS, Herpseviriis 2
Saimirine), KSHV ile benzerlikler gostermektedir. HVS dogal konagi olan yeni diinya sincap
maymunlarinda (Saimiri sciureus) asemptomatik enfeksiyona neden olur**. HVS dogal
konaginda kanserojenik olmamasina ragmen, enfekte ettigi tamarin, marmosetler gibi diger
yeni diinya maymunlarinda ve rhesus makaklar gibi eski diinya maymunlaninda, T-hiicreli
lenfoma/ldsemi gibi fatal lenfoprolifertatif hastaliklara neden olmaktadir®”.

Sekil 1. Herpesviriis diagram.

Radinoviriisler genom yapisi, niikleotid ve aminoasit sekans homolojisi g6z oniinde
bulundurularak olusturulmustur’. HVS ve KSHV protein sekansi yaklasik %42'lik benzerlik
gostermektedir. HVS genomu diger herpesviriislerde de bulunan korunmug-ortak genlere,
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konak hiicre ile homolog genlere ve ayrica tiire 6zel genlere sahiptir (Sekil 2). Korunmus gen
bloklarinin genomdaki pozisyonlar, radinoviriisler arasinda benzerlik gostermektedir®. HVS
genomu, diisiik oranda guanin ve sitozin bazina sahip olan L-DNA (light DNA fraction, L-DNA)
ve onu kusatan yiiksek oranda guanin ve sitozin iceren H-DNA'dan (heavy DNA fraction, H-
DNA) meydana gelir. L-DNA ~110 kilobaz ifti (kb) biyiikligiinde olup, yaklasik 77 gen iiriinii
(ORFs, HVS U-RNA, mikro-RNA) kodlamaktadir. H-DNA ise herhangi bir kodlama niteligi
olmayan 1.44 kb'lik tekrar nitelerinden olusmaktadir®. Tekrar iinite sayisi tiirler arasinda
degiskenlik gosterdigi icin toplam HVS genomu 130-160 kb arasindadir’.

HVS diger herpesviriisler gibi latent enfeksiyon doneminde hiicre cekirdeginde, konak
kromozomlarina entegre olmadan, yani epizomal olarak persiste olur. Bu donemde bircok
viral gen histonlarla epigenetik modifikasyona maruz kaldigi icin eksprese olmaz. HVS
genomunun, konak kromatinlerine bagli olmasi, epizomlarin hiicre bélinmesi esnasinda
yavru hiicreye aktariimasini saglamaktadir®.
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Sekil 2. HVS (488 ve KSHV genom yapisi karsilagtirmasi.

HVS L-DNA'sinda 75 gen/ORF bulunmaktadir. L-DNA, H-DNA tekrar iiniteleri ile cevrelenmektedir (koyu gri dikddrtgen). L-
DNA hiicre homologu kendine zel genler (acik gri) ve diger radinoviriislerde de bulunan korunmus genler (siyah)
icermektedir. Tyrosine kinase-interacting protein (Tip), saimiri transformation-associated protein of subgroup C (Stp(), u-
RNAs (U) 1, 2, 4, 5 and 7, dihydrofolate reductase (DHFR), formylglycinamide ribotide amidotransferase (FGARAT),
complement control protein homolog (CCPH, a C4b binding protein), IL-17, superantigen homolog (IE14), (D59, Bdl-2,
transregulatory protein Rta, thymidylate synthase (TS), FADD-like interleukin 1-converting enzyme-like protease inhibitory
protein (FLIP), cyclin D, IL-8 receptor (IL-8R).

Herpesvirus Saimiri’nin Gen Terapi Vektorii Olarak Kullanimi

Herpesvirus saimiri'nin A, B, and C olarak ii¢ tiiri bulunmaktadir™. Deneysel olarak, HVS'nin C
tiirii (C488 and (484) hematopoetik sistem hiicreleri, lenfositler, fibroblast, miyeloid ve kanser
hiicreleri gibi bircok degisik tipteki insan hiicresini enfekte edebilmektedir'™. Omek olarak,
HVS ile enfekte insan birincil T lenfositleri cok az sayida viral gen eksprese etmektedir™.
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Bunlar; tirozin kinazla iligkili protein (tyrosine kinase-interacting protein (Tip)), Saimiri
transformasyon ile iliskili protein (saimiri transformation-associated protein of subgroup C
(Stp()), ve viral siiperantijen homologudur (IE14) (Sekil 2). Latent niikleer antijen LANA
(latency-associated nuclear antigen ORF73 (LANA)) T hiicrelerinde sadece transkript
diizeyinde tespit edilebilmektedir”. Latent enfeksiyon donemindeki HVS genom
modifikasyon paterni incelendiginde H-DNA ve sip(/tjp promotor bdlgelerinde histon
hiperasetilasyonu tespit edilmistir. Bu gozlem HVS H-DNA'sinin latent replikasyon orijini
olarak gorev yaptigi bulgusunu da desteklemektedir ve ayrica KSHV terminal tekrar iiniteleri
de gecerlidir®™. LANA proteini, H-DNA tekrar iinitleri ve konak kromatinleri arasinda koprii
gorevi gorerek enfekte hiicrelerde ¢ok kopyali epizomal pesistansi saglamaktadir®. 7jpve StpC
genleri L-DNA"nin solunda ortak bir promotordan bisistronik mRNA olarak transkribe edilirler'
(Sekil 2).

Bu iki protein her ne kadar viriis replikasyonu icin gerekli degilse de, hiicre transformasyonu
icin kagimilmazdir’. HVS ile enfekte insan T lenfositlerinde, virlis dretimi, kromozomal
instabilite ve tiimorojenik degisiklik saptanmamistir. Bunun yanisira T hiicreleri parental
ozelliklerini, (D3, (D4 ve (D8 gibi yiizey ve hiicre aktivasyon belirteclerini, karyotiplerini,
MHCye bagiml antijen tanima ve IL-2'ye bagimli biiyiime ozelliklerini korumaktadirlar. Bu
nedenle HVS insan T hiicrelerinde heterojen gen ekspresyonu saglayabilir ve gen terapi
vektorii olarak kullanilabilir* "%,

Klinikte kanser basta olmak (zere bircok hastalik grubu icin kullanilan gen terapi
vektorlerinden baglicalari; retroviral, lentiviral, adenoviral, vaksinya ve herpesviral
vektorlerdir®”, Bunlardan retroviral vektrler hiicre genomuna entegre olduklarindan
mutasyona, hiicresel onkogen aktivasyonuna ve transgen ekspresyon kaybina neden
olabilirler’*?*, Adenoviral vektorler boliinebilen ve boliinemeyen bircok hiicre tipi icin uygun
olsa da transgen tasiyabilme kapasitesi sinirlidir. Herpes simplex virus heterolog ve biiyiik
transgen barindirma ozelligi gosterir ancak sitotoksik etkilerden dolayr kullanimi sinirlidir>%,
Bu nedenlerden dolay: alternatif gen terapi vektorlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Herpesvirus
saimiri vektorleri insan T lenfesitleri disinda bircok hiicre tiiriinii enfekte ederek, yiiksek
kapasitede heterolog transgen ekspresyonu saglayabildigi icin fark enfeksiyon, kanser
hastaliklarinda, romatoid artrit ve akut karaciger hastaliklarinin adoptif immiinoterapisinde
kullanilabilme potansiyeli gostermistir”,
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Bakteriyel Yapay Kromozom Olarak Klonlanan HVS Genomunun “£n
Passant’ Mutagenez Yontemiyle Manipiilasyonu

Molekiiler klonlama yontemlerinin gelismesiyle birlikte, herpesviriisler gibi biiyiik viral
genomlarin klonlamasi ve manipiilasyonu kolaylasmistir. Bu amagla kosmid veya bakteri
yapay kromozomlari (BAC) kullanilmaktadir. BAC sistemi fertilite (F) faktoriine dayali, 300 kb
kadar heterolog DNA parcasi icerebilen vektorlerdir®®. F faktoriine dayali replikon iinitesi tek
yonlii replikasyonu saglayan oriSve repF genleri ile diisiik kopya sayisini saglayan par4 and
parB genlerini icermektedir. Aynica, E.coli bakterilerinde rekombinasyondan sorumlu rec4,
recETveya redqgenleri uyanlabilir promotorlar aracihidr ile kosullu olarak eksprese edilebilir. Bu
sayede BAC' lar, E.coli bakterilerinde sabit olarak, en fazla iki kopya sekilde bulundurulur.
Kosullu rekombinasyon sistemi sayesinde gen delesyonu, transgen insersiyonu veya nokta
mutasyonu gibi genetik degisiklikler, bakteri hiicresi icinde gerceklestirilir. Sonug olarak, bu
bakterilerden elde edilen rekombinant viral DNA kolayca izole ve analiz edilebilir. Bugiine
kadar bircok DNA ve RNA virus genomu BAC olarak klonlanmigtir®>*".

Bakteriyofaj lambda'nin (A) Red rekombinasyona dayali klonlama sisteminde, dairesel DNA
molekiilii, se¢im belirteci ve hedef ile homolog sekanslar tasiyan lineer DNA fragmani
kullanilarak manipiile edilebilir”*, Rekombinasyondan sorumlu bakterifaj lambda red
proteinleri exo, betave ganidir. Exo gen iiriini 5'—3' ekzoniikleaz, beta tek iplikli DNA'ya
baglanabilen protein ve gam recB(D niikleaz aktivitesini baskilayan ve bu sayede lineer DNA
yikimini engelleyen proteindir. Bu genlerin ekspresyonu, bakteride 1siya duyarli bir represoriin
kontroliinde bulunan A p/ promotoru ile regiile edilir. Represor 32°C'de, p/ promotorunu
bloke eder. Isi 42°C'ye yiikseltildiginde repressor inaktive olarak, exo, beta, and gam
genlerinin koordineli bir sekilde ekspresyonunu saglar. Bu yontem sayesinde, en az 50 baz
ciftli homolog sekanslar ile siirlanmis, secim belirteci iceren transgen fragmanlan
rekombinasyon icin kullanilabilir. Homolog rekombinasyon ile hedeflenen DNA modifikasyonu
saglandiktan sonra gerekli olmayan bakteri kaynakli belirtecler cesitli yontemler ile
uzaklastinlabilir. Buna drnek olarak, /7z veya /oxP sekanslari ile sinirli secim belirtecleri,
sirastyla Flip veya Cre rekombinazlarinin kosullu ekspresyonu ile modifiye edilmis olan
genomdan, intergenomik rekombinasyon ile uzaklastinlabilir’”2, Ancak bu islem geride kisa
da olsa tek bir £r¢veya /JoxP sekansi biraktigi icin ayni yontemin genetik manipiilasyon icin
tekrar kullanimini kisitlar.
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Transgen kaseti
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Sekil 3. En passant mutagenezi.

A) Bilyiik DNA fragmanlarinin hedef genoma insersiyonu. Poxitif secim belirteci (psm) ve I-Scel endoniikleaz sekansi, 50
baz ciftlik transgen ile ayni (dublike, yesil) sekans iceren oligolar kullanilarak PCR ile cogaltilir. Bu esnada klonlama icin
gerekli olan restriksyon enzim sekansi da eklenir (*). PCR iiriinii ve transgeni iceren araci vektdr, tek restriksyon enzimi (*) ile
kesilir ve PCR iiriinii transgen icerisine eklenir. Transfer kaseti, 50 baz ciftlik hedef bolgeye homolog uzantilar tagiyan (kirmizi
ve mavi) ozel en passant (EP) birincilleri ile cogaltilir. Birinci Red-rekombinasyon adiminda, PR iriinii hedef bdlgeye
homolog rekombinasyon araciligi ile sokulur (intramolekiiler). Ikinci adimda /-sce/ and red genlerinin ekspresyonu
tetiklendikten sonra, psm transgen icindeki homolog sekanslar arasinda gerceklesen rekombinasyon sayesinde iz birakmadan
kesilir (intermolekiiler). B) Genomik delesyon. psm-I-Scel kaseti delesyonu hedeflenen bdlge ile homolog sekanslar iceren
PCR birincilleri kullanilarak cogaltiir (kirmizi, yesil, sari, mavi). Birinci rekombinasyon adiminda hedef bédlge silinir. PCR
amplifikasyonu esnasinda ilave edilmis internal homolog sekanslar arasinda (yesil ve sari) gerceklesen ikinci rekombinasyon
adiminda ise psm kaseti iz birakmadan kesilir®,

Son yillarda homolog rekombinasyon sonrasinda istenmeyen veya gerek duyulmayan DNA
fragmanlarini herhangi bir iz birakmadan uzaklagtnmayi saglayan BAC manipiilasyon
yontemleri geligtirilmistir®*. Bunlarin arasinda, en passant mutagenez yontemi iki
basamakli, Rectrekombinasyonu icermektedir® (Sekil 3). Bu yontemde, ilk adimdaki homolog
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rekombinasyon icin gerekli olan ARed genleri ve ikincd adimdaki intramolekiiler
rekombinasyonu saglamak icin gerekli olan I-Scd 6zgiil endoniikleazi kosullu olarak eksprese
edilir. 1-Scel Saccharomyces cerevisiae  mitokondria intronundan kodlanan  bir
megaendoniikleazdir®. Bu yontem kullanilarak viriis genomuna transgen insersiyonu igin,
pozitif secim belirteci (psm), I-Scel endoniikleazi ve 50 baz ciftlik transgen ile homolog sekans
PCR araaligiyla cogaltilir ve araci bir vektore restriksyon endoniikleaz kesimi ile transfer
kasetine eklenir (Sekil 3A). Sonraki adimda, transfer kaseti insersiyon icin hedeflenen sekans
ile 50 baz ciftlik homolojisi olan 6zel PCR birincilleri kullanilarak cogaltilir ve ilk Red:
rekombinasyon (intermolekiiler) adimi icin kullanilir. Mutant klonlar secim belirtecleri
sayesinde uygun besi ortaminda secilir ve ¢ogaltilir. Mutant bakterilerden izole edilen DNA
restriksyon endoniikleaz kesimi ve sekanslama ydntemi ile analiz edilir. ikinci adimda psm
kasetinin iz birakmadan kesilmesi icin, I-Scel sekansini taniyacak olan endoniiklaz ve Red
genleri eksprese edilir. DNA dizisinin tek bir yerinde meydana gelen kesilme psm’i cevreleyen
homolog sekanslar arasinda ikinci red rekombinasyonun (intramolekiiler) gerceklesmesini
saglar. Benzer sekilde genomda gen delesyonlar ve nokta mutasyonlar, rekombinasyon
sonrasinda iz birakmadan gerceklestirilebilir (Sekil 3B). Bu yontem sayesinde rekombinant
viral vektor genomlarn kisa zamanda modifiye edilerek gen ve adoptif immiinoterapi icin
kullanilabilir. Aynca bu sekilde iretilen mutant virisler, /7 vivo olarak viral genlerin
foksiyonunu ve patogenez ile iliskisini anlamamiza yardima olmaktadir.

Sonug

Herpesvirus saimiri, biiyik transgen tasima kapasitesi, genig hiicre tropizmi ve konak
genomuna entegre olmadan epizomal olarak persiste olabilmesi ozelliklerinden dolayi gen
terapisi icin sikca kullanilan viral vektorlere karsi iistiinliik gostermektedir. Rekombinant virus
olarak klonlanmig BAC'larin homolog rekombinasyon ile modifikasyonu sonrasinda gerek
duyulmayan DNA fragmanlarini iz birakmadan uzaklastrimayi saglayan en passantmutagenez
yontemi, rekombinant HVS'lerin yapimini ve gen terapi vektorii olarak kullanimini
kolaylagtirmistir.
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