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ABSTRACT

Sickle cell disease and B-thalassemia represent the most common forms of hemoglobinopathies. Since
the first successful bone marrow transplant in 1981, hematopoietic stem cell transplantation is the
only treatment option for the patients. However, the current routine therapies for these conditions are
limited by the availability of suitable donors and graft-vs-host disease. On the other hand,
hemoglobinopathies were long considered amenable to the genetic correction by available gene
transfer technologies. Therefore, gene therapy strategies aim at the globin gene transfer resulting
hemoglobin function recovery. Here we review the studies and clinical applications of gene therapy for
the hemoglobinopathies within the timeline of developed technologies, including the viral vectors,
transposons, homolog recombination as a treatment modality together with generation of induced
pluripotent stem cells and chimeraplasty. This brief review highlights the gene therapy strategies,
current developments, challenges and future perspectives for hemoglobinopathies.
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OZET

Orak hiicreli anemi ve p-talasemi hemoglobinopatilerin en sik goriilen formlanidir. 1981°de basariyla
gerceklestirilen kemik iligi naklinden bugiine kadar hastalar icin halen tek tedavi yontemi
hematopoetik kok hiicre naklidir. Ancak rutin uygulamadaki tedavi yontemleri hem uygun donor
bulmadaki zorluklar hem de graft-versus-host hastaligi sebebiyle yetersiz kalmaktadir. Ote yandan
uzun suredir de hemoglobinopatiler, gen transfer teknolojilerinin kullanilmasi ile genetik olarak
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diizeltilebilir hastaliklar arasinda gosterilmektedir. Dolayisiyla, gen tedavi stratejileri ile globin gen
transferi yapilarak hemoglobin fonksiyonun diizeltilmesi hedeflenmektedir. Bu makalede de
hemoglobinopatilere yonelik gen tedavileri icin gelistirilen viral vektorleri, transpozonlan, homolog
rekombinasyon ile birlikte uyanimis pluripotent kok hiicre tedavilerini ve kimeraplastiyi de iceren
teknolojiler iizerine yapilmig calismalar ve Kklinik uygulamalar derlenmistir. Ana olarak
hemoglobinopatiler icin gelistirilen gen tedavi stratejileri, son gelismeler, karsilagilan sorunlar ve
gelecekte olasi uygulanabilecek yontemler vurgulanmistir.

Anahtar kelimeler: Hemoglobinopati, gen tedavisi, kok hiicre tedavisi.

Girig
Hemoglobinopatiler, hemoglobin protein ekspresyonunu kontrol eden genlerdeki bozukluklar
sonucu ortaya ctkan hastaliklar grubudur. Orak hiicreli anemi (SCA) ve talasemiler diinya

genelinde en sik goriilen hemoglobinopatiler olup ozellikle Akdeniz havzasinda olmak iizere
Asya, Afrika ve Afro-Amerikan toplumlarinda sikca karsilasilir'.

Globin gen ekspresyonundaki anormalliklerle sonuglanan heterojen mutasyonlar sonucu
olusan talasemiler, mutasyonlarin a- veya B-globin geninde olmasina gore a- ve B-talasemi
olarak siniflandinimaktadir*®. a-talasemilerin biiyik ¢ogunlugu a-globin gen ailesindeki
delesyonlar sonucu olusan fonksiyon kaybiyla ortaya ¢ikmakta, ¢cok nadiren de delesyon disi
mutasyonlarla olusmaktadir. B-talasemiler ise genellikle B-globin genindeki ya da hemen
yakinindaki DNA dizisinde meydana gelen nokta mutasyonlar sonucu olusur ve
siniflandinimalan gen regiilasyonunda etkiledikleri mekanizmaya gdre yapilir (transkripsiyon,
RNA isleme ve mRNA translasyonu). SCA ise hemoglobin molekiiliindeki yapisal defektlerle
karakterize olup, tek nokta mutasyonlari ile olusur.

Gunimiizde, hastalann  beklenen  yasam  siirelerindeki iyilesmelere  ragmen
hemoglobinopatilere bagli mortalite ve morbidite oranlan dzellikle geng yaslarda hala yiiksek
olarak seyretmektedir. Hemoglobinopatilerin sagaltiminda da prenatal tani, transfiizyon
tedavisi ve hematopoetik kok hiicre (HSC) nakli halen giiniimiiziin en giincel yontemleri
olarak kabul gormektedirler.

HSC nakli ilk olarak 1981 yilinda geng talasemik hastalarin tedavisi icin baglamis olup, gegen
uzun yillar siiresince diinya genelinde kabul gdren bir yontem haline gelmistir> . Tiirkiye'de
kok hiicre naklinin ilk uygulandigi hastanelerden biri olan Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
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Balcali Hastanesi de dahil olmak iizere diinya genelinde bir ¢ok nakil merkezi basanli
sonuglarini bildirmeye devam etmektedir. Ancak gelistirilen tim protokollere ragmen nakil
iliskili mortalite ve kronik graft-versus-host hastaligi, allojenik HSC nakli uygulamalarinda
karsilasilabilen komplikasyonlar olarak Gnemli bir tehlike olusturmaya devam etmektedirler’.
Bu komplikasyonlarin da otesinde allojenik kemik iligi transplantasyonundaki temel
problemlerin basinda ise uygun verici bulmadaki giicliik gelmektedir. Myeloablatif HSC nakli
yapilan vakalarda da % 5-10 arasinda mortalite goriilmekte, eriskinlerde iyi tolere edilememe
ve graft-versus-host hastaligi gibi riskler tasimaktadir® ™.

Kirk yildan uzun siiredir kullanilan mevcut tedavi yontemlerindeki tim bu sinirlamalar
arastirmacilan gen tedavisi gibi yeni yontemler gelistirmeye itmistir. Bu noktada da HSC
naklinin standart tedavi protokolii olarak uygulandigi oliimciil bir hastalik olan agir kombine
immiin yetmezlik hastaligi calismalar icin baglangi¢ noktasi olmus ve gen tedavisi klinik
denemeleriilk olarak bu hastalik grubunda yapilmistir'>".

Son 10 yildaki calismalar 1siginda gen tedavisi artik sadece laboratuvar tabanl calismalar
olmaktan ¢ikmis rutin klinik uygulamalara girmistir. Ozellikle genetik kan hastaliklarinin gen
tedavisiyle iyilestirilmesi diisiincesi, genetik olarak modifiye edilmis otolog HSC'lerin tipki
allojenik  HSC naklindeki gibi ve daha da otesinde immunolojik reaksiyonlara,
komplikasyonlara yol a¢maksizin hastalara nakledilebilmesi temel fikrinden dogmustur.
Ozellikle agir p-talasemi ve SCA olan hastalar bu yeni hiicresel gen tedavi yontemlerinden
fayda gorecek grubu olusturmaktadir.

Hemoglobinopatilerde gen tedavisinin ana amaci, saglikli ve fonksiyonel hematopoetik kok
hiicrelerin sayilarini artirmaktir. Bu yontemi myeloablatif secenekle beraber uygulamak
mimkiin oldugu gibi; hastalarda kimerik bir durum olusturulmasi da miimkiindiir ve transgen
ekspresyon diizeyi %25'in istiinde saglanabildigi takdirde hastalarda klinik tablo
diizelmektedir' ™.

iste bu bakis acisiyla ilerleyen béliimlerde gen ve hiicre tedavilerinin nasil bir biitiin haline
geldigi, zaman icerisindeki degisik uygulamalarin ne sekilde sonuclandigi ve ozellikle
hemoglobinopatiler icin calismalarin hangi noktalara geldigi 6zetlenmistir.
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Genetik Olarak Modifiye Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Gen tedavisi son 10-15 yildir bir ok arastirmacinin ana alisma alani olmus ve dzellikle de B-
talasemi ve SCA ile ilgili sayisiz calisma yapilmistir. Ancak yine de gen tedavisinin dniinde bazi
temel sorunlar mevcut olup, giivenli ve etkin bir gen transferi icin olusturulmasi gereken
temel kosullar;

HSC'lerin efektif bir sekilde hedeflenebilmesi,

Yiiksek verimlilikte ve stabil bir transdiiksiyonun saglanmasi,

Kontrollii bir transgen ekspresyonunun siirekliligi,

Genomik toksisitenin engellenmesi ve

Hastaligin klinik iyilesmeyi saglayacak kadar tedavi edilmesi ve hastalik fenotipinin
diizeltilmesidir>*.

LAl

Tiim bu hedefler dogrultusunda hemoglobinopatiler iizerine yapilan ¢alismalar giinimiizde
artik klinik uygulamalar asamasindadir. Ozellikle p-talasemide tespit edilmis 300 civarinda
farkl mutasyonun varligi, f-talasemi grubunu genetik olarak heterojen bir grup yapmakta ve
gen tedavisi uygulamasindaki zorluklar da beraberinde getirmektedir. Giiniimiize kadar
hemoglobinopatilere yonelik arastirmalarin ve uygulamalarin yapildigi farkli gen tedavi
yontemleri soyledir:

Onkoretroviral Vektorler ile Gen Tedavisi

Retroviral vektorlerin gen tedavisinde kullanimi ilk etapta dzellikle monogenik hastaliklar icin
on plana ¢kmig ve bircok hastallk modelinde basanli sonuglar elde edilmistir.
Hemoglobinopatiler icin yapilan ilk calismalarda da Retroviridae familyasindan onkoviruslar
secilmistir. Rekombinant onkoretroviruslar, HSC'lere herhangi bir viral geni (gag-pol ve env
genleri) transfer etmeksizin sadece B-globin genini aktarmada basanli olmus ancak yiiksek
miktarda ve stabil bir ekspresyonu saglayamamislardir. Bu calismalarda doku-spesifisitesi
saglanmig ancak %2 gibi diisiik bir normal B-globin kimerizmi elde edilmistir®*. Zamanla p-
globin ekspresyonunu artirmak icin kilit rol alan B-globin lokus kontrol bélgeleri (LCR)
onkoretroviral vektorlerin dizaynina eklenmis, ancak yine de terapdtik -globin diizeyleri elde
edilememigtir’®". Son olarak yeniden diizenlenmelere yol acarak ekspresyon miktarinin
azalmasina yol acan LCR gen dizilerindeki kesim bdlgelerinin aktivasyonunu bloklayan
denemeler ve LCR'ler yerine a lokusu HS40 regiilator bolgesinin, ankyrin gibi eritroid-spesifik
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transkripsiyonel promotor bolgesinin ya da fotal hemoglobin promotorlarinin kullanimi
giindeme gelmistir. Ancak bu yaklagimlarla bile kimerizm orani en fazla %8’ e kadar
artinlabilmistir®>,

Lentiviral Vektorler ile Gen Tedavisi

HIV  virusunun patojenik elemanlarindan ayiklanip vektor olarak kullanilabilirliginin
gosterilmesi ile lentiviral vektorler gen tedavisi calismalarinda kullanilmaya baslanmistir.
Globin geninin transferi icin onkoviral vektdrlere alternatif olarak ilk olarak kullaniimaya
baglanani HIV-1 virus olup, onkoviral vektorlerin aksine sadece bdliinebilen hiicreleri degil
replike olmayan hiicreleri de transfekte etme kabiliyetine sahip olmalari, bu vektorlere biiyiik
bir avantaj saglar’’*,

Lentiviral vektorlerin bir diger tstiinliigii de, vektor genomundaki aksesuar Rev proteinin Rev-
response element (RRE) ile interaksiyonu proviral mRNA genom stabilizasyonunu saglamakta,
boylece herhangi bir yeniden diizenlenme olmaksizin onkoviral vektorlere kiyasla ¢ok daha
biiyiik transgen tagima kapasitesine ulasabilmeleridir. Biitiin bu dstiinliikleri sebebiyle de
lentiviral vektorler, ozellikle kok hiicre gen tedavisinde stabil bir vektor olarak onemli yer
edinmistir.

a-talasemide lentiviral vektor aracili in-utero gen tedavisi denemeleri yapilmig, dogum
sonras 7. aya kadar % 20 civarlarninda seyreden a-globin transgen ekspresyonu gdzlenmis
ancak 7. aydan sonra bu kimerizm orani diismeye baglamistir’®. Bunun sebebi olarak da in-
utero olarak eritroid hiicrelere gen aktanmi saglanabildigi ancak siirekli gen ekspresyonunu
korumak icin hematopoetik kok hiicrelerin doniistiiriilemedigi gosterilmistir. Benzer sonuglar
B-talasemi intermedia/major ve SCA ile yapilan miirin ve primat calismalarinda da elde
edilmigtir*-*,

Son yillarda ozellikle lentiviral vektorlerle yapilan calismalar hiz kazanmis olsa da lentiviral
vektor aracili gen tedavisinin hastalara rutin uygulamaya girebilmesi icin farkli genotiplerde,
klinik fenotipte diizelmeyi saglamak icin farkli yaklagimlarin uygulanmasl, lentiviral aracili
transgen aktanminda non-onkojenik bolgelerin hedeflenmesi ve aktarimin daha etkili olmasi
icin caligmalar yapilmasi gerekmektedir.
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Transpozonlar

Viral vektor araaili gen tedavisinin yani sira, daha giivenilir olan non-viral vektorler araciligiyla
hiicrelerin modifikasyonuna ydnelik hem daha stabil genomik entegrasyonu hem de uzun
siireli transgen ekspresyonunu saglayan transpozonlar gelistirilmistir®*. Uyuyan giizel
transpozon sistemi ozellikle son 10 yildaki gen tedavisi alaninda 6nemli bir bulus olup her
gecen giin daha fazla calismada kullaniimaktadir. Primer CD34+ hiicreleri modifiye etmede
kullanilan  SB100X transpozonunun da gelistirilmesiyle, transpozonlar aracili genetik
modifikasyon yapilabilecek klinik uygulama alanlar artmistir>#. Son gelinen noktada, SCA
hastalarinda B-globin geni ve SB100X transpozon sistemi kombinasyonu basariyla
kullanilmaya baslanmis, klinik denemeleri devam etmektedir”.

Uyarilmis Pluripotent Hiicreler Aracili Genetik Modifikasyon

Son yapilan calismalar B-talasemili hastalara ait cilt fibroblast hiicrelerinden, amniyotik
sividaki hiicrelerden ya da koryonik villus hiicrelerinden uyariimis pluripotent hiicreler (iPS)
elde edildigini gostermistir®*". izole edilen bu iPS'ler, daha sonra hemoglobin
sentezleyebilecek hematopoetik hiicrelere diferansiye edilebilmektedirler. Yapilan fare
deneylerinde de SCA modelinde bu strateji ile basanyla tedavi saglanmistir. Ancak iPS
hiicrelerinin tiimdre doniisme potansiyellerinin olmasi ve mevcut transkripsiyon faktérlerine
ihtiyac  kalmadiktan sonra sistemden eliminasyonunun heniiz saglanamiyor olmasi,
hemoglobinopatilere yonelik rutin klinik uygulamada kullanimiicin engel teskil eder.

Homolog Rekombinasyon

Homolog rekombinasyon (HR), cift zincirli DNA’da kendiliginden gdriilen ya da cesitli
klastojenik ajanlarla meydana gelen kiriklarin, DNA’nin homoloji gosteren bélgeleri arasinda
olusan parca hareketleri ile diizeltilmesi islemidir. HR aracili gen modifikasyonu da hiicrelere
hedef gen bolgelerine komplementer DNA ya da RNA segmentlerinin sunumu ile HR"a benzer
sekilde mutasyonun diizeltilmesi islemidir. Ancak, bu sekilde bir olayin kendiliginden
gerceklesmesi cok nadir olabilecek bir olay oldugundan hemoglobinopatilerin HSC aracil
tedavilerinde terapdtik amacli kullanimi heniiz miimkiin goziikmemektedir®.

Arsiv Kaynak Tarama Dergisi . Archives Medical Review Journal



20 Hemoglohinopatilerde Gen Tedavisi

Homolog Rekombinasyon ile Diizeltilmis Otolog iPS Nakli

Tek baslarina uygulandiklarinda yetersiz olan iPS'lerin HR ile genetik modifikasyonunun
konvansiyonel gen tedavisi uygulamalarina karsi bazi Ustiinliikler tasidigi goriilmiis; hem
insersiyonel mutagenez riskini tagimamalan hem de B-globin ekspresyonunu siirekli olarak
koruyabilmeleri sebebiyle calismalar bu yonde hizlandinimistir. Heniiz sadece in vitro olsa da
yapilan son ¢alismalarda da hem SCA hem de B-talasemi’de ortama otolog iPS'den elde edilen
hematopoetik hiicrelerin nakli ile mutasyonlarin diizeltilebildigi gosterilmistir®***,

Kimeraplasti

Yeni tedavi secenekleri arasinda yer alan kimeraplasti, RNA ve DNA'dan olugsmus kimerik bir
molekiil aracli, nokta mutasyonlarin hiicrenin dogal tamir mekanizmasi araciligila
diizeltilmesi iizerine dayal bir yontemdir. Non-viral, immiin yanit olusturmayan diger viral
olmayan gen tedavisi yontemlerine gore taginmasi ve niikleer lokalizasyonu daha kolay olan
ve tekrarlayan uygulamalar gerektiren diger gen tedavi prosediirlerinin aksine yalnizca tek bir
seferlik aktanmla basan saglanabilecek bir yontem olmasi nedeniyle de, diger yontemlere
karsi bir Gistiinlige sahiptir. Kimeraplastinin yalnizca tek gen hastaliklarina sebep olan nokta
mutasyonlarinda kullanilabiliyor olmasi hemoglobinopatiler de uygulama agisindan bir
dezavantaj teskil etmemektedir. Bugiine kadar yapilan calismalar Von Villebrand ve SCA
iizerine olup yapilan denemelerde, ilgili genin aktanldigi hiicrede %40'a yakin bir kimerizm
orani gozlenmistir®, iste bu sebeple de bugiin icin hemoglobinopatilere yonelik
uygulanabilir gen tedavi yontemlerinden en etkini olarak karsimiza kimeraplasti ¢kmaktadir.

Sonug

Giiniimiizde hemoglobinopatiler icin allojenik HSC nakli halen tek kiiratif tedavi yontemidir.
Fakat uygun dondr bulmanin zor olmasi, nakil sonrasi hastada immiin yanit olusmasi ve graft
versus host hastaligi gibi komplikasyonlarin goriilmesi ve hastalarin nakil sonrasi agir bir
imminstipresyon tedavisine alinmasi nedeniyle, HSC naklinden istenilen basar elde
edilememektedir. Tekrarlayan kan transfiizyonlan gibi palyatif secenekler ise; 20'li yaslarda
agir kalp yetmezligi, splenomegali, karaciger kistleri, hepatoselliler karsinoma,
hemakromatozis ve benzeri agir sonuglar dogurmakla birlikte, hastaligin ¢oziimiine yonelik
bir katki saglamayan, sadece hastanin yasam kalitesini diisiirmeyi goze alarak zaman
kazanmayi hedefleyen yontemlerdir. Bu yiizden giiniimiizde alternatif tedavi secenekleri
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onem kazanmakta, ozellikle de gen tedavisi uygulamalan pek ¢ok iilkede hiz kazanarak
artmakta ve gelecek icin Gnemli bir tedavi secenegi olarak iimit vermektedir.

Gen tedavisi alanindaki calismalar hizli bir gelisme gostermekte, teknolojinin ilerlemesi, yeni
jenerasyon vektorlerin gelistirilmesi ile her gecen giin yeni bir hastalikta klinik denemeler
baglamaktadir. Dolayisiyla, hemoglobinopatiler agisindan da etkinligi ve giivenilirligi yiiksek
bir gen tedavi yonteminin uygulamaya girmesi ile hem otolog hem de allojenik HSC nakilleri
biiyiik basari ile komplikasyon riski olmaksizin uygulanabilir hale gelecektir.
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