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| Stm zmlﬂrda ilac ﬂmim ﬁrmalarmda klasik :lag: kegfi anlaym dcgqmqmr Son on yil igerisinde ilag
mdﬂ.nmmdaﬁnﬂn,mk ajaniarin kegfinde bir yavaglama vardir. Gen terapisi gen iriinferiyle etkilegime giren ajaniar
~ kullanarak veya kendileri birer gen irtnii olarak hastalifin fenotipini degistirmekden ziyade insan hastaliklarin:
| lyde;ltnnk igin yeni bir tedavi protokolildiir. Gen terapisi teorik olarak bir tek uygulamayla hastahg iyilegtirmek
igin spesifik genleri modifiye etmektiv. Bundan dolay insan molekitler genetiginin bu yeni tekmigi cogu ulkelerde
| gemi haIk mghg: :traujﬂerfnin gmi’m artan dnemli bir komponenti olm baglamaktadiy

Am :ﬂzcﬂﬂm Gm rernpwi. Ralaambmmu DNA Iebwiﬂ)m. Tmmfek.nym Gen transferi

suumr _
GENE THERAPY |

In recently, The consideration of traditional drug discovery changes in the pharmaceutical firms. There
has been a slowing of PMMIPIC agents discovery in the pharmaceutical industry in the past decade. Gene therapy
provides a new treatment protocol for curing human disease.Rather than altering the disease phenotype by using
agents which interact with gene products or are themselves gene products, gene therapy can therotically modify
spesific genes resulting in disease cure following a single administration. Thus the new techniques of human
molecular gmm:r are becoming an mcremmgly tmporiant component of the general health care strategy of many
countries, - - -

| Krywrdr Gene therapy, Rmmbmam DNA technology, Transfection, Gene transfer.

-~ Gen terapisi; klinik olarak uygun bir tarz
icerisinde hiicrenin  davramglarim  modifiye
amaciyla bir hiicre igerisine bir gen sekansmm
tamnmldm( 1,2).
| -QGen terapisinin gindeme gelmesiyle
birlikte, ilag tedavisinde kullanilan tim
farmakolojik ~  ajanian fenotipik ajanlar ve
genotipik ajaniar olarak ikiye ayirma ihtiyac
dogmaktadir. Ban antineoplastikler ve anti
heimintikler hari¢ bilinen ilaciann hemen hemen
hepsi hedef hiicrenin fenotipini degigtirerek etk
gistermektedirler. Oysa gen terapisinde
kullanilan ajanlar-ise hiicrenin temel yapisim

defigtirmektedirler. Son elli yil igerisindeki

farmasdtik  end@strisinin  bagansy  fenotip
lizerindeki selektif etkiye neden olan  yeni
mekanizmanm ~ kesfindeki  yeniliklere
dayanmdkudtr. Kll?'sik_' ilag -Imqﬂ ﬂncekl terapt

| sam(;lanan

modlanndan daha spesifik, daha etkili ve daha
cesitlilik gdsterebilmesi mimkiin olan genotipik
ajaniann kesfiyle yavaglamaktadir. En bilyilkk ve
tarihsel olarak en bagarnih olan Farmasouk
firmalan pgenelde bu defiisime en az
uyabilenierdir. Bu uyumsuziugun vyarattigi
boglufu bir bilim adami ve macerac1 bir
kapitalistin bir araya gelmesiyle kurulan, bir
laboratuardan biraz daha  biiyik olan
biyoteknoloji firmalar: kapatmaktadir.(2)

Gen  terapisi insan  hastahklarin
iyilestirmek igin yeni bir paradigma Oneriyor.
Gen terapisi teorik olarak, gen iiriinlenyle
etkilesime giren ajaniann kullamimas) veya
kendilerinin bir gen iriinQl olusturmalaryla
hastalifin fenotipini degistirmelerinden ziyade,
bir tek uygulamayi takiben hastalifin iyilesims ile
spesifik  genlerin  modifiye
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ediimesidir. Gen terapisi, basglangicta kalitsal

hastaliklann tedavisinde vizyondan gegirilmistir.

artritler, norodejenaratif hastaliklar, ve kanseride

iceren cok genis bir dafilimla diger edinsel
hastaiiklar icinde s8z konusu
edilmektedir Basarsh bir gen terapisi stratejiisi
icin bazi anahtar elementler gerekmektedir. En
major olanlardan birisi hasta olan genin
identifikasyonu  ve klonlanmasi. Uygulamada
olan Insan genom projesi ile bu engel agilacaktir.
Stratejinin tkinci majdr elmenti ise gen transfer
ve expressiondur. Gilncel olarak gen

terapisindeki  anlagmazhklarin  ¢ofu  uygun

hiicrelere arzu edilen genlerin transfert ve
sonrasinda hastalifin tedavisi igin penetrasyonu
takiben, etkili expresyon seviyelerine ulasma
konulanndadir. Diger majér elementler ise gen
terapisinin potansiyel yan etkilerini, hedef
bozuklugun patogenezinit  yeterli  diizeyde
anlamak, ve gen terapisine alinacak hficreleri
tanimaktir (3).

Gen terapisinde; fonksiyonel veya
yapisal defektli organ veya dokunun terapotik
etkinlik saglayabilecek imiktardaki hiicrelerinin
DNA’s1 in-vitro ortamda gen teknolojisi ile
rekombine edilir. Daha sonra maximal terapotik
etkinlik i¢in en uygun olan yere implante edilir.
Bir diger yaklagimda ise gen transfer vektorintn
spestfik afinite spektrumuna baBh olarak DNA
modifikasyonun iN-Vivo uygulamalandir.
Spesifik dokularda gen driintin olusumu ve
penetransi, doku spesifik ekspresyon sinyallerini
tasiyan vektoriin inkhizyonuyla miimkiindiir. Bir
diger alternatifde i1se Anti-sense dizilerine sahip
spesifik transkriptlerin bulundugu ribozimler
degrade edebilen katalittk RNA’larin transfer
s6z konusudur. DNA’nin  modifikasyonunda
mikroenjeksiyon, lipofeksiyon, kalsiyum-fosfat
araciliftyla transfeksiyon ve elektroporasyon
yonternleri vardir. Etik ve bilimsel uygunluk igin
gen vektorlerinin non-patojen suslari hazirlanir.

GEN TRANSFERi VEKTOREL
SISTEMLERI

1- Retroviral vektorler

Eksojen genlerin hiicre igerisine génderilmesi
islemi i¢in viruslerin modifikasyonu ilk olarak
1968’de yayinlanmigtir. bu girtsimlerde tfit{in
mozaik viriisi  spestfik  genetik materyalin
hiicrelere  gdnderilmesi  igin  kullamiimistir.
Memeli hiicrelerini infekte etme yetenegi
farkedilmis ve rekombinant olarak modifiye
edilmis simian papilloma virlistniin SV40'in

60)

- rekombinant  viral

geligtiritmesine yol agmigtr. Simdilerde ¢ok
yaygin olarak kullamlan recombinant DNA

. teknikleriyle bu vekttrler kiiitirde tavgan

globiilin genini expresse etme ve transfer etme
yetenegindedirler. Retroviral vektrler diger
vektr . sistemlerinin
gelistirilmis olmasina ragmen gen terapisi
protokolleri iginde en popliler gen transfer vektor
sistemnleri olarak kalmaktadr.

Diger vektorel sistemlerin birbirleriyle
olan kargilagtirmasi ise agagidaki gibidir.

11- Non-viral vektdr sistemleri

Non-viral vektor sistemlerini 1kt kategoriye
ayirmak mimkindir in-vitro uygulamalarla
siirh olanlar ve hem in-viro hem de in-vivo
uygulamalaria yapilabilenler.
A- In-vitro uygulamalarla simirh olan non-
viral vektor sistemleri :
1- Kalsiyum fosfat transfeksiyonu
Kalsiyum fosfat transfeksiyonu ilk olarak
1960’larda aciklanmistir. 1970’lerin  bagindan
beri kiligilk degigiklerle standart bir protokole
oturtulmugtur. |

Kalsiyum fosfat transfeksiyonu teknik
olarak; kalsiyum iyonlariyla etkilesime sokularak
olusgturulan plazmid DNA presipitatlar: lizerine
dayanir. Uygulama igin ¢ok basit ve ¢ok pahall;
olmayan bir yontemdir. Plazmid DNA kalsiyum
klorid sollisyonu ile karigtirihr. ve sonra bir
dengeli fosfat soliisyonu eklenir. minimum 20
dakikadan sonra ilk ince presipitatlar olusmaya
baslar. ve bu sollisyon direkt olarak hiicre
kiltiriine eklenir. Transfer etkinlii arzulanan
genl expresse eden hiicre sayisi ile belirlenir ve
genelde birkag spesifik hilcre dizisi 1¢in bu oran
%10‘la simirhidir. Cofu vakalarda bu oran
%1’den bile daha azdir. Transfeksiyonun
etkinligi bazi spesifik hilcre dizileri icin DMSO
veya gliserol ile  hiicrelerin joklanmasiyla
arttirtlabilinir. Hucreler bu teknikle gegigi olarak
veya stabil olarak transfekte edilebilir. Stabil

- transfektanlarin Sayisi BES  (Bis-

hidroksietilaminoetansuifonat) kullanilarak
saglanabilir. DNA  presipitatlarimin  hilcreye
endositoz yolu ile girdigi diigintlmektedir.
Bununia birlikte bu teknik mimimal hiicresel
toksisiteye sahiptir. In-vivo az veya hig
expresyon gorillmez. DEAE-Dextran hiicre igine
spesifik genleri gbndermek icin kullanilan DNA
ile etkilegime giren bilegiktir. DEAE-Dextran
aracili gen transferi daha fazla Uretilebilir
olmasia ragmen sadece birka¢ spesifik hiicre
dizisi icin etki gOsterir ve transienttir. etki
mekenizmasi anlagilamamgtir. |
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2- Mikroenjeblyon - |

- Mikroenjeksiyon’da plazm:d DNA du'ek
olarak hiicrenin nukleusuna gtnderilir. Bir ik
mikroskopisi kullaniiarak, bir cam pipetin
rehberliginde hilcre nilkleusuna girilir ve kiigiik
bir miktar DNA veya RNA injekte edilir. Sayet
sitoplazmaya  enjeksiyon  yapilrsa  hem
sitoplazmik hemde lizozomal degradasyona
ufrar. Bu teknik malesef ¢ok yogun ve is gilcQ ve
¢ok iyt izole hiicreler gerektirmektedir. Emniyet
ve  etkinlik mniikroenjeksivon  kullanilarak
moniterize edilebilme gansma sahip oldufundan
germ-line ~ gen  terapisi
kullamishik  saglayabilir. Ancak germ-line
hiicrelerinde injeksiyon zamani gelisimin degigik
evrelerinde farkls etkiler yapabilecegi icin
Ozejlikle on  plana
modifikasyonlar transgenik olarak isimlendirilen
fareden stgira kadar olan ¢ok genis bir yelpazede
cogu memeli hayvanlarda basanlmstir. insanlar
icin spesifik bozukluklarin genetik
modifikasyonu giiniimiiz realitesinden ¢ok
uzaktir. Etik diistince ile korkutulmaktadir.
3- Elektroporation
Elektroporation, siispansiyon icerisindeki DNA
ve hiicre kangmmina yitksek voltay uyguiamasidir.
Hiicre-DNA siispansiyonu elektrik pulslarinin
verildifn iki elektrod arasina yerlegtirilir. DNA
elektrik pulslan esnasinda hiicre membrany
tarafindan olusturulan delikler yoluyla hiicreye
girer. Etkili gen transferi elektrik puislarintn
tirline, elektrodlar arasindaki  mesafeye,
sispansiyonun elektriksel iyon giicine ve
hilcrelerin cinsine gtre defisir. En 1yi sonuglar
hizli prolifersyon gosteren hiicrelerden elde
edilir. Bu ijlem esnasinda yiliksek voltajda ¢ogu
hilcre hayatta kalamadifindan memeli hiicreleri
icin etkili bir ydntem degildir.
I I In-vivo ve In-vitro uygulamalar i¢in non
viral sistemler
1- Lipozomiar

Lipozomlar ilk olarak hiicre igine

maddelerin hizla iletiminde rol oynayan ve
hiicresel membranlarin bir modeli olarak 1965°de
aciklanmistir. Lipozomlar DNA’yr yakalama
mekanizmalarina baglt olarak ya katyonik
lipozomlar yada pH-sensitif lipozomlar olarak iki
kalsifikasyona aynlirlar. Katyonik lipozomiar
stabil bir komplex olugturmak iizere negatif yilkld
DNA ile etkilesime pgiren pozitif ylkli
lipozomlardir. Katyonik lipozomlar bir pozitif
yiiklii lipid ve DOPE (dioleilfosfatidiietonolamin
veya dioleilfosfatidiletonolkolin ) adi verilen co-
lipidden olusur. En siklikla site edilen Katyonik
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uygulamalarinda

cikar.  Germ-line

 GEN TERAPISI

lipozom lipofectin’dir. Lipofectin-DNA
complexleri 1V uygulamalannda zellikle
akcifer ve karaciger bu substanlann alinum ve
genin expressyonu icin ¢ok yliksek bir affinite
gosterirler. pH-sensitif lipozomlar ise DNA ile
bir komplex olugturmak igin aym ylike sahip
oldukari i¢in birbirlerini itici glice sahip olurlar
fakat bu lipozomlarin i¢ vizkdz yapisi tarafindan
hapsedilerek birliktelik olusturular. Hiicreler
genlerin transferinde Onerilen bazi avantajlar
stzkonusudur.

I-Lipozomlar hem negatif hem de pozitif yiikli
olarak DNAile komplex olusturabilmektedir.
2-Degradatif progeslerden DNA’yr koruyucu
Hzellik sergiler.

3- Lipozomiar, bir kromozom kadar biiyiik
parcalar tagiyabilirier.

4- Lipozomlar bir doku veya hiicreler spesifik

olarak hedeflenebilir.
5- Lipozomlar, viral vektdrlerinde kahitim: gibi
problemierin de (istesinden gelir.
Dezavantajlan ise dilsitk ve gegici gen
expressyonudur. Aynca ¢ok disiik bir ditzeyde
hicresel toksisite de goistermektedir ve serum
komponentieri tarafindan inhibe de
edilebilmektedirler.
2- Ciplak plazmid DNA injeksiyonu.
Tim gen transfer vektor sistemlent hemen hemen
plazmid DNA’min transferine dayanmaktadir.
Ciplak plazmid DNA’'min  rodenlerde ve
primatlarda kas g1 injeksiyonunu takiben
expressyonun olmasi gen terapistlerinin ilgtsint
¢ekmistir. Ciplak plazmid DNA injeksiyonunu
takiben gen expresyonu sergileyen dokular timus,
deri, kardiak kas ve iskelet kasidir. Farelerde tek
bir enjeksiyonu takiben 19 ay gen expresyonu
goriilebilmektedir. Intramuskular Ciplak plazmid
DNA injeksiyonun uygulanma basithgt ve
piazmidlerin boyutunun 2 ile 19 kilobaz arsinda
depismesi nedeniyle bagarili olarak kas 1¢
enjeksiyonunun mimkiniQgi dnemli
avantajlarindan  olmasina  ragmen, tek
enjeksiyonu takiben gen expresyonun gok digiik
bir yilizde ile miyofibrillerde goriilmes: ve ancak
deriye, timusa ve g¢izgili kaslara uygulanma
kolaylifit Snemh dezavantajlanidir.
3- Ballistic DNA injeksiyonu

Ballistic DNA injeksiyonu 1ilk olarak
bitkilere gen transferi igin geligtirilen bir
metoddur ve gen tabancasi, mikroprojekul gen
transferi, gen bombardimani gibi isimlerle de
bilinir.  In-vivo ve In-vitro olarak memeli
hiicrelerine gen transferi igin modifiye ediimistir.
[igili geni kodlayan plazmid DNA, 1-3 mikron

6l
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kaplanr ve bir gic yardimiyla hizlandirslan

partikiillerin. hiicre memranina penetre olmas:

saflanir. Bu gilg yitksek voltaj elektronik akim,

spark alarm veya helyum basing akimi olabilir.
Balhstic DNA injeksiyonu gok basarih  bir
sekilde kullamjarak g¢ok genis bir yelpazede

hiicre cinsleri, Szellikle de epidecmis, kss ve
karacijer ve cemshi olarak kolay ulagabilinen
mmmwmmm:mw, Fakat by
tekniktede gen expresyonu gegici ‘olmakia ve

akamin  bogattddis. merkez doku . boigesinde

oldukca _1 bir doku hasan olumkw

Tablo.l. Gen Transferinde Kullanilan vemmismmm Kmilmimmm n

B e e e el e

- |

m Hayir_ lztm—-:m--mm

I\allcl |
Expressyon Degisebiliyor G ici G 1 Ge

Transfekte
Quiesent Hayir Bvet Bvet Evet |
Hiicre B

in Vlvo

DNA bazlt immunizasyon.

Gilinimlizde @ DNA  bazhi  immunizasyon
protokolerinde en ¢ok karsinmza ¢ikan;
intramuskuler ve ballisttk  plazmid DNA
injekstyonlanidir. DNA bazli asilar kanser veé
infeksiyon hastaliklarm) dnlemek icin

gelistiritmektedirler. Hitcre aracili immun cevab,

dzellikle HIV, HSV.CMV, RSV gibi viral
enfeksiyonlarla savasmada ¢ok Onemlidir.
Yabanc bir antijenin injekte edildigi tekniklerde
immunizasyon genellikle bir antikor aracih
immun cevaba neden olur. Hem gen tabancas:
hem de intramuskuler direkt plazmid injeksiyonu
HIV, Hepatit A ve C, HSV, Influenza, papilioma,
tbc, RSV, CMV, Lyme hastalif1, Helicobacter
pylori, malaria, ve mycoplazma pulmonarisde
DNA bazhh immunizasyon protokollerinde
kullanilmaktadir. | |

GEN TERAPISININ BUGUNKU DURUMU
A.B.D’de 125, Avrupa’da 48, Cin ve Japonya’ da
da birer tane onaylanmis gen terapisi protokolil
vardir. Protokoller ¢ok cesitlilik arzetmektedir.
Omegin kanser i¢in kullamlan gen terapi

protokolleri sunlardir; tiimdr hilcreleri icerisine

bir sitokin geninin transferi, Bir HLLA geninin in
situ enjeksiyonu, .tiimor hiicrelerinin genomu
icersine hir suisid geninin yerlestirilmesi, anti-

62

onkojen veya tiimtr supresstr genlerin kullanims
veya multi-drug resistan geninin kullammi.

Gen terapi vektirleri . ABD.'de
onaylanmg olan 125  protokoltin - biiytik
cofuniufunda hedef hilicreye segilmis olan genin
transferi ~icin  (%63) retroviral vektorler
kullanmilmaktadir. Digerleri Adenoviral vektorler
(16), lipozomiar (13), Adenoassociated vektorler
(2), egeriye kalan %6 ‘si ise ¢iplak plazma
DNA’nin injeksiyonunu iceren degisgik vektorel
sistemleri kullanan protokollerdir.

Gen terapisi protokollerinde uluslararas
bir standartizasyonun ~ saflanmas: klinik
uygulamalara gegis lr,:m bir mmnluluk olarak
goriiimekiedir. |

- Gen terapisinin bilimsel ve mk ybnden
kabul gdrmesi Tedavi etme anlayisinin ve
yOntemlerinin evriminin kolaylasmasi agisindan
dnemlidir. Tibbi etigin arzuladifn  kalite
giivencesinde terapitik etki igin ybntemler
ihtiyaca cevap verebilecek durumdadir ve artik
bu metodlarin uygulanabilirligine manmak wm*
gecerli nedenlerimiz vardir. -

- TERMINOLOGY:
Ex-vive gene transferi: (Indirekt gen transfeﬂ)
Recipientin cevre ile temas eden ylizeyinde
lokalize olan hﬂcmlcre geneuk mmeryalln
transferini igerir. | |
In-vivo gen transferl: (Dirckt gen transferi).
Recipientin igerisindeki hiicrelere gen transferivi
icerir ) | - -
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Cell Terapy: Genetik olarak modifiye edilmemis
hicrelerin  bir hastahk durumunu dUzeltmesi
amaciyla recipiente transferi.

Somatik gen transferi: Non-germ hiicrelere gen
transfer:. |
Germ-line gen transferi: Jenerasyonlann
genomunu degistirme amaciyla germ- line
dokulara gen transferi.

Transgen: Patolojik genin dofru versiyonu.

GEN TERAPISI

Reporter gen: Gen transferinin etkinligini test
etmek icin kullanilan genler.

Gen Transfer vektorii: Genin hiicre icerisine
transferini saflayan mekanizma:

Transfer etkinlifi: Arzu edilen geni expresse
eden hiicrelerin yiizdesi.
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