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Biyoteknoloji alanindaki gelismeler, medikal arastir-
malarda gen tedavisini 6n plana gikarmis ve giniimiiz
genetik prensiplerinin agiz dis sagligini gelistirmek igin
kullaniimasina yol agmistir. Bu yeni teknolojilerinin dig
hekimligi ile bulusmasini; restoratif biyometaryallerin
Uretiminde kaydedilen bilimsel asamalar, doku miihen-
disligi, molekdiler biyolojinin kullanimi ve insan genom
projesi saglamistir. Gen tedavisi, defektli genin 6zel bir
yontem kullanilarak tedavi edici bir gen ile degistiril-
mesi veya tamir edilmesidir. Birgok hastaligin tedavi-
sinde ve genetik bozukluklarin diizeltiimesinde kulla-
nilabilmektedir. Gen tedavisinin dis hekimliginde den-
tofasiyal uygulama alanlari arasinda kemik rejeneras-
yonu, DNA bazli immunizasyon (glriik ve periodontal
hastaliklar), agn tedavisi, otoimmun hastaliklarin teda-
visi ve kanser tedavisi yer almaktadir. Genel olarak
arastirmalarda yeni vektor sistemlerinin ve tasima me-
totlarinin gelistirilmesi, bunlarin test edilmesi, vektor
transdiiksiyonunu iceren mekanizmalarin  agikliga
kavusturulmasi ve en iyi sonug verebilecek yaklagim-
larin klinik deneylerde kullaniimasina calisiimaktadir.
Gectigimiz 15 yilda gen ve ilag tastyici sistemler igin
cesitli vektorler gelistirilmeye galisiimistir. Gen tedavisi,
dis hekimligi alaninda bilimsel bazda 6nemli etkiye
sahiptir. Bu derlemede gen tedavisi metotlari, ilgili
vektorler, gen tedavisinin dis hekimliginde klinik etkisi
ve konuya iliskin bilimsel bilgilerin giincellenmesi
amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Dis hekimligi, Genetik, Gen
tedavisi, Genetik vektorler

ABSTRACT

Advances in biotechnology have brought gene therapy
to a veryimportantand active area of medical
research and currently genetic principles are being
applied along to improve oral health. Scientific
advances in  restorative  biomaterials, tissue
engineering, molecular biology and the human
genome project provide the basis for the introduction
of new technologies into dentistry. Gene therapy is a
particular method by which missing or defective genes
are replaced or repaired by normal genes. It can be
used to treat wide range of diseases and correct
genetics disorders. In dentistry the application of gene
therapy to dentofacial problems includes bone
regeneration, DNA based immunization (for caries and
periodontal disease), pain, for treating auto immune
disease and cancer. The general approach is to
develop new vector systems and delivery methods,
test them, uncover the mechanisms involved in vector
transduction, and use the most promising approaches
in clinical trials. For the past 15 years various vectors
have been designed for improved gene and drug
delivery. This field is having significant impact on
topics related to dental practice. The aim of this review
is to provide an update on gene therapy methods, its
clinical implication in dentistry and scientific
information associated with gene therapy.

Key Words: Dentistry, Genetics, Gene therapy,
Genetic vectors
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GIRIS

Genler, spesifik yasamsal proteinlerin yapimini
kodlayan fonksiyonel kaliimsal Unitelerdir. Genlerde
meydana gelen degisikliklerin sonucunda kodlanan
proteinlerin normal fonksiyonlarini devam ettirememe-
si gesitli genetik hastaliklara yol agmaktadir.

Gen tedavisi, hastaliklarin tedavi edilmesi veya
6nlenmesi amaci ile bireyin hiicrelerine genlerin yerles-
tirilerek mutant allellerin fonksiyonel alleller ile yer de-
gistirilmesinin,?> bir anlamda DNA-bazli immunizas-
yonun saglanmasidir.*

Insan genomu yaklasik olarak 3 milyar niikleo-
tidin meydana getirdigi 100.000 alleli kapsayan 46
kromozomdan meydana gelmektedir. Bu kromozom-
larin transkripsiyonu yaklasik olarak 6.000 proteinin
sentezi icin gerekli olmaktadir. Proteinler ise insan
vicudunda trilyonlarca hicrenin harekete gegmesini
ve yaklasik olarak 4.000 anatomik yapinin olusmasini
sadlamaktadirlar. Mutasyon nedeni ile bliyime ve
gelisimin farkl yonlerini etkileyebilen kalitsal durumlar
veya sendromlar gelisebilmektedir.’> Bilinen 5.000
genetik sendromun 700°den fazlasi bas boyun bdlgesi
ile iliskili olmaktadir. Ulkemizde yapilan bir calismada 6
yillik dénemdeki genel konjenital anomali prevalansi
dogumlarda %3.6 olmak lizere %28.6'sini bas boyun
bélgesindeki anomaliler olusturmaktadir.® Mutasyonun
bas boyun bdlgesinde defekte yol actifi olgularda
transkripsiyon faktorleri, bliylime faktorleri ve ilgili
reseptorleri, hormon reseptérleri, hiicre adezyon mole-
killeri, G proteinleri, enzimler, vektérler ve kollajenleri
iceren farkli kategorilerdeki gen veya proteinler
etkilenmektedir.®

2. Gen tedavisi gesitleri

Gen tedavisi, degisiklije ugrayan hicrelerin
tipine gore temel olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir:

2.1. Germ hiicre serileri: Sperm veya yu-
murta gibi hicreler {izerine yapilan gen tedavisi ile
elde edilen dedisiklikler nesiller boyunca aktarilmak-
tadir.”® Gamet, zigot veya erken dénemde embriyonel
degisiklikler yapilabilmektedir.® Gelecek nesilleri etkile-
yebilmesi nedeni ile germ hiicre tedavisi birgok Ulkede
etik olarak yasaklanmistir.® Yalnizca mitokondrial
hastaliklar igin gekirdek gen transferi etik agidan kabul
gormektedir. Bu amagcla /in vitro fertilizasyonu takip
eden slrecgte (dort hicreli asamada) tim hicrelerin
cekirdekleri izole edilerek, mitokondri DNA'sI cekirdedi
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¢ikarilmis yumurta hiicrelerine yerlegtirilmektedir. Bu

yéntem klonlama olarak da degerlendirilmektedir.'® Bu

yaklasimin genetik hastaliklarda teorik olarak oldukgca
etkili oldugu belirtiimektedir.”

2.2, Somatik hiicre serileri: Bu yontemde
amag, hastaligin diizelmesine yonelik hedef hiicrelerde
veya dokularda genetik degisiklige yol agmaktir.® Ge-
lecek nesilleri etkilemeden sadece bireyin genomunda
degisiklik meydana getirilmektedir.”®  Giintimuzde
yapilan gen tedavisi protokolleri bu gruba girmektedir.

Somatik hiicre serileri Uzerinde yapilan gen
tedavileri dort grup altinda incelenebilmektedir:

1) Gen ilavesi: Sorunlu genin iglevsel bir kopyasinin
eklenmesi amaglanmakta, mutant gen kaldirl-
madan fonksiyonel gen ilave edilmektedir.

2) Gen degisimi: Mutant genin fonksiyonel kopyasi ile
degistirilerek mutasyonun /in situ diizeltilmesidir.

3) Gen  ekspresyonunun  baskilanmasi: Hedef
patojenin fonksiyonunun baskilanmasidir.

4) Spesifik hiicrelerin éldirilmesi: Gen ile yonlendiril-
mis enzim, 6n ilag tedavisi adi da verilmektedir. On
ilag viicuda verilirken, 6n ilac aktifleyen enzimi kod-
layan gen de hastalikli hiicrelere aktariimaktadir.°

3. Genlerin hedef hiicreye aktariimasi

Laboratuvar ortaminda (ex vivo) veya hasta
viicudunda (in vivo) gergeklestirilebilmektedir.

3.1. Ex vivo gen tedavisi: Hastadan alinan
hiicrelerin hiicre kiltiiriinde ¢ogaltilarak, genin klonlan-
masini ve transfeksiyon asamalarini icermektedir.''*2
Immun sistemin yaniti agisindan hastanin otolog hiic-
releri tercih edilmektedir.'® Yaygin olarak kullanil-
maktadir.”

3.2. In vivo gen tedavisi: Alic hiicrelerin /n
vitro kiltirinin yetersiz oldugu veya hiicre kiltlrQ
yapilan hicrelerin hastaya naklinin etkili bir bigimde
yapllamadigi durumlarda tercih edilmektedir.’® Hasta-
nin kendi viicuduna ait hiicreleri bu teknikte kullanil-
mamaktadir.” Gen aktarimi icin kullanilan vektdriin
sadece hedef hiicrelerde taninmasi planlanmaktadir.®

4. Gen tedavisinde vektoérler

Gen tedavisi galismalarinda hastalida yol acan
anormal genin yerini alacak olan normal genin hasta-
nin hedef hiicresine tasinabilmesi igin vektorler (tasiyi-
clar) kullanlmaktadir.® Kullanilan baglica vektorler
asadida Ozetlenmistir:

4.1. Viral vektorler: Konaga badlanan viriis-
lerin timd, replikasyon siklislarinin bir parcasi olarak
kendi genetik materyallerini konak hiicrelerine
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tanttirlar.*

Kendj aralarinda 2’ye ayrilabilmektedirler:

1- Nonlitik: Virion Ureten ve konak hiicre yapisini
bozmayan virlislerdir. Or: Adenoviriisler ve
lentivirsler.

2- Litik: Virion Ureten ve konak hicreyi yok eden
virtslerdir. Or: Insan adenovirlisi ve herpes
simpleks viriisler.'®

Retrovirdisler: Gen tedavisinde kullanilan ilk
virlislerdir.” RNA tipinde genetik materyal tasirlar ve
viral cDNA (reten revers-kriptaz enzimine sahiptir-
ler.}*1¢ Transfekte ettikleri hiicrelerin sitoplazmala-
rinda tasidiklar niikleoprotein kompleksleri, viral RNA
genomundaki revers-kriptaz enzimi ile olusan cDNA'yi,
konak hiicresinin kromozomunda rastgele bir noktaya
girisini saglamakla gorevlidirler. Bu erisim sadece
hiicre bolinmesi asamasinda c¢ekirdek membrani
kayboldugunda gerceklesebilmektedir. Retrovirlisler
yalnizca bolinmekte olan hicreleri transfekte
edebilmektedirler.

Retroviruslerin gag, pol ve env olmak lzere (ig
adet transkripsiyon Unitesi bulunmaktadir. Vektorler-
deki gag, pol ve env genleri gikarilarak bu bdlgelere
terapdtik gen klonlanmaktadir. Bu vektorlerin  DNA
aktarim kapasitesi yliksek olmaktadir. Ancak mutasyon
riski nedeni ile calismalar farklh vektorlere yonel-
mistir. 10

Adenovirdsler: Cift sarmalll DNA virUsleridir.
Gen tedavisinde vektor olarak genellikle adenoviriis tip
2 (Ad2) ve adenoviriis tip 5 (Ad5) kullaniimaktadir, !5
Retroviruslerden daha fazla Uretilebilmektedir. Genig
doku tropizmi ve diisiik patojenite gbéstermesi bagslica
avantajlarindandir. Ancak uzun streli ekspresyon sag-
layamamaktadir. Retroviral vektorlere benzer olarak
adenoviral vektorlerin Gretilebilmesi igin yardimci hiic-
relere ihtiyag duyulmaktadir. Ad2 ve Ad5 serotiplerinin
genis doku tropizmi gostermesi, hedeflenmeyen doku-
larda da gen ekspresyonuna neden olacagindan dolayi
sistemik kullanimlari sakincali olmaktadir.X® Bu viriis-
lerde karsilasilan en biiyik problem ise yiiksek immu-
nojenite bildirilmektedir.” Bu vektdrlere karsi nétralizan
antikorlarin gelismesi, tekrarlayan uygulamalari sinir-
lamaktadir. Bu problemi ¢dzebilmek igin immunsup-
resiflerin kullaniimasi ve tekrarlayan uygulamalarda
farkli serotiplerden ve hayvansal kaynaklardan yarar-
lanilmasi giindeme gelmistir.'°

Adeno-iliskili  virdsler:  Tek sarmalli  DNA
virtsleridir. Replikasyonlari igin adenovirislerin veya
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herpes virlislerin yardimina ihtiyag duymaktadirlar.
Yaygin olarak serotip 2 kullaniimaktadir. Yaygin doku
tropizmi géstermektedirler. Patojenik olmayan modifiye
edilmemis serotip 2, insan hicrelerinde 19. Kromozo-
mun ql13.3-gter bolgesine entegre olarak yaklasik
%100 oraninda latent transfeksiyona yol agmakta-
dir.”1%1 Baylece uzun siireli gen ekspresyonu sagla-
yabilmektedirler. Genomu kiigiik oldugundan kisa DNA
dizilerini  taglyabilmekte, ayrica yiksek titrelerde
Uretilememektedir. Bireyde immun vyanit olusturma
potansiyeli de bulunmaktadir.°

Herpes simpleks virdisleri: Cift sarmalli DNA
genomuna sahip nérotropik bir virlistir. Kromozoma
entegre olamamakta, ancak duyusal ganglionlarda
dmir boyu latent enfeksiyon olusturmaktadirlar.l®
Gen tasima kapasitesinin yiiksek olmasi avantaj sagla-
maktadir. Sistemik enfeksiyon ile karsilasiimasi duru-
munda antiherpetik ilaglar ile viral replikasyon durdu-
rulabilmektedir. Virlisiin latent faza gegmesi ile birlikte
terap6tik gende de inaktivasyon olmaktadir.

4.2. Non-viral vektorler: DNA'nin sentetik,
dogal veya fiziksel giicler ile hiicreye aktariimasini
saglamaktadirlar.* Uretimlerinin kolay olmasi, ucuz ol-
malar, tasima kapasitelerinin fazlalidi ve biyoglive-
nilirliginin yiiksek olmasi nedeni ile tercih edilmekte-
dirler. Ancak distik gen aktarimi etkinligi ve kisa siireli
ekspresyon meydana getirmesi dezavantajlarini olus-
turmaktadir.’® Genel olarak viral vektorlere gére daha
az toksik ve immunojeniktirler.*

Kompleks halinde olmayan DNA: Viral olmayan
transfeksiyon yoéntemleri arasinda en basiti olarak
bilinmektedir. Ancak dider yontemler ile karsilastiril-
diginda ekspresyon orani oldukga diisiik kalmaktadir.!’

Oligondiikieotidler: Sentetik oligoniikleotidler gen
tedavisinde hastalik siireci ile iliskili genleri inaktive
etmek amaci ile kullaniimaktadirlar.®

Lipopleksler ve polipleksler: Lipid ile kaplanan
plazmid DNA'larn misel veya lipozom gibi diizenli yapilar
olusturmaktadirlar. DNA ile birlestiklerinde bu organize
yapilar lipopleks adini almaktadirlar. Anyonik (negatif
yiiklu), notral ve katyonik (pozitif yukli) olmak Uzere
tic tipi bulunmaktadir.*®

Hibrit  yontem: Gen aktariminda kullanilan
yontemlerin kisa sureli sonuglar vermesi nedeni ile iki
veya daha fazla teknigin kombinasyonunun kullanimi
dustinilmistir. Ornegin, inaktive edilmis HIV veya
influenza virtsi ile kombine olan lipozomlara virozom
adi verilmekte ve solunum yolu epitel hlcreleri izerine
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sadece viral veya sadece lipozomal ydntemlerden daha
fazla etki gostermektedir. Farkl viral vektérler katyonik
lipidler ile kombine edilebilmekte veya viriislerin hibrit
kullanimi s6z konusu olabilmektedir.

Dendrimerfer: Kire formunda cok dalli makro-
molekiillerdir. Katyonik dendrimerler elde edilebil-
mekte, bu da pozitif yiiklii bir yiizey saglamaktadir.?!

4.3. Fiziksel Yontemler: Hicre ici gen
transferi icin hiicre membranini gegecek fiziksel bir giig
saglamaktadirlar. Yontemin basit olusu en o6nemli
avantajidir.

Igne enjeksiyonu: DNA'min dokuya enjektor
vasitasi ile direkt tasinabildigi en pratik gen transferi
metodudur. DNA asilarinda yaygin kullaniimaktadir.
Gen transferi etkinliginin diisiik olmasi ise dezavan-
tajidir.?> Plazmid asilar veya canli, viral vektorlerin
kullanildigi asilar olmak Uzere ikiye ayrilirlar.

Plazmidlerin kullanildidi agilarda DNA'nin ireme
kapasitesi yoktur, ancak plazmidler Ureyebilmektedir.
Plazmidlerin bu 6zelligi, hayvanlara inokiilasyon ve
antikor olusturma asamasinda patojenle karistiriima-
sina sebep olmaktadir. Plazmidlerin dezavantaji olarak
bazi olgularda onkogenezise yol acabilmesi gosteril-
mektedir.

Ikinci grupta enfeksiydz potansiyeli olan ancak
hastalia yol agmayan cesitli DNA veya RNA virisleri
ile bakteriler yer almaktadir. Bu vektérler viicuda gir-
dikten sonra hiimoral veya hiicresel immun yaniti
uyarmaktadirlar.

DNA asilarinin uygulama yontemleri arasinda
nazal enjeksiyon, intramuskuler enjeksiyon ve gen
tabancasi yer almaktadir.?®

Balistik DNA enjeksiyonu: Partikiil bombar-
dimani veya gen tabancasi olarak da adlandirila-
bilmektedir. Memeli hiicrelerine hem /n vitro hem de in
vivo gen transferine olanak saglamaktadir. Ancak bu
yontemle aktanlan genler gegici sire ile eksprese
olmaktadir.'>?

Elektroporasyon: Elektrik uyarilar ile hiicre
membraninda meydana getirilen porlar vasitasiyla gen
aktarimi saglayan basit bir uygulamadir. Slispansiyon
halindeki soliisyonlarda daha iyi sonuglar vermekte,
ancak kati dokulara da uygulanabilmektedir.'”??

Sonoporasyon. Ultrason teknolojisi ile hiicre
membrani permeabilitesinde gegirgenligi saglayarak
hiicreye DNA aktarimini gergeklestirmektedir. Gen ak-
tariminin yaninda bu etki yalnizca ultrason uygulanan
bélge ile sinirl kalmaktadir.?® Literatiirde sonoporas-
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yon ile dis pulpasina gen aktarimi yer almaktadir.?*

Lazer destekli yontem (fotoporasyon): Tek bir
lazer atigi ile hiicre membraninda yer alan porlar gegici
olarak acarak DNA girisine olanak saglamaktadir. Bu
yontem ile elde edilen transgen ekspresyonu elektro-
porasyon ydntemi ile benzerlik gdstermektedir.??

Manyetofeksiyon: Transfeksiyon amaci ile man-
yetik bir alan yaratiimaktadir. Demir oksitten yapilan ve
katyonik lipit veya polimerle kaplanmig manyetik nano-
partikiiller, elektrostatik etkilesimler sonucunda DNA ile
kompleks bir yapi getirmektedir. Manyetik partikiller,
hedef hiicreler dis ortamda yaratilan manyetik alan ile
yonlendirilmektedir.??

5. Dis hekimliginde gen tedavisi
uygulamalari

5.1. Kemik ve periodontal doku
rejenerasyonu: Travma, neoplazi, rekonstriktif

cerrahi, konjenital defektler ve periodontal hastaliklar
sonucunda kemik kaybi meydana gelebilmektedir.!!
Gen tedavisi ile terapétik seviyede, lokalize ve devamli
olarak bu proteinlerin ekspresyonu amaclanmaktadir.
Bu alanda gen tedavisinin glvenilir, basit ve hesapli
oldugu belirtilmektedir.

Bas boyun bdlgesinde kemik dokusunun tamir
ve rejenerasyonunda, disleri destekleyen vyapilarin
rejenerasyonunda, implant uygulamalarinda ve tiikiriik
bezi ile ilgili bozukluklarin tedavisinde gen tedavisi ga-
lismalari yapiimaktadir. Gen tedavisinde amag vektorle-
rin kullaniimasi ile doku biylimesi ve tamir sirecinde
yer alan destek elemanlarinin yapilandinimasidir. n
vivo ortamda bas boyun bolgesinde doku mihendisligi
ile gen tedavisinin birlikte kullanimi sinerjistik etki gds-
tererek dokularin tamir ve rejenerasyon kapasitesini
artiracaktir.?’

Doku miihendisliginin genel stratejisi, biiyime
faktori gibi terapdtik proteinler ile rejeneratif sahayi
desteklemektir.®® Kemik dokusunda rejenerasyonun
basarili olabilmesi igin osteoindiiksiyon, osteoblastlarin
farklilasmasi ve osteokondiiksiyon gereklidir.!! Kemik,
kikirdak, dis, eklem gibi mineralize dokularda ve perio-
dontal defekt bolgelerinde gen tedavisi incelendiginde
ornegin kemik morfogenetik proteinlerin tamir siirecine
yardmcr  oldugu  gériilmektedir.'*?> Bu amacla
kullanilan baslica bilegenler; in vivo ve ex vivo kemik
formasyonunu tek basina indiikleme kapasitesine sahip
olan kemik morfogenik proteinleri (BMPs: bone
morphogenetic proteins), trombosit kaynakli biyime
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faktorii (PDGF: platelet-derived growth factor),
fibroblast blylme faktdrii (FGF: fibroblast growth
factor), trombositlerde ve kemik dokuda bulunan
transforme edici bliyime faktorii-beta (TGF-beta:
transforming growth factor-beta), paratiroid hormon,
anjiogenezisi indikleyen vaskuler endotelyal biyime
faktorli (VEGF: vascular endothelial growth factor), dis
formasyonunu stimile eden runt-iliskili transkripsiyon
faktorii (RUNX2: runt-related transcription factor)/gen
cekirdegi badlayicr faktéri a-1 (Cbfal: gene core-
binding factor a-1) ve osteriks igeren transkripsiyon
faktorleri, kemik ve diger mineralize dokularda
bulunan kemik sialoproteini, dentin sialofosfoproteini,
matriks Gla proteini ve osteopontin iceren
ekstraselliiler matriks proteinleridir.!!

Gen tedavisinde yukarida belirtilen proteinlerin
kombinasyonlarinin kullanimi da 6nerilmistir. Bliylime
ve farklilagsma faktorlerinin ardisik gen ekspresyonu ya
da bircok genin ekspresyonunu igeren tamamlayici
sinyaller ile osteopregenitér poptlasyonu artirip,
anjiogenezis ve kondrogenezis gibi osteogenezisin
belirli evrelerini kontrol eden faktdrlerin kombinasyon-
larini icermektedir.!* Zhu ve ark.?” adenoviriislerde
kemik morfogenik proteini (BMP: bone morphogenetic
protein) BMP-2, -4 ve -7'nin /n vitro sartlarda osteob-
lastik farkllasma ile /n vivo sartlarda kemik formas-
yonunu sinerjik stimilasyonlar ile baslattigini goster-
migtir. BMP-2 geninin adenoviral transferi (Ad/BMP-2:
adenoviral transfer of the BMP-2 gene) ya da Ad/BMP-
7 ile indiklenen hiicrelerin sadece BMP aktarilan
hiicrelerden daha aktif oldugunu belirtmislerdir. Cheng
ve ark.”® Ad/BMP-2/-7'nin Ad/BMP-4 ve -7'den daha
gugli alkalane fosfataz (ALP) indUkleyici aktiviteye
sahip oldudunu rapor etmiglerdir. BMP-4 ve laktikogli-
kolik asit iceren VEGF ile sifrelenmis ve kondanse
edilmis plasmid DNA kombinasyonu iceren kemik iligi
hiicrelerinin kullanildigi bir calismada, multiple genlerin
kemik iyilesmesini arttirdigi belirtilmistir. Yang ve ark.?
mezenkimal hiicrelerde RUNX2 faktorii ve BMP'nin
adenoviral gen kombinasyonunun sinerjistik olarak /n
vitro kemik farklilasmasini ve /in vivo kemik formasyo-
nunu uyardigini gdstermislerdir. Ozet olarak Ad/BMP’-
lerin osteogenik aktiviteyi artirdigi acgikca gosterilmek-
tedir. Ad/BMP'lerin yol actigi artirimis biyolojik aktivite
sayesinde gen aktanimi formilasyonlarinin  kemik
yenilenmesini daha disiik viral titrelerde basarabildigi
goriilmektedir.!

Dis hekimliginde PDGF kodlayan rekombinant
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adenoviral vektorlerin kullanimi ile ilgili yapilan erken
dénem calismalarda, bu viral vektorlerin periodonsi-
yumdan izole edilen hiicrelere (6r. osteoblast,
sementoblast, periodontal ligament hiicreleri, gingival
fibroblastlar) transdiiksiyon potansiyelinin  oldugu
gbrilmiistir.®® Sonraki arastirmalarda PDGF-a’nin
devaml olarak eksojen aktarimi ile sementoblastlarda
mineral formasyonu goriildiigi;** direkt in vivo PDGF-B
gen transferi ile genis periodontal defektlerde doku
rejenerasyonunun stimiile edildigi;?® ex vivo ortamda
PDGF genlerinin ekspresyonunun gingival yaralarda 10
gline kadar uzayan etki gosterdigi yer almistir.>

BMP ile ilgili calismalarda; in vitro ve in vivo
ortamda Ad/BMP-7 geni transferinin kemik formasyo-
nunu sadladigi; ** direkt in vivo ortamda kollajen jel
tastyicisinda Ad/BMP-7 geni aktariminin dental implant-
larin etrafindaki alveol kemidi defektlerinde basaril
rejenerasyon sagladigi bildirilmektedir.3*

Oral ve maksillofasiyal cerrahide gen tedavisi-
nin, hayvan deneylerindeki sonuglarinin incelendigi
2017 yiinda yayimlanan bir sistematik derleme ve
meta-analizde; preklinik calismalarda biiyiik ilerleme-
lerin kaydedildigi ancak tiikiriik bezi ve kraniyofasiyal
defektlerde halen klinik deney asamasinda kaldigi
belirtilmigtir.>

Ayrica hipofosfatazi gibi defektli kemik minera-
lizasyonu ve non-spesifik alkalen fosfataz aktivitesi
bulunan fare deneylerinde gen tedavisinin genel du-
rumu iyilestirdigi, alveol kemiginde belirgin derecede
ve sementte orta derecede yapim sagladigi
bildirilmistir.®

5.2. Dis qiiriigii: Evrensel olarak toplum sagli-
ginin major hedefi etkili ve giivenilir agilarin gelistiril-
mesidir. Dis hekimligi alaninda ise hedef, asilama
yontemi ile glriik ve periodontal hastaliklarin eradike
edilmesidir. Etkili bir immunojenik strateji olarak DNA
asllarinin gelistirilmesi ile immun yanitin indiklenmesi
hedeflenmektedir. DNA agilari viral agsilar ile karsilasti-
ridiklarinda ucuz, stabil, ve daha givenilirdirler.’’”
Bunun yani sira antijen ve immunostimilator dizileri
kodlayan genlerin entegre edilebilmesi yoniinden
esneklik saglarlar. Intramuskuler asilar yaygin olarak
kullanilmakta ancak enfeksiyon ajanlarinin viicuda
girdigi mukozal bolgelerde lokal immunite saglamakta
basarisiz olmaktadirlar.® DNA agilarinin yapildi§i nazal
mukoza ise hem sistemik hem mukozal immun yanitin
uyariimasinda etkili bir bélgedir;*>* kolay ulagilabilir
olmasi, oral yolun kullanmina godre disik enzim
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dagiimi gostermesi ve immun hiicre yogunlugu da
oOzelliklerindendir; siklikla nazal iligkili lemfoid doku
(NALT: nasal associated lymphoid tissue) olarak
adlandinimaktadir.*?

DNA asisi spesifik bir gen igermektedir. S.
mutans igin kullanilan DNA agsilarinda ise immuni-
zasyonu sadlamak icin, mekanik veya kimyasal lizis
yapllmakta ve antijenik proteini kodlayan genetik
materyal yer almaktadir.* DNA asilari ile elde edilen
immun yanit, antijen sunan hicrelerin (APCs: antigen
presenting cells) aktivasyonu ile baslatiimaktadir.**
Genetik immunizasyon sonrasi, DNA asilan direkt ola-
rak /n vivo ortamda somatik hiicreleri transfekte ede-
bilmektedir. APCs, transfekte edilen hiicreler tarafin-
dan eksprese edilen antijenleri yakalayarak, onlar isle-
mekte ve rejyonel lenfoid organlarda yer alan T lenfo-
sitleri gibi MHC (major histocompatibility complex)
yoluna sunarak antijene 6zgli T hiicreleri aktive edil-
mektedir.*® Geleneksel agilara gére DNA asilarinin
Ustlin ozellikleri arasinda kolay hazirlanmasi, etkin
immun yanit olusturmasi, T ve B lenfositlerini stimiile
ederken stabil olmasi ve strekli antijen ekspresyonu
gostermesi sayilabilmektedir. Ayrica uygulama ve sak-
lama kosullarinin daha giivenli oldugu, modifikasyon
ve gelistiriime potansiyelinin de bulundugu belirtil-
mektedir.*® Xu ve ark. (44) pGJA-P/VAX olarak bilinen
clride karsl DNA asisini gelistirmiglerdir. Yapilan galis-
malarda fareler (zerinde plazmid pGJA-P/VAX DNA
asisi kullanimi ile AL/CS/DNA'nin immunizasyon sonrasl
glcli mukozal immun yanit olusturdugu gosteril-
mistir. ¥/

5.3. Bas boyun bdlgesi kanserleri:
Timorlerde gen tedavisinin uygulanmasinin i¢ amaci
bulunmaktadir. Birincisi, immunomodiilatér tedavi ile
in vivo sartlarda timér hicrelerinin immun sisteme
gorinirliginin artinlmasi veya ex vivo sartlarda
spesifik gen ekspresyonu ile etkili hiicrelerin modifiye
edilmesidir. Ikincisi, selektif olarak secicilik gésteren ve
kanser hiicrelerini yok eden onkolitik virtslerin gelisti-
rilmesidir. Ugiinciisii, herpes simpleks timidin kinaz
gibi intihar genlerinin kanserli hicrelere tanitiimasi
yolu ile asiklovir gibi antiviral ilaglarin duyarliiginin
artirimasidir.?

“Gen ilavesi’nde hicrenin fonksiyonunun geri
kazandirimasi amaci ile gen veya genin bir kopyasi
genomun igine vyerlestirilmektedir. Oral skuamoz
hiicreli karsinom igin p53, p21 ve pl6 mutasyonlari
tanimlanmistir. Calismalarda p53‘lGn hicre siklusu ve
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apoptozunu diizenlemesi nedeni ile, karsinoma
hastalarinda adenoviral bir vektdr ile p53 geni primer
timore enjekte edilmistir.?® Yapilan bir randomize
kontrollii deneyde, radikal timor rezeksiyonu sonrasi
yara bolgesine enjekte edilen ve radyoterapi ile
kombine uygulanan rekombinant adenoviral insan p53
(rAd-p53) gen tedavisinin oral kanser rekirrensinden
korudugu, bu yontemin etkili ve givenilir oldugu
bildirilmistir.*®

Kanser tedavisine yonelik gen tedavisi calis-
malarinda, genetik bozukluklarda bu bozuklugun eksp-
resyonunu Onleyebilen spesifik bir terapétik genin kul-
lanimina “antisense” tedavisi adi verilmektedir. Bdylece
onkojen ekspresyonunun inhibisyonu ile tiimériin feno-
tipini  degistirerek gelisimini durdurmasi  amaglan-
maktadir.*

Altta yatan genetik defektin dizeltiimesi yerine
direkt veya indirekt olarak kanserli hiicrelerin yok
edilmesini amagclayan gen tedavisi “kriyorediiktif gen
tedavisi” adini almaktadir. Béylece hiicreye yerlestirilen
genin 6n ilaci (prodrug), sitotoksik ilag tarafindan
aktiflenmesini saglamaktadir.>®

“Immunolojik gen tedavisi”, oral kanser hiicre-
lerini igeren timor hicrelerine karsi immunolojik po-
tansiyelinin artinlmasini veya hastanin immun yanitinin
timor ogmentasyonunu igermektedir. Sitokinler veya
immun regdilator hiicreler, HNSCC hiicrelerine tanitila-
rak viicudun immun yanitini tiimér hiicrelerine yénlen-
dirirler. Sitokin gen aktarimi /n vivo ortamda viicuttaki
timor hicrelerine veya immun hiicrelere transfekte
edilebilmekte, ya da ex vivo olarak transfeksiyon amaci
ile vicuttan hiicreler alinir ve tekrar viicuda aktaril-
maktadir. Melanoma, lenfoma ve baz virlis kaynakli
malinitelerde immuntedavi galismalari devam etmek-
tedir.!>! Replasman gen tedavisinde kullanilan rekom-
binant adeno-iliskili virlslerin antitimor asisinda kulla-
nimi da incelenmigtir. Stell ve ark. oral ve intramus-
kuler yoldan yapilan adeno-iligkili virus (AAV: adeno-
associated virus) serotip 5 ve 6 antitimor asisi ile
sicanlarda gdégus kanseri izerine yaptiklari arastirmada
AAV5-neu ve AAV6-neu asilarinin NEU antijenine karsi
humoral ve hiicresel immun yanit olusturdugunu
saptamiglardir. Hayvanlarin %80'inde asilamadan 120
ve 320 giin sonra uzun sireli olarak tiimdrden
korundugunu belirtmislerdir.>

Gen tedavisi, oral kanser ve diger kronik hasta-
liklarin tedavisinde gliniimiizdeki yontemlere gore daha
etkili ve mortalite orani diisiik oldugu 6ngoriilen, heniiz
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yeni ortaya cikan bir tip alanidir. Gelecekte gen teda-
visinin kemoterapi ve immdinoterapi ile kombinas-
yonunun  olduk¢a basarili  sonuclar  verecegi
duistintilmektedir.>

5.4. Tiikiiriik bezlerine gen transferi:
Farmakolojik yan etkiler, radyasyon tedavisi veya
Sjogren sendromu gibi otoimmun hastaliklar nedeni ile
tiikiiriik bezi fonksiyonunu kaybedebilmektedir.? Bilim
adamlar fonksiyonel olmayan tiiklriik bezi dokusunun
direkt tamiri yerine, parotis bezine doku mihendisligi
ile elde edilen tiikiiriik bezinin implante edilmesini
arastirmaktadirlar.>* Bu amacla parotis gibi biiyiik
tikdrik bezinin ana bosaltim kanallarina retroduktal
kanal yoluyla yeni bir gen transfer edilmektedir.>®
Duktal epitelyal hiicreler, asiner epitelyal hiicrelerden
farkh olarak sivi  sekresyonu yapamamaktadirlar.
Arastirmacilarin /n vitro ortamda asiner hiicreleri izole
edememeleri ve gelistirememeleri nedeni ile duktal
hiicre popllasyonunun modifiye edilmesi icin gen
tedavisi uygulanmaktadir.”® Yapilan bir calismada ek
bir vektdr sistem olmadan tek basina sonoporasyonun,
tlkirik bezi proteomlar lizerine minimal etki
edebildigi gdsterilmistir.*®

5.5. Keratinositlere gen transferi: Kerani-
tositler oral mukozada yer almaktadirlar. Keratino-
sitlere gen transferi, spesifik bir hastaligi normal pro-
tein ya da enzim yolu ile diizelten genin keratinositlere
enjekte edilmesi islemidir. Lokal doku bozukluklarinda
uygulanan gen tedavisinde ve sistemik gen terapotik-
leri icin bu hiicrelerin &ézellikleri uygundur.®’ Keratino-
sitler, keratinositlerdeki genetik defektin sebep oldugu
cilt hastaliklarinin yaninda sistemik hastaliklarin teda-
visinde gen tedavisinin hedef hiicresi olarak 6nemli
potansiyele sahiptirler. Henliz klinik deneylerde test
edilmemis olmasina ragmen, sistemik dongdiler igindeki
faktér 9 ve insan blyime hormonu gibi faktorlerin
kullanildigi  keratinositleri iceren hayvan modelleri
mevcuttur.”® Transgen iceren keratinositler tarafindan
kan dolasimina tasinan faktorlerin verimli ve devamlilik
gosteren bir uygulamasi heniliz basarii olmamistir.
Sirekli zaman araliklarinda istenilen faktorler enzimler
ve hormonlar yeterli seviyede tutmak hem keratino-
sitterde hem vaskiiler sistemde gelecek hedefler
arasindadir.!

5.6. Siddetli kronik agrinin giderilmesi:
Hastalarda karsilagilan agrinin kontrolii dis hekimligi
pratiginde 6nem tasimaktadir. Gen tedavisi ile birlikte
HSV tabanli gen vektorleri, birincil nosiseptoérleri
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(6zellesmis sinir uglar) iceren adr aktariminin belirli
bolgelerindeki nodraksislere direkt ulasma kapasitesine
sahiptir. Boylece sistemik ilaglarin etki etmedigi veya
hedeflere aclk olmayan bdlgelere ulasma olanadi
saglanmaktadir. HSV tabanli gen tedavisinin, gen
vektorleri tarafindan sadlanan bditlin néronlara ulasma
yetenegi ile semptomlar tedavi etme segenekleri arti-
nimaktadir.!! Yapilan bir calismada fareler (izerinde tek
seferde enjeksiyon yodntemi ile ensefalini kodlayan bir
viral vektoriin transgen ekspresyonu ve trigeminal
davranigsal agri Uzerine analjezik etkisi incelenmis,
viral vektorlerin direkt enjeksiyonunun trigeminal siste-
min patofizyolojisi icin faydali oldugu bildirilmistir.>

6. Karsilasilan sorunlar

Gen tedavisi halen yeni bir tedavi alani olarak
kabul gdrmektedir ve risklerin tamami ile gergeklese-
bilecek sorunlara iliskin detayl bir bilgi bulunma-
maktadir. Bu sorunlardan bazilari asagida siralanmistir:

6.1. Gen tedavisinin kisa 6miirlii olmasi:
Bir hastalikta uygulanan gen tedavisinin kalici
olabilmesi igin, hedef hiicrelere gdnderilen terapotik
DNA'In fonksiyonel olarak kalmasi ve terapdtik DNA
iceren hicrelerin  uzun 6mirli ve stabil olmasi
istenmektedir. Bircok hiicrenin hizli bdéliinen dogasi,
gen tedavisinin uzun donemde faydal etkilerini
engellemektedir. Bu nedenle gen tedavisi alan hastalar
ile birgok seans calisiimaktadir. Bunlarin yani sira yeni
genlerin kendilerini eksprese etmelerinde basarisizlik
gostermesi veya virlisiin istenen yaniti verememesi de
sorun yaratmaktadir.”**

6.2. Coklu gen bozukluklari: Tek gen mu-
tasyonuna badli bozukluklar gen tedavisi icin en iyi
aday konumundadirlar. Ancak yaygin olarak goriilen
kalp hastaligi, Alzheimer, diabet gibi hastaliklar igin
birgok aday gen bulunmaktadir. Coklu gen bozuk-
luklarinda gen tedavisi zor olmaktadir.”

6.3. Immun yanit: insan viicuduna yabanci
bir madde girdiginde immun sistem bu maddeye karsi
hareket gecmektedir. Immun sistemin gen tedavisinin
etkinligini azaltmasi potansiyel riskler arasinda yer
almaktadir.”!

6.4. Viral vektorler: Virlsler ile ilgili karsila-
silan sorunlar arasinda hastalarda toksisite, immun ve
inflamatuar yanit meydana getirmesi, gen kontrolu ve
dokulari hedeflemedeki basarisizliklar sayilabilmek-
tedir.”!!
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6.5. Mutagenezis eklenmesi: Viruslerin yan-
lis hiicreleri hedef almasi ile meydana gelebilen bir du-
rumdur. Or. DNA, genomun yanlis bélimiine entegre
oldugu vakit timori suprese edecegi yerde timor
olusturabilmektedir.”

SONUC

Pratikte tiim gen tedavileri icin tek bir gen
aktarimi  yonteminin  optimal olmadi§i,  spesifik
uygulamalar icin olabilecek en ideal metodun 6zellikleri
arasinda noninvaziv olmasi, hedef hicrelere ulasma
kapasitesinin yiiksek olmasi ve istenen slirede uygun
miktarda genetik materyal tasiyabilmesi istenmektedir.

Bu alanda 6nemli gelismeler kaydedilmis ol-
makla birlikte, insan Uzerinde yapilan gen tedavilerinin
basarisi igin guvenli ve etkin yontemlerin gelistirilmesi
adina halen blyik caba sarf edilmesine ihtiyag
duyulmaktadir.
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