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GEN TEDAVISI VE BIYOGUVENLIK
Gene Therapy and Biosafety
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OZET
Kirkkale Universitesi Gen tedavisi hastaliklar tedavi etmek veya onlemek amaciyla bir kisinin genlerinin
Tip Fakdltesi ekspresyonunun degistirilmesi olarak tanimlanabilir. Akademik ve ticari laboratuvarlarin

Tibbi Biyoloji ve Genetik AbD

zorlu calismalar ile 2006 yil verilerine gore 1273 gen tedavisi klinik deneme protokolii
KIRIKKALE

etik cevrelerce onaylanmistir. Ancak heniiz sadece bas-boyun kanserleri icin gelistirilen
bir gen tedavisi Urunud rutin kullamm icin Cin'de lisans alabilmistir. Gen tedavisi
denemelerindeki basarisizliklar terapdtik genlerin yetersizliginden
kaynaklanmamaktadir. Basarili gen tedavisinin oniindeki en nemli engel toksik olmayan
gen aktarim sistemlerinin olmayisidir. Gen tedavisinde viral ve viral olmayan cesitli
vektor sistemleri kullanilmaktadir ve her biri kendine 0zgli avantaj ve dezavantajlara
sahiptir. GUnuimuzde en etkili gen aktarim araglar, genlerini hedef hiicreye aktarma
ozellikleri nedeniyle, viruslerdir. Gen tedavisi kalitsal tek gen hastaliklan ve
kardiyovaskiiler hastaliklari da icine alan bir dizi hastaligin tedavisi amaciyla
gelistirilmekteyse de oOzellikle kanser tedavisi daha one cikmaktadir. Gen tedavisinin
pratikte yaygin uygulama alani bulabilmesi tedavi genlerinin hiicrelere yeterli dozlarda
aktarilabilmesine, genin hastalikli hucreleri hedefleyebilmesine ve aktarilan yeni
genlerin vicut tarafindan siki kontrol altinda tutulabilme yollarinin gelistirilmesine ve
dolayisiyla da biyogiivenlik problemlerinin asilmasina baglidir. Bu derlemede gen
tedavisinde kullanmlan vektor sistemleri anlatilacak ve biyoguvenirlik acisindan
degerlendirme kriterleri tartisilacaktir.
Anahtar Sozciikler: Gen tedavisi, biyoglivenlik, viral vektorler, non-viral vektorler
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lletisim: |} . Gene therapy can be described as the approach to change gene expression of an
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Kinkkale Universitesi individual to treat a disease. According to the annual gene therapy records in 2006, hard
Ty Fliltet work of both academic and industrial laboratories resulted 1273 gene therapy clinical
Tibbi Biyoloji ve Genetik AbD protocols that have been approved by ethical commitees. In spite of all these attempts
71100 KIRIKKALE there is only one licence so far and that has recently been given by China for the routine
Tel: 0318 357 35 71/1019 use of head and neck cancer treatment. Amajor obstacle to the successful application of
E-posta: agozcan@yahoo.com gene therapy trials is not a insufficient amount of therapeutic genes, but the lack of
nontoxic gene delivery systems. A variety of viral and non-viral systems are used for gene
therapy and each system owns its specific advantages and disadvantages. In the current
status, the most effective gene delivery tools are viruses because of their natural ability to transfer genes to target
cells. Gene therapy is being developed for a range of diseases including inherited monogenic disorders and
cardiovascular diseases, but this approach has been most evident for cancer. In order that gene therapy can be used in
clinical practice, delivery of therapeutic genes to cells at efficient doses, gene-targetting to the disease cells and
tight-control of the delivered genes should be improved, by another means, biosafety problems needs to be solved. In
this review, vector systems used in gene therapy will be explained and evaluation criterias for their biosafety will be
discussed.
Key words: Gene therapy, biosafety, viral vectors, non-viral vectors
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GIRIS

Gen tedavisi hastaliklarn tedavi etmek veya
onlemek amaciyla bir kisinin genlerinin
ekspresyonunun degistirilmesine denir. Gen tedavisi
degisiklige ugrayan hiicrelerin tipine ve degisikligin
sekline gore siniflandinlmaktadir (1).

Gen tedavileri hicre tipine gore, germ
hiicrelerine ve somatik hiicrelerine yapilan tedaviler
olarak siniflandinlabilir:

Germ hiicre serisi gen tedavisinde yapilan
degisiklik soylar boyu aktarilabilecek sekilde
kalicidir. Gamet, zigot veya erken donem embriyoda
yapilan degisiklik ile miimkiindiir. Cogu iilkede etik
olarak gelecek kusaklar etkileme yetisi nedeniyle
germ hiicre serisi tedavisi yasaklanmistir. Ancak,
mitokondriyal hastaliklar icin cekirdek gen transferi
etik acidan “kabul edilebilir” bulunmaktadir.
Mitokondri DNA's1 sitoplazmada bulundugundan
dolayr in vitro fertilizasyonu takiben (dort hlcre
asamasinda) tum hiicrelerin cekirdekleri izole edilir
ve cekirdegi cikarilmis dondriin yumurta hiicrelerine
verilir. Cekirdek transferi olan bu yontem aslinda
teknik anlamda klonlamadir.

Somatik hiicre serisi gen tedavisinde ise amac
bir hastamin belli hiicreleri veya dokularinda ilgili
hastaligr diizeltecek sekilde genetik degisiklik
yapmaktir. Somatik gen tedavisinde kisinin genomu
degisiklige ugramakta ancak bu degisim gelecek
kusaklara aktarilmamaktadir. Ginumuzdeki tim gen
tedavisi denemeleri ve protokolleri somatik hiicre
serisi tedavileriicindir.

Somatik hiicreler cesitli yollarla degisiklige
ugratilabilir. Bu gen tedavisi yaklasimlarin1 dort grup
altinda toplayabiliriz: gen ilavesi, gen degisimi, gen
ifadesinin (ekspresyonunun) inhibisyonu, 0zglin
hiicrelerin oldurilmesi:

Gen ilavesinde bozuk genin islevsel kopyasinin
verilmesi amaclanir. Hicrede mutant gen kalmakta
ancak buna fonksiyonel gen ilave edilmektedir.
Fonksiyon kaybina yol acan genetik hastaliklarin
diizeltilmesinde faydalidir. Ornegin kistik fibrozis gen
ilavesi  icin uygun bir hastaliktir. Ancak kalici
hasarlarin meydana gelmis oldugu durumlarda bu
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yaklasim sonu¢ vermeyecektir. Kanser tedavisinde
timore kars1 immin cevab1 artirmanin veya kusurlu
timor baskilayici genin islevsel kopyasinin ilavesinin
amaclandigi durumlarda da bu yontem uygundur.
Gen ilavesi, hipertansiyon kontroliinde damarlan
korumak (or. endotel nitrik oksid sentetaz gen
aktarimi) veya koroner arter hastalarinda vaskuler
biyiimeyi uyarmak (or. VEGF gen aktarimi) amaciyla
da denenmektedir.

Gen degisimi ise cok daha zor ve karmasiktir.
Amag, mutant geni fonksiyonel kopyasi ile
degistirmek veya mutasyonu in situ diizeltmektir.
Mutant gen iriiniiniin hiicreye zarar verdigi islevin
geri kazanimi sonucu diizelebilecek genetik
hastaliklarda tercih edilecek bir yontemdir.

Gen ifadesinin baskilanmasi ozellikle
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bir
yaklasimdir. Bu yontemde hedef patojenin
fonksiyonunun baskilanmasi amaclamir. Ayrica bu
yaklasim kanserde aktif hale gecmis onkogenlerin
sessizlestirilmesinde, otoimmiin hastaliklarda ve
belki fonksiyon kazanimina bagli genetik
hastaliklarda kullanilabilir.

Spesifik hiicrelerin oldiiriilmesi yontemi ise
ozellikle kanser tedavisinde yer bulmaktadir. Bu
amacla toksik kemoterapotik ajan, toksik olmayan
on ilac (prodrug) formunda viicuda verilirken, bu on
ilac1 aktifleyen enzimi kodlayan gen de kanser
hiicrelerine aktanlmaktadir. Bu yaklasima gen
gldiimlii enzim prodrug tedavisi (gene directed
enzyme prodrug therapy-GDEPT) veya intihar gen
tedavisi denilmektedir. Uygulamada, aktif on ilac
hedeflenmemis komsu hiicrelere de yayildigindan
guiclu birilave (bystander) etki olusturmaktadir.

GEN TEDAVISINDE KULLANILAN GEN
AKTARIM ARACLARI

Genlerin alici hiicreye aktarilmasi laboratuvar
ortaminda (ex vivo) veya hastanin viicudunda (in
vivo) gerceklestirilebilir:

Ex vivo gen tedavisinde, hiicreler hastadan
alinir ve hiicre kiiltiri ortaminda cogaltilarak
klonlanan gen aktarilir. Gen aktariminin
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gerceklestigi hiicreler secilerek hiicre kiiltiiriinde in
vitro olarak cogaltilir ve hastaya verilir. Hastanin
bagisikik sistemi tarafindan bu hicrelerin red
edilmemesi icin mimkiin oldugunca hastanin kendi
hiicreleri (otolog hiicreler) tercih edilir. Ancak bu
yontem, hastadan alinabilecek hiicrelere
(Hematopoetik sistem hiicreleri, deri hiicreleri vs.),
hiicrelerin engraft induklenebilmesi ve hastaya
tekrar verildikten sonra uzun siire yasayabilmesi ile
sinirlidir.

In vivo gen tedavisi ise, alic1 hiicrelerin in vitro
kiiltliriiniin yetersiz oldugu (6r. beyin hiicreleri) veya
kiltlird yapilan hicrelerin hastaya re-implantinin
etkili bir sekilde yapilamadigi durumlarda tek
secenektir. Doku hedeflemesi bu yontemde onemli bir
sorundur. Transfer edilen gen dogrudan hedef dokuya
veya genel dolasima verilebilir ancak aktarim icin
kullanilan vektor sadece hedeflenen hiicreler
tarafindan alinacak sekilde veya sadece hedeflenen
hiicrelerde gen ifadesi olacak sekilde tasarlanmis
olmalidir. Bu yontemde geni almis veya ifade eden
hiicreleri cogaltma ve segme imkani olmadigindan in
vivo gen tedavisinin basarisi gen aktarnimi ve
ifadesinin (ekspresyonunun) etkinligine baglidir.
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Aktarilacak gen, alici hicrenin kromozomuna
girecek ya da epizom olarak kalacak sekilde
tasarlanabilir. Uzun sireli gen ifadesinin
saglanabilmesi icin yabanci genin alici hiicrenin
kromozomuna entegre olmas1 (ozellikle kok
hiicrelerde) tercih edilebilir. Boylelikle hiicre
dongiisiinde hiicre béliindiikce gen de ¢ogalacaktir.
Ancak kromozoma entegrasyon baz1 sorunlar
tasimaktadir. Cogu genin kromozoma entegrasyonu
rasgele olmaktadir ve bu entegrasyon hastanin
degisik hiicrelerinde farkli sekilde gerceklesir.
Entegre olan genin ekspresyonu kromozomdaki
yerlesimine bagli olarak beklenmeyen etkiler ortaya
cikartabilecegi gibi, gen ekspresyonunun tamamen
durmasi da s6z konusudur. Genin disuk diizeyde
eksprese edilebilmesi veya kisa sireli ifade edilip
tamamen sessizlesmesi de mimkiindir. Daha da
kotiisi endojen genlerin ekspresyonunu
degistirebilir. En biiylik endise ise yiiksek diizeyde
ifade edilen bir genin kromozoma entegre oldugu
bolgedeki bir onkogeni uyarmasidir. Siddetli
kombine immiin yetmezlik (SCID; Severe Combined
Immune Deficiency) icin tedavi edilen uc¢ hastada
terapotik geni tasiyan retroviral vektoriin

Sekil 1. Gen tedavisinde kullanilan vektorler ( www.wiley.co.uk/genmed/clinical )

The Journal of Gene Medicine, © 2007 John Wiley and Sons Ltd

Adenovirus 26% (n=322)

Retrovirus 23% (n=293)
Ciplak/Plazmid DNA 18% (n=230)
Lipofektin 9% (n=99)

Vaccinia virus 7% (n=88)

Poxvirus 6.8% (n=85)
Adeno-associated virus 3.7% (n=46)
Herpes simplex virus 3.4% (n=43)
RNA transfer 1.3% (n=16)

Digerleri 4% (n=31)

Bilinmeyenler 2.9% (n=36)

www.wiley.co.uk/genmed/clinical
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Tablo 1. Gen tedavisinde kullanilan vektorlerin karsilastirmas
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Vektor Aktarilan Titre Genoma In vivo Dezavantajlan Avantajlan

gen (cfu.ml’) entegrayon transfeksiyon
biiyiikliigu etkinligi
(kB)

RV 5-7 10%7 * T Sadece boliinen hiicrelere Boliinen hiicrelere
transfeksiyon kararli transfeksiyon
+RCV*

AV 8-30 10" 0 Timmiinojenite Hem boliinen hem
+ RCV bolinmeyen
Gecici ekspresyon hicrelere

transfeksiyon

AAV 2-4 10%° +(?) T Kiicuk klonlama bolgesi Kararli transfeksiyon

HsV <30 10 y timmiinojenite Buyuk klonlama
+RCV bolgesi, ndron

ozgunlug

HSV <25 Veri yok 1 Cicek agistyla asilanmamis Cok cesitli huicreyi
immiin yetmezligi olmayan etkin olarak enfekte
kisilerle simirl edebilme

Vaccinia ~8 10°7 + 0 Sadece bolinen hiicrelere Béliinen hiicrelere
transfeksiyon kararli transfeksiyon
+RCV*

Lipozom > 20 Veri yok Degisken Gegici ekspresyon Genis klonlama
Baz1 hiicrelere toksisite kapasitesi

Ciplak > 20 Veri yok N Gegici ekspresyon Genis klonlama

DNA kapasitesi, sadece

kasda ekspresyon
stirekliligi

*RCV: replikasyon komponenti viriis

kromozoma entegrasyonu sonucunda 10° modifiye T
hiicresinden birinde LMO2 onkogeni aktive olmus ve
l6semi gelismistir (2, 3). Tedavi sonrasi, hastalarin T
hiicrelerinde 50 farkli insersiyon bolgesi saptanmis,
ancak bu klonlardan bir tanesi digerlerinden daha
fazla cogalarak T-hiicre losemisine yol acmistir. Bu
olumsuz gelismeler, kromozoma rastgele entegre
olan vektorleri gen tedavisi araci olarak kullanan
klinik protokollerin reddine yol acmis ve tiim diinyada
retroviral transdiksiyonu yapilmis genis lenfosit
havuzlarinin  kullanim1 yasaklanmisti.  Tum bu
nedenlerden dolayi, 2006 yili verilerine gore onay
almis 1273 gen tedavisi klinik deneme protokollerinin
%23'U
ekstrakromozomal olarak kalan (epizomlar halinde)

retroviral kaynakli olmasina ragmen,

vektorler gen tedavisinin ana araci olarak
(Sekil 1).

gen tedavisinin simirli  bir

gorulmektedir Epizomal vektorlerin

dezavantaji sire
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siirdirilebilmesidir. Eger hedef hiicreler aktif
olarak boluntyorsa hicre popilasyonu genisledikce
epizomlar seyrelecektir. Dolayisi ile kalici bir tedavi
imkansizlasacak ve tedavinin tekrarlanmasin
gerektirecektir. Bazi durumlarda, ornegin kanser
hiicrelerinin oldurilmesi veya akut bir enfeksiyonun
tedavisi amaclandiginda, bu yontem problem teskil
etmez clinku tedavi amacli aktarilan genin uzun
sireli ifadesine gerek yoktur. Genin epizomal

ekspresyonu sinirli olmasi1 istenmeyen ve
beklenmedik durumlarin ortaya ¢iktigi durumlarda
ise avantaj saglamaktadir.

ideal bir gen transferi yéntemi heniiz mevcut
degildir. Herbirinin farkli avantaj ve dezavantajlan
vardir (Tablo 1). insan hiicrelerine transdiiksiyon
ile memeli

etkinliginin yiiksek olmas1 nedeni

virusleri gen transferinde en cok kullanilan

vektorlerdir. Onaylanmis gen tedavisi klinik deneme
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protokollerinin %70 viral vektorleri kullanmaktadir
(Sekil 1) ve bu virlslerin baslicalan retroviriisler
(RV), adenovirisler (AV), adenoasosiye virlsler (AAV),
herpessimpleks virus (HSV), ve vaccinia virus'dur.
Secilecek virls, hedef hicreye ve gecici veya uzun
siireli gen ekspresyonu ihtiyacina gore
belirlenmektedir. Gelistirilen cesitli vektor sistemleri
asagida 6zetlenmistir (4).

1.VIRAL SISTEMLER:

a.Retroviral vektorler:

Cogunlukla Moloney fare losemi viriisii (MoMLV)
kaynakli vektorlerdir(5). Retrovirisler RNA
virusleridir ve tasidiklar1 reverz transkriptaz
sayesinde genomlarindan cDNA sentezleyebilirler.
Retroviriusler, enfekte ettikleri hiicrelerin
sitoplazmalarina nikleoprotein kompleksi
(preintegrasyon kompleksi) tasirlar. Bu kompleks
viral RNA genomunun reverz-transkripsiyonunu ve
olusan cDNA'nin konakgi hiicrenin kromozomunda
herhangi bir yere rastgele girmesini saglar. Konakgi
kromozomuna ulasabilmesi i¢in retroviral cDNA
gereklidir ve erisim sadece hiicre
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yeteneginden dolay1 bu olasiligi ortadan kaldirmak
icin gen tedavisinde kullanilan retrovirisler genetik
olarak degistirilmistir. Retroviruislerin normalde iic
transkripsiyon Unitesi vardir. Bunlar; gag, pol ve
envdir. sis-etkili RNA eleman1 ise viral proteinlerin
RNA'y1 paketleyebilmesi icin gerekli olan RNA
tanima bolgesidir. Vektorde gag, pol ve env genleri
cikanlmistir ve bu bolgeye terapotik gen klonlanir.
Retroviral vektorlerin klonlama kapasitesi 8 kb'dir.
Terapotik geni tasiyan vektorun paketlenmesi gag,
pol ve env fonksiyonu olan ama bitun retroviral
genomu icermeyen 6zel bir hiicre ile saglamir (Sekil
2). Homolog rekombinasyon ile vektorin bu
hiicrelerden viral proteinleri kodlayan genleri
tekrar kazanmamasi, yani replikasyon kompenenti
viris (RCV) olusumunu onlemek icin, bu genlerin
hiicrede lokalizasyonu tek bir ekspresyon vektoru
tizerinde bulundurulmamaktadir. Her bir gen farkli
ekspresyon vektoru uzerinde bulunacak sekilde
hiicre tasarimi yapilmaktadir. Boylelikle gen
tedavisinde kullanilan retroviral vektoriin dogal
viris formuna donlisme olasiligi cok

bolinmesi esnasinda cekirdek
membranit kayboldugunda
gerceklesebilir. Bu nedenle

retrovirisler sadece boliinen Retroviral Genom

hucreleri enfekte edebilirler. Bu
durum retroviral vektorlerin
kullanimini sinirlamaktadir. Ancak Vektor Genom

sadece cogalan hiicrelere gen

Sekil 2. Retroviral vektorler ve paketleme hiicre serileri

hd gag pol env

v

Toropatik gen

aktarabilme potansiyeli olmasi
L. . Paketleme
kanser tedavisinde avantaj | hiicreleri
yaratmaktadir. Ornegin beyin
timorlerinde kullanimi
(cogalmayan normal beyin
hiicreleri arasinda aktif olarak

cogalan kanser hiicrelerine

terapotik geni secici olarak \

\
e
Vektsr genom P——{
|
OOO% OO graft/:ionl leri
AAAA
Cekirdek A A

Env proteinleri

aktarabileceginden dolayr)
oldukca guvenlidir.
Dogal retroviriislerin hiicreleri

tranformasyona u _é, ratma Resim, Strachan ve Read'den modifiye edilmistir (1).
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azaltilabilmektedir. Gag ve polun bir vektorde,
envnin diger vektor Uzerinde bulundugu hiicre
serilerinde (rekombinasyon olasiiginin 1/10 000
oldugu gbz oOniine alindiginda) retroviral vektoriin
patojenite kazanma olasiig1 10* olacaktir. Retroviral
vektorlerin uretildigi paketleme hiicrelerinin (virus
producer cells-VPC) fare kaynakli olmasi insanlarda
antikor olusumu ve kompleman aktivasyonuna bagli
olarak gen tedavisi etkinliginin disiik olmasina yol
acabilmektedir (6). Bu nedenle insan hiicresi kaynakli
paketleme hiicre serileri gelistirilmeye ve klinik
deneme protokolleri olusturulmaya calisilmaktadir
(7). Retroviral vektorlerin uzun uc tekrarlan (5'-LTR)
bolgesindeki promotor bolgeleri dokuya o0zgu
promotorlar ile degistirilerek gen tedavisinde doku
hedeflemesi de saglanabilmektedir (8).

Retroviral vektorlerin hiicrelere DNA aktarim
etkinligi yiiksektir ve erken donem gen tedavisi

GEN TEDAVISi VE BiYOGUVENLIK

denemelerinin cogunlugunda kullanilmislardir.

Ancak, insersiyonal mutasyon riski nedeni ile

asagida anlatilan diger vektorlere yonelinmistir.
b.Adenoviral vektorler:

Adenovirtsler (Ad) insanlarda Ust solunum yolu
enfeksiyonu yapan zarfsiz cift iplikli DNA
virusleridir. Simdiye kadar 51 farkli insan adenoviris
serotipi bilinmektedir. Gen tedavisi vektorleri
genellikle Ad2 ve Ad5 virus kaynaklidir. Ad virisler,
yliksek niikleer transfer etkinligi, genis doku
tropizmi ve dusuk patojenite ozellikleri nedeniyle
vektor gelistirilmesinde tercih sebebi olmuslardir.
Adenoviral vektorler yiksek titrelerde
(retrovirallerden cok daha fazla)uretilebilmektedir
ve hem cogalan hem de cogalmayan hiicrelere etkin
gen transferi yapabilmektedirler. Lineer cift-sarmal
DNA's1 hiicre nukleusunda konak¢t genomuna
entegre olmadan epizomal kalmaktadir. Yukanda

Sekil 3. Adenoviral Vektorler

I T T T T
10 000 20 000 30 000

AE1B

| Nukleotidler

anlatildigr lizere, bu o6zellik
biyoguivenlik acisindan avantaj, uzun
stireli ekspresyon saglayamadigindan

dezavantaj olusturmaktadir.

Retroviral vektorler de oldugu gibi
E1AE1B - adenoviral vektorlerin de
DD > L "
. Z uretilebilmesi icin yardimci hicrelere
1 — Ad5 Genomu . . . . .
R — <_QQ <_Q ihtiyac vardir. Adenoviral vektorlerin
E2A E4 genomu (26-45 kb; or. Ad5 35 kb'dir)
D> Transgen . biiyiik oldugundan dolay1 baslangicta
Y B 1. Kusak Vektorler . . .
farkli defektif gen bolgeleri iceren
D> Transgen s .. e .
- . cesitli vektorler Uretilebilmistir (9).
== == == | 2. Kusak Vektorler o . .
AE1 AE2 AE3  AE4 Birinci kusak vektorlerde DNA
Transgen 1 Transgen 2 sentezini ve gec viral ekspresyou
— —— ] | 3 Kusak‘Vektorler kodlayan E1 bblgesi cikanlmistir.
Kodlamayan DNA blg (‘Gutless’) s .. . .
Ikinci kusak vektorler de ise Ef'e
T — Onkolitik Vektorler

ilaveten E2 ve E4 bolgeleri
cikanlmistir (Sekil 3). Ancak bunlarin

Adenoviral vektorlerin 1. kusaginda E1(+/- E3)-delesyonlari, 2. kusaginda E1(+/-
E3) ve E2/4 delesyonlar vardir.3.kusakta viral genomun kodlayan kisminin biiyiik
boliimii ¢ikarilmistir. Onkolitik vektorler ise E1B geni disinda tiim viral genomu
tasimaktadir. Resim, Volpers ve Kochanek'in makalesinden modifiye edilmistir (9).
E1; Erken fonksiyonlari diizenler. Viriis replikasyonu icin gerekli, E2; Replikasyonda rol
oynayan proteinler ve DNA polimerazi kodlar, E3; Patojenitede onemli: Enfekte olmus
hiicrelerin yiizeyine MHC I'in gelmesini engeller, enfekte hiicrelerin lizisini onler, E4;
Gen ekspresyonunu diizenleyen genleri kodlar.
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adenoviral proteinlere bagl
immiinojenitesi yiiksek oldugundan
dolay1, daha sonra tiim viral genlerin
cikarildig1r ve replikasyon orijin
bolgesinde olan ITR (‘tersdonmis ug
tekrarlar-inverted terminal repeats-'
ve paketleme sinyalinin (¥) birakildig
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‘gutless’ veya yardimci-bagimli vektorler
‘Gutless' vektorler 35 kb'lik
terapotik DNA'y1 tasiyabilmektedir. Viral gen

gelistirilmistir (9).

ekspresyonunun olmamasi bu vektorlerin toksisitesini
ve imminojenitesinin cok azaltmistir. 'Gutless' Ad
vektorler karaciger hiicrelerinde transgen
ekspresyonunu bir yildan fazla saglayabilmektedir.
Ancak, 'gutless’ vektorlerin uretilebilmesi icin viral
gen fonksiyonlarinin saglandigi yardimci hiicrelere
ihtiyac vardir. Duzenleyici ve yapisal viral
proteinlerin hepsini gerektigi zamanda ve miktarda
uretebilen hiicre serileri heniiz istenilen diizeyde
gelistirilebilmis degildir. Bu nedenle, ‘gutless’
vektorleri iretmek halihazirda cok zordur.

Ad2 ve 5 serotipinin, bircok hiicrede bulunan
Coxsackie ve adenoviris reseptorleri ile primer
olarak hicreye tutunmasi ve «, integrinler ile de
hiicreye girmesi genis doku tropizmi saglamaktadir
(10, 11). Dolayistile hedeflenmeyen dokularda da gen
ekspresyonuna yol acacagindan sistemik kullanimlar
sakinca olusturmaktadir. En biyuk problem ise yuksek
immiinojeniteleridir. 1999 yilinda Faz | ornitin
transkarbamilaz (OTC) vyetmezligi gen tedavisi
denemesi esnasinda Jesse Gelsinger 6x10" ikinci
kusak rekombinant adenoviral partikiliinu intra-
hepatik enjeksiyon ile aldiktan iki glin sonra kuvvetle
muhtemel Ad vektoriin tetikledigi sitokin salinimin
yol actigr yaygin intravaskiiler koagiilasyon, akut
pulmoner ve multiorgan yetmezligi nedeniyle
olmiistiir (12). Diger denemelerdeki hastalar daha az
ama belirgin bir inflamatuvar cevap gelistirmistir.
Adenoviral vektorlerin diger bir dezavantaj ise kisa
siireli ekspresyon saglayabilmeleridir. Birinci kusak
rekombinant adenoviral vektorlerin kullanildig kistik
fibrozis gen tedavisi denemelerinde transgen
ekspresyonu ikinci hafta sonunda azalmaya baslamis,
dordiincu haftada ise kaybolmustur. Surekli
ekspresyon icin tekrarlayan uygulamalar
gerekmektedir ve bu da immin cevabi
siddetlendirmektedir. Ad vektor partikillerine karsi
tipe 0zgi notralizan antikorlarin gelismesi vektoriin
tekrarlayan uygulamalarini sinirlayabilmektedir. Bu
sorunu cozmek icin gen transferi esnasinda gecici
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immiin supresyon yapilmasi yan sira tekrarlayan
uygulamalarda farkli serotip veya hayvan
adenovirus kaynakli vektor alternatifleri tUzerinde
calisilmaktadir (13, 14).

Belki de adenoviral vektorler gercek kullanim
yerini yuksek fakat gecici transgen ekspresyonunun
istendigi durumlarda bulacaklardir (6rnegin kanser
hiicrelerinin olduriilmesi icin). Bu amacla, Ad
viruslerin onkolitik vektor olarak tasarlanan
formlarinda, virlisiin sadece replikasyon orijininde
modifikasyon vardir. Kondisyonel replikatif vektor
olarak da isimlendiren bu vektorler herhangi bir
transgen tasimaz (Sekil 3). Ad vektorlerin
replikasyon bolgeleri bazi1 hiicre dongisi
diizenleyici proteinlerine baglanmaktadir. Ornegin
Ad-E1A replikasyon bdlgesi pRB'e baglanir. E1A, S-
fazina girisi uyarir ve viral enfeksiyon icin kritik olan
viral ve hicresel genleri trans-aktive eder. E1A
bolgesi defektif virlsler (dl922-947) pRB'e
baglanamadigindan E2F'i (hiicreyi S fazina geciren
faktor) pRB'den kurtaramaz ve dolayisi ile virus
cogalmas1 gerceklesemez. Bu nedenle normal
hiicrelerde Ad-E1A virlsleri cogalamaz, ancak pRB
yolagi anormallikleri olan tiimorlerde cogalarak
timor hiicrelerini lizise ugratmaktadir. Ad-E1B ise
p53'e baglanarak virlisin c¢ogaldigi hiicrelerin
apoptozise gitmesini onler. E1B bolumu defektif
adenoviral virusler (ONYX-015 veya dl1520) normal
hiicrelerde p53 blokaj1 yapamayacagindan
apoptozis ve blyume tutuklanmasi nedeniyle
cogalamayacaktir, p53 mutasyonu ile giden kanser
hiicrelerinde ise virusler cogalarak hiicreleri lizise
ugratacaktir. ONYX-015, bas-boyun kanserlerinde
faz Il klinik denemelerde kemoterapi ile birlikte
kullanilmaktadir (15). Diger bir yaklasim ise E1A ve
E1B gen ekspresyonunu tumor veya doku tipine ozgu
promotorlarin kontrolunda saglamaktir. Onkolitik
adenovirusler ile elde edilen sinirli klinik denemeler
bu ajanlarin giivenli oldugunu, ancak kombine
tedaviler ile yeterli klinik cevaplar alinabildigini
ortaya koymustur. Bu nedenle, intihar (GDEPT) gen
veya immun-modulator gen eksprese eden
rekombinant onkolitik vektorler gelistirilmeye
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calisilmaktadir (16).

c. Adeno-asosiye viral vektorler:

Adeno-assosiye virusler (AAV) zarfsiz, tek-iplikli
DNA virusleridir. Parvovirus ailesine ait olan AAV'lerin
replikasyonlari icin adeno- veya herpes virlslerin
yardimina ihtiyaclarn vardir. Cogu AAV-kaynakli
vektorlerde AAV serotip 2 kullamlmistir. AAV-2'nin
primer reseptorleri heparin siilfat proteoglikanlar,
yardimci reseptorleri ise fibroblast blyime faktor 1
reseptoru ve o,f; integrinlerdir ve yaygin doku
tropizmleri vardir. Retina ve havayolu epitel hiicreleri
tropizmi olan AAV-5, iskelet kaslarina gen aktarimi
cok etkin olan AAV-6, karaciger tropizmi gosteren
AAV-8 serotipleri sirasiile kistik fibroz, kas distrofileri
ve hemofili gen tedavileri icin gelistirilmektedir (16).
Patojenik olmayan modifiye edilmemis AAV 2, insan
hiicrelerinde 19. kromozomun q13.3-qter bolgesinde
0zgiin bir bolgeye entegre olarak latent enfeksiyona
yol acar. Bu o6zelligi sayesinde, risk olusturmadan
uzun sureli transgen ekspresyonu yapabilmektedir.
Ancak, spesifik entegrasyonu saglayan viriisiin rep
proteinidir ve rep geni gen tedavisi vektorlerinden
cikanlmistir. AAV vektorlerinde rep geni yani sira cap
geni de olmak uzere AAV genomunun %96'si
cikanlmistir. Vektorde viriisten sadece uclardaki ters
donmiis tekrarlarn kalmistir.  Diger sistemlerde
oldugu gibi viriis partikiillerinin tretilmesi icin gerekli
genler (rep ve cap AAV genleri, E2a, E4 adenoviral
genleri dahil) paketleme hiicreleri (HEK 293)
tarafindan saglanmaktadir. Paketleme hiicrelerinde
eksik olan ise AAV'nin ters donmus uc tekrarlandir.
Rekombinant vektor hic viral gen icermediginden
yiiksek diizeyde giivenlik saglar. Ancak, AAV genomu
cok kiiclik oldugundan sadece 4.5 kb uzunlugunda
DNA tasiyabilir. Nispeten kisa DNA dizileri
tasiyabilmesi ve yiksek titrelerde Uretilememesi bu
vektorin de kullamim alanint sinirlamaktadir (17).
AAV vektorler ile kistik fibrozis faz | klinik
denemelerinde cesaret verici sonuclar alinmis ve
hiicresel immun cevabin gozlenmemis olmasi AAV
vektorlerin gen tedavisinde etkili bir sistem
olabilecegi konusunda umut 15181 olmustur. Ancak
Hemofili B deneme protokolu intrahepatik artere

42 Tirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji Dergisi

GEN TEDAVISi VE BiYOGUVENLIK

uygulanmasi nedeniyle karaciger hasari ve vektére
karst immiin cevap gelistirme potansiyeli
tasimaktadir. AAV vektorler icin diger bir sorun da,
cok kiside notralizan antikorlarin bulunmasidir.
Degisik serotiplerin kullamlmasi bu sorun icin bir
¢Ozum olabilir (16).

d.Herpes simplex viriis (HSV) vektorleri:

HSV vektorleri santral sinir sistemi icin tropizm
gosterir. 152 kb'lik cift-iplikli DNA genomu ve en az
80 gen icermesi ile kompleks bir virustur.
Kromozoma entegre olmaz ancak duyusal
ganglionlarda yasam boyu suren latent enfeksiyon
olusturabilirler. Latent kalma mekanizmasi ile
transgenin uzun siireli ekspresyonunu saglayabilme
potansiyeli mevcuttur. Parkinson hastaligi ve santral
sinir sitemi timorleri gibi durumlarda noronlara gen
transferi ana uygulama alan olabilecektir ancak
pratikte kullamim icin heniuz erken donemde olan
vektorlerdir (18). Gen tasima kapasitesinin en az 30
kb olmasi en onemli avantajidir. Ayrica sistemik
toksisite ciktig1 taktirde asiklovir gibi antiherpetik
ilaclar ile viral replikasyonun durdurulma
avantajina sahiptir. Ancak latent duruma gecince
HSV'nin, vektore takilan terapotik gen dahil tim
genlerin ekspresyonunu susturmasi dezavantaj
olusturmaktadir. Latent donemde sadece HSV'nin
LAT bolgesi aktif kalmaktadir. LAT bolgesi LATP1 ve
LATP2 promotorlarinin kontroli altindadir ve latent
surecle iliskili transkriptleri olusturmaktadir.
Terapotik genin LAT bolgesine klonlanmasi belki de
bu problemi cozebilecektir (19). HSV I genleri de
modifiye edilerek onkolitik ozellik
kazandinlabilmektedir. Onkolitik HSV | vektorleri
ve klinik denemeleri ile ilgili daha ayrintii bilgi
Young ve ark. tarafindan yayinlanan derlemede
bulunabilir (16).

e.Poxvirus/Vaccinia viriis vektorleri:

Cicek hastaligimin eradikasyonundan once asi
susu olarak kullanilan Poxvirus kaynakli Vaccinia
virusu guniimiizde gen tedavisi araci olarak tekrar
glindeme gelmistir. 200 kb bliyiikliigiinde genoma
sahip Vaccinia virusunin klonlama kapasitesi
yuksektir (25 kb) ve konak¢r genomuna entegre
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olmaz. Cogu memeli hiicresini enfekte edebilir. Ancak
tim viris genlerini bunyesinde bulundurmasi ve
replikasyon 0zelligi olmas1 nedeniyle immiin cevap
gibi yan etkiler olusturabilir. Tumor hicreleri soz
konusu oldugunda bagisik yanit avantaj
olabilmektedir. Vaccinia ile melanomada
immunoterapinin Faz Il klinik deneme verileri
aciklanmistir (20).

f. Diger:

Klinik deneme protokolleri olusturulmus
yukandaki vektorlere ilaveten laboratuvarlarda
bircok farkli virus grubundan da vektor gelistirilmeye
calisilmaktadir. Bunlarin baslicalan ise Alfavirus ve
Lentiviral vektorlerdir. Alfavirisler, Togaviridae
ailesinin bir uyesidir ve tek-iplikli RNA virusudur.
Vektor olarak benzer 6zelliklere sahip li¢ degisik viriis
kullanilmaktadir. Bunlar: Semliki forest virlis (SFV),
Sindbis virls (SIN), ve Venezuelan equine encephalitis
viris (VEE)'dir. Gen aktarim araci olarak kullanilan
cogu alfaviriis vektorii replikasyon yapamaz ve
replikasyonu icin gerekli genler yardimci huicrelerden
saglanir. Ancak intratimodral gen aktariminda
kullanilmak icin replikasyon 6zelligi olan vektorler de
yapilmistir. Bu vektorler dogal alfaviriisiin  tim
genlerini tasimaktadir. Alfaviruslerin hucre toksitesi
yiiksek ve hiicre tropizmi genis oldugundan bircok
tumorun gen tedavisi icin uygundur. Rekombinant
alfaviriislerin intratimoral enjeksiyonu timor
hiicrelerinde apoptozisi tetiklemektedir (21).
Lentiviral virtsler ise bolinmeyen hicreleri de
enfekte edebilen ozellesmis diploid retroviruslerdir
(22). immiin sistemi tetiklememeleri ve yiiksek
diizeyde gen ekspresyonu saglamalan diger onemli
avantajlandir. Cogu lentiviral vektorlerin kaynagi
insan HIV (human immunedeficiency viris) virusudiir.
Diger retroviriisler gibi genoma rastgele entegre
olmasit nedeniyle benzer giivenlik sorunlan
tasimaktadir. HIV genomu standard retroviriislerin
genomundan cok daha karmasiktir. Standard
retroviruslerde bulunan transkripsiyon Unitelerine
ilaveten tat ve rev genleri vardir. Gereksiz genlerin
¢ikarilmasi, guvenli paketleme hicre serilerinin
olusturulmas1 ve bunlar1 yaparken vektorin
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boliinmeyen hiicrelere transdiiksiyon kabiliyetinin
korunmasi icin cok caba harcanmistir. Giivenligi
artirmak amaciyla kendini inaktive eden vektorler
gelistirilmeye calisilmaktadir (23). Rekombinasyon
komponenti viriislerin olusma potansiyeli nedeniyle
domestik kedilerde HIV benzeri tabloya yol acan FIV
(feline immunedeficiency virlis) ve atlarda anemiye
yol acan bir lentivirlis olan EIAV (equine infectious
anemia virus) viris tabanli vektor sistemleri
gelistirilmeye calisilmaktadir. Lentiviral vektorleri
kullanan sinirli sayida klinik deneme protokolii
onaylanmis bulunmaktadir.

2. VIRUS HARICI VEKTOR SISTEMLERI :

Virls haricindeki vektor sistemlerinin uretimi
kolay ve goreceli olarak ucuzdur, paketleme
kapasiteleri buyuktiir ve herseyden onemlisi
biyogiivenirliligi yliksektir. Laboratuvarda yabanci
DNA'y1 hiicre icine aktarma gorece olarak kolaydir ve
viral sistemlerin givenlik problemlerinin kontrol
altina alinamadigi durumlarda bu yontemlerin
bazilarinin gen tedavisinde kullanilma potansiyeli
vardir. Ancak giinimizde tum bu yontemlerin,
diistik gen transfer etkinligi ve kisa siireli ekspresyon
olusturabilme problemleri vardir.

a.Lipozomlar:

Lipozomlar, memeli hicrelerinin membran
yapist model alinarak yapay olarak belli lipidlerin
sivi ortamda karistirilmasi ile olusturulan sentetik
araclardir. Lipozomlar, virozomlar, katyonik lipidler,
lipopolilizinler, polikatyon konjugatlar gibi cesitli
formlarn vardir. Ornegin fosfolipidler, biyolojik
membranlarin yapisini taklit eden cift tabakali arac
olusturur. Fosfolipidlerin olusturdugu aracta
hidrofilik fosfat gruplar dis tarafta, hidrofobik lipid
kuyruklan i¢ tarafta bulunur. Aktarilacak DNA in
vitro lipozom ile paketlenir ve in vivo hedef dokuya
dogrudan gen transferi icin kullanilir. Lipozom-DNA
kompleksi lipopleks, polimer-DNA kompleksi ise
polipleks olarak adlandinlir. Katyonik lipozomlarin
pozitif ylizey yikii oldugundan DNA ile dogal olarak
kompleks olusturur. Ancak anyonik ve notral
lipozomlarin DNA ile kompleks olusturabilmesi icin
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DNA'min baska araclarnn icine konulmasi gerekir.
DNA'nin lipid kilif ile sarilmasi DNA'nin in vivo ortamda
parcalanmasim onler ve hicre icine endositoz ile
alinmasini saglar. Katyonik lipozomlarin gen aktarim
etkinligi daha iyi oldugundan (negatif yuklu
membranlara kolaylikla penetre olur) ve hucre icinde
aktarilan DNA'y1 yikimdan etkin bir sekilde
koruyabildiginden, gen aktarim deneylerinde en fazla
tercih edilen formdur (24). Viral vektorlerden farkl
olarak DNA-lipid kompleksini hazirlamak kolaydir ve
aktarilan genin buyikliginiu simrlayan bir durum
yoktur. Ancak, gen aktarim etkinligi viral
vektorlerden 10 000 kez disuktur ve aktarilan DNA
kromozomal DNA icine entegre olacak sekilde
tasarlanmamistir. Ozellikle cogalan hiicrelerde gen
yogunlugunun dismesi onemli bir problemdir ve
transgen ekspresyonunun kisa sireli olmasina yol
acmaktadir.

b. Elektroporasyon:

Ciplak DNA, bazi durumlarda hedef dokuya,
ornegin kasa, enjeksiyon ile dogrudan uygulanabilir.
Direkt uygulamada diger bir secenek ise
elektroporasyondur. Bu metod, kisa elektrik uyarilar
vererek transmembran potansiyelinin
indiuklenmesine ve hiicre zarinda kicuk araliklar
acilmasini saglar. Olusan bu araliklardan DNA hiicreye
daha kolay girer. Her doku 6zgin ve kendine has
ozellikleri oldugundan dolay1 etkin bir transfeksiyon
icin optimal elektroporasyon kosullar1 yoktur.
Transfeksiyon etkinligi hem elektrik akiminin
amplitiid ve siiresine hem de DNA yogunluguna
baglidir. in vitro kosullarda birkac kilovoltluk voltaj
ve birkac mikrosaniyelik akim suresi optimal
olabilirken, in vivo kosullarda onlar hatta yuzlerce
kilovolt ve milisaniyelik akim gereklidir (25).
Elektroporasyonun in vivo uygulamasi hedef dokuya
in situ elektrodlar takilarak uygulanmaktadir. Kas,
beyin, deri, karaciger ve tiimor dokularina
elektroporasyonla basarili gen aktarimlan
yapilmistir.

c. Dogrudan enjeksiyon veya partikiil
bonbardiman:

Elektroporasyona benzer diger bir ydntem
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partikil bonbardimani (biyolistik veya 'gene gun’)
teknigidir. Metal (altin) parcaciklarinin {izerine
kaplanan DNA 6zel bir tabancadan huicreye yuksek
basin¢ ve hiz altinda (sikistinlmis helyum yardim
ile) ateslenir. Bu basit ve nispeten guivenli yontemle
bazi dokulara basarili gen aktarimi yapilmistir.
Ancak bu enjeksiyon yontemiyle de gen aktarim
etkinligi disiiktir ve enjekte edilen DNA hiicre
genomuna kararli bir sekilde entegre
olamamaktadir. Kas gibi diizenli olarak cogalmayan
dokularda DNA dayanikligr cok oOnemli
olmayabileceginden ve aylarca enjekte edildigi
kasda ekspresyonuna devam edebileceginden
dolayr, bu yontemin ilk uygulamalann 'Duchenne
muscular dystrophy' fare modelinde (mdx fareleri)
distrofin geninin aktarimi seklinde olmustur (26).
Distrofin geninin blyiikligl nedeni ile bir minigen
kullamlmistir. Minigen, distrofin cDNA ve buna takili
yuksek diizeyde ekspresyonu glivence altina alan
diizenleyici bir dizi (6rnegin kuvvetli bir viral
promotor) icermistir ve kasa dogrudan
intramuskuler enjeksiyon ile uygulanmistir.

d. Reseptor aracili endositoz:

Bu yontemde aktarilacak DNA, ozgiin hicre
ylizey reseptorine baglanabilen ve dolayisi ile
endositozu indiikleyip DNA'nin hiicre icine
alinmasini saglayabilecek hedefleyici bir molekiile
takilir. Ornegin; hepatositler serumu
asialoglikoproteinlerden yiizeylerindeki reseptorler
sayesinde temizleyebilirler. Polilizine (pozitif yuklu)
kovalan bagla bagli asialoglikoproteinler DNA'ya
(negatif yukli) elektrostatik etkilesimler ile
donisebilir nitelikte baglamir. Eger bu kompleksin
karacigere inflizyonu safra yolu veya vaskiiler olarak
gerceklestirilirse hepatositler tarafindan secici
alimr. Daha genel bir yaklasim ise, bir cok hiicrede
eksprese edilen ancak prolifere olan hiicrelerde ve
hematopoetik hiicrelerde daha fazla olan
transferrin reseptorunu kullanmaktir.

Bu sekilde alinan maddeler genelde lizozoma
yonlendirilir ve DNA'nin hiicre cekirdegine
ulasabilmesi icin baz1 ka¢is mekanizmalar1 olmasi
gerekir. Ozellikle tasidigi DNAy1 sitoplazmaya



A. GUNEL-OZCAN

birakamayan bazi polipleksler endozom-litik ajanlar
ile birlikte kullanmilmalidir. Bir secenek adenoviris
veya adenovirus proteinlerini birlikte vermektir. Bu
erken endozomu yikar ve iceriginin kagmasini saglar
(17). Gen transfer etkinligi yliksektir ancak bu metod
transfer edilen genin hicrenin genomuna
entegrasyonuna izin vermez.

e. Bakteri aracili gen transferi:

Bakteri aracili DNA aktarimi son yillarda calisilan
yeni bir gen aktarimi yaklasimidir. Saklama ve iiretme
kosullarinin kolayligi, tasiyabilecekleri ve
aktarabilecekleri DNA miktarimin buyik olmasi,
hiicreden hiicreye yayilabilme 6zelligi ile non-replike
vektorlerin ulasamayacag1 yerlere gidebilmesi
nedeniyle gerek in vitro gerekse in vivo transgen
uygulamalan icin umut vermektedir. Bakteri aracili
gen transferinde aktarilacak gen oncelikle okaryotik
ekspresyon vektoriine takilir. Bakteriyel sistemler
enfeksiyon hastaliklarinda heterolog antijen
tastyarak asilama icin kullamlabildigi gibi onkolojide
immunotedavi, onkolitik ve timor hedefleme yetisi
vardir. Bu amacla kullanilan bakteriler arasinda
zayiflatilmis S. typhimurium suslan basta olmak
uzere L. monocytogenes, Shigella, Clostridium,
Bifidobacterium ve invaziv E. coli sayilabilir (27).
Bifidobacteria ve Clostridia zorunlu anaerobik
bakteri olmalarindan dolayr nekrotik/hipoksik
merkezli biyik timorlerin lizisini saglayabilmekte
ancak kiicik metastatik lezyonlarda etkisiz
kalmaktadirlar. 1960'Li yillarda insan klinik
denemelerinde kullanilan toksin olusturmayan
Clostridia sporlann timor kitleleri icinde abse
olusturmasina ragmen timor gerilemesini
saglayamamistir (28). Klinik etkinligin
saptanamamasindan dolay1 klinik denemelere devam
edilmemistir. Son zamanlarda Clostridium'un tumor
hedefleme 6zelligi pro-drug aktive eden enzimlerin
selektif aktarimi icin denenmeye baslamistir ve
basarili sonuclar elde edilmistir. Clostridianin daha
guvenli alternatifi nonpatojen ve spor olusturmayan
Bifidobacteria'dir. Endostatin genini kodlayan
plazmidi tasiyan Bifidobacterium adolescentis
deneysel karaciger timorlerinde anjiogenezi ve
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tumor buyumesini baskilamistir (29). Fakiltatif
anaerobik olan Salmonella'nin ise onkolitik
potansiyeli hipoksik merkezli buyik timorlerin
yanisira oksijenlenen kiiciik metastatik lezyonlarda
da vardir. immiinomodulatér sitokin (TGF-1, IL-10)
genlerini tasiyan invaziv E. coli ve Lactococcus lactis
suslarn ise enflamatuar barsak hastaliklarinda
denenmektedir.

Bu yontemin aktarim etkinligi yiiksek olmasina
ragmen bizim (heniz yayinlanmamis
bulgularimizda) ve diger bircok calisma grubunun
gozlemledigi 6nemli bir problem, plazmid
kararsizlig1 ve bunun sonucunda plazmidin hiicrede
kaybolmas1 ve kararsiz ekspresyon gostermesidir
(30). Bu problemlerin en 6nemli sebeplerinden birisi
yuksek kopya sayili plazmidler kullanilmasidir.
Rekombinant proteinlerin uretiminde tercih edilen
yuksek kopya sayili plazmidler yiiksek gen dozajina
bagli yilksek ekspresyon diizeyi saglamaktadir.
Ancak baz1 durumlarda kopya sayisinin artmasi gen
Uriniin artisin1  saglayamaz. Bu muhtemelen
hiicrenin  simirli  transkripsiyon ve translasyon
kapasitesinden dolayidir. Plazmid replikasyonu ve
rekombinant gen ekspresyonundan kaynaklanan
metabolik yuk buylime hizin1 yavaslatarak uriin
olusumunu dismesine yol acabilir. Protein
ekspresyonu sadece plazmid kopya sayisina degil,
ayni zamanda promotor giiciine, mRNAkararliligina,
proteolize, ve protein katlanmasina da bagldir.
Tim bu faktorler plazmid kararliligini
etkilemektedir. Cesitli arastirma merkezleri daha
kararli dusiik kopya sayili plazmidler gelistirmeye
calisirken diger yandan da aktarilan plazmidin hiicre
icindeki kaderini belirleyen olaylarn aydinlatmaya
calismaktadir (30, 31). Regulasyon veya replikasyon
proteinlerini kodlayan yapisal genlerdeki delesyon,
insersiyon veya nokta mutasyonlar kopya sayisini
degistirebilir. Plazmid {izerindeki ters donmiis
tekrarlar veya ozgin ikincil yapilar DNA onarim
sistemlerinin hedefi haline gelmekte, UV onarim
sistemi ve SOS sistemi tarafindan plazmid DNA'sini
parcalara ayirabilmektedir. ilgili DNA onarim
genlerini tasimayan Uuretim suslarn plazmid
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karartigini artirmaktadir.

Toropatik geni tasimak uzere kullanilan
plazmidlerin hiicre bélinmesi esnasinda dagilim esit
olmamakta ve bazi hiicreler birden fazla plazmid
icerirken bazilann ise hi¢c plazmid icermemekte,
dolayis1 ile bir sire sonra ortama rekombinant
plazmidi icermeyen hucreler hakim olmaktadir. Bu
nedenle bakteri aracili gen tedavisinde plazmid
karariig1 icin selektif ortamlar kullanilmaktadir.
Rekombinant protein liretiminde en yaygin kullanilan
selektif sistemler antibiyotiklerdir. Ancak, bakteri
aracili gen tedavisinde kullanilan plazmidler
antibiyotik geni tasimamalidir cunku direnclilik
genleri horizantal gen transferi ile patojenik
mikroorganizmalara aktarlabilir. Ayrica allerjik
problemler ortaya cikabilmektedir. Amerikan Besin
ve ilac Yonetimi FDA tarafindan onaylanan tek
antibiyotik ise insanlarda az kullanmilmalar nedeni ile
kanamisindir (www.cfsan.fda.gov/~dms/opa-
armg.html). Plazmidlere direnc geni eklemeden ama
yine antibiyotikli ortamda kararliligi saglanabilen bir
yontem Williams ve arkadaslarinin gelistirdigi
represor titrasyon metodudur (32). Bu yontemde
direnclilik geni plazmidi tasiyan susun kromozomuna
ornegin lac promotorunun asagisina entegre edilir.
Lac represor geni de kromozoma lokalizedir. Normal
kosullarda direnclilik geni ekspresyonu represor
protein nedeniyle baskilanmis durumdadir ve
kanamisinli ortamda tiremez. Bir veya birden fazla lac
promotor tasiyan yuksek kopya sayili plazmid hiicreye
aktarilinca represor yetersiz kalacagindan hiicreler
kanamisinli ortamda ureyebilir. Bunun vyanisira
antibiyotiksiz seleksiyon sistemleri gelistirilmeye
calisilmaktadir. Bunlardan pCOR sistemi klinik
denemelere girmistir. pCOR plazmidi supresor tRNA
geni tasimaktadir ve bunun protein uriinu antibiyotik
yerine seleksiyonda kullanilmaktadir. Cogaltildigi
E.coli hiicresinde ise argE geninde amber mutasyon
vardir. Yani arginin icin ‘auxotrophic'tir. argE arginin
sentezinde onemli olan N-asetil ornitinaz1 kodlar.
Supresor tRNA ise amber mutant bolgeyi okuyup
protein sentezinin devamini saglayabilir. Boylelikle
ancak plazmidi tasiyan hiicreler cogalabilmektedir
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(33). Segregasyon sonrast plazmidsiz hiicrelerin
eleyen diger bir sistem ise Hok/sok stabilizasyon
sistemidir (34). Hok gen urinu olduricudir. Hok
geni bakteri kromozomu uzerinde zayif konstitif
promotor altindadir fakat mRNA's1 kararlidir. Katil
Hok genini baskilayan Sok geni ise plazmid Uzerine
takiidir. Sok geni Hok mRNA'sina komplementer
‘antisense’ RNA kodlar ve plazmid uzerinde giicli
konstitif promotor altindadir fakat mRNA'si
kararsizdir. Dolayis1 ile hiicre boliinmesi sonrasi
plazmid icermeyen bakteriler kontrolsiiz kalan Hok
protein Uruni nedeniyle eleneceklerdir.

Daha kararli plazmid sistemlerinin gelisitilmesi
uretilme ve kontol kolayligi olan bakteri aracili gen
transferinin daha etkin bir hale getirilmesini
saglayabilecektir.

3. HIBRID VEKTOR SISTEMLERI:

Her vektor sisteminin kendine 6zgl avantaj ve
dezavantajlar bulundugundan vektérlerin kombine
olarak kullanilmalar dezavantajlarim asabilmenin
bir yolu olabilir. Cesitli hibrid vektorler bilinmekte
olup bunlarin baslicalart virozomlardir (17, 24).
Virozomlarin bazi formlar, Lipopleks (DNA-lipozom
kompleksi) ve inaktive HVJ virius (Japon
hemaglutinasyon viriisii) veya influenza virisi
kombinasyonu ile olusturulmuslardir. Solunum
yoluna gen transferi potansiyeli yalmz basina
katyonik lipozomlar veya viral vektorleri uygulayan
yontemlere gore daha yiiksektir. immiinolojik olarak
iyi tolere edildiklerinden tekrarlayan uygulamalarin
transfer etkinligi ve givenligi lzerinde olumsuz
etkisi yoktur. Katyonik lipozomlar veya polimerler
basitce adenoviral vektorler ile kanstirnlip
uygulanir. Bu yontem ozellikle viral reseptori
olmayan hiicrelere gen aktariminda faydalidir.
Ayrica, inaktif adenovirisler katyonik lipozomlarin
veya polimerlerin transfer etkinligini artirmaktadir.
Virlis-viriis kombinasyonlar1 diger bir hibrid
sistemdir. Boylelikle, her bir viral vektorin
avantajlarindan faydalanmlir. Ornegin adenoviriis ile
Epstein-Barr virusunun (EBV) hibridleri yuksek
titrelerde elde edilebilir (adenovirus sayesinde) ve
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hiicrede epizom olarak uzun sureli kalabilir (EBV'in
EBNA1 geni vektorin niikleusa transferini giivence
altina alarak gen dillisyonunu onler).

GEN TEDAVIiSIi VEKTORLERININ
GUVENIRLILIGI

Gen tedavisinin pratikte yaygin uygulama alam
bulabilmesi tedavi genlerinin hiicrelere yeterli
yuksek dozlarda aktarilabilmesine, genin hastalikli
hiicreleri hedefleyebilmesine ve aktarilan yeni
genlerin viicut tarafindan siki kontrol altinda
tutabilme yollarinin gelistirilmesine ve dolayisi ile
biyogiivenlik problemlerinin asilmasina baglidir.
Diger biyoteknoloji tiriinlerinde oldugu gibi preklinik
hayvan modellerini kullanarak guvenlilik
degerlendirmesinde iki nokta gbéz oOniinde
bulundurulur: 1) hayvan tiiriinin ve fizyolojik/hasta
durumun secimi ve; 2) doz, uygulama yolu ve tedavi
rejimini (stklig1 ve siiresi) kapsayacak sekilde aktarim
yolunun degerlendirilmesi. Biyogivenlilik igin
degerlendirme terapdtik genin iretiminden verilis
sonrasina kadar (aktarilacak genin givenirliligi,
vektoriin giivenirliligi, patojenite, etrafa yayilma,
genom icine girme, konakcidaki viral gen dizileri ile
rekombinasyon, paketleme hicre serilerinin
glivenirliligi, yardimci hiicre kontaminasyonu, ex-
vivo c¢ogaltilan alict hiicrelerin giivenirliligi ve
aktarilan DNA'nin gen ekspresyonunun diizenlenmesi
olmak Uzere) bircok asamada yapilmasi
gerekmektedir. Gen Uriinlinde degisiklige yol acan
genetik dizi modifikasyonlarinin yapilmasi, veya
alternatif promotor/enhancer dizilerinin kullanilmis
olmas1 hayvan calismalarinda ilave guvenlilik
degerlendirmelerini gerektirebilir. Bu tip yaklasimlar
icin bilimsel gereklilik ortaya konmak zorundadir.
Terapotik gen Uruniiniin immunomodulator aktivitesi
varsa bagisiklik sisteminin asir1 uyarimina bagh
gelisebilecek otoimmiinite potansiyeli de g6z oniinde
bulundurularak gilivenirliligi degerlendirilmelidir.
istenmeyen yan etkiler eksprese olan terapétik genin
istenmeyen bolgelerde ve/veya istenmeyen
miktarlarda, 0©rnegin, reseptor/iyon kanallarinin
normalde eksprese olmayan yerlerde ekspresyonu,
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enzimlerin fazla ekspresyonu, veya blyime
faktorleri veya biyime faktor reseptorlerinin uzun
sureli ekspresyonu sonucu ortaya cikabilmektedir.
Dolayis1 ile aktarilan genin vyeri, dagilim ve
istenmeyen ekspresyon dizeyleri de
degerlendirmeye alinmaktadir. Genin ex vivo
transdiiksiyonu yapilarak, genetik modifikasyona
ugramis terapotik hiicrelerde meydana gelen
degisiklikler (morfoloji, fonksiyon ve proliferasyon,
olumsuzluk gibi davranislar veya malign-transforme
fenotip indiksiyonu) incelenmelidir. Ayrica
transdiiksiyon, hiicrelerin in vivo trafigini ve
dagiimim etkileyebileceginden hayvan deneyleri
ile terapotik hiicrelerin etkinligi saptanmalidir.

Gen tedavisi vektorlerinin glivenirliliginin
degerlendirilmesi icin 1999 yilinda Amerikan Ulusal
Saglik Enstitlisii, NIH, tarafindan detayli bir yol
haritas1 cizilmistir. Buna gore gen tedavisi
vektorlerinin giivenirliligi, aktarim sistemi, gen
transferi ve ekspresyonu, retroviriis aktarim
sistemleri, retrovirus harici aktarim/ekspresyon
sistemleri olmak Uuzere dort ana sinifta
incelenmektedir (35):

1. AKTARIM SISTEMLERI:

a. Rekombinant DNA'nin hedeflendigi hiicreler
nedir? Hangi hedef hiicreler ex vivo olarak islem
gorecektir ve bu hiicrelerin islemden once ve sonra
karakterizasyonlari nasil yapilacaktir?

b. Aktarim sistemi etkin midir? Hucrelerin yuzde
kaciaktarilan DNA'lar icermektedir?

c. Aktanlan DNAdizisinin yapisi nasil monitorize
edilecektir ve analizin duyarliligi nedir?

d. Aktarilan DNA ekstrakromozomal midir yoksa
kromozoma entegre olacak midir? Aktarilan DNA
tekrar duzenlenmis midir?

e. Hucre basina aktarilan DNA kopya sayisi
nedir? Eklenen DNA'nin hiicrede gerek kalimliigi ve
gerekse yapisi kararli midir?

2. GEN TRANSFERI VE EKSPRESYONU

a. Laboratuvar calismalarinda gen transfer
sisteminin in vivo ve in vitro etkinligini belirlemek
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icin hangi hayvan ve hiicre kulturi modelleri
kullamlmistir? Bu sistemlerin insan tedavisi ile ne gibi
benzerlik ve farkliliklar1 bulunmaktadir?

b. insanda basanli olabilmesi icin ilgili gen
transfer protokoliinde tahmin edilen gen transfer
ve/veya ekspresyonunun minimal duzeyi nedir? Bu
dizey nasil saptanmistir?

c. Gen transfer ve ekspresyonunun minimum
gerekli duzeyini elde edebilmek icin kullanilan
aktarnm sisteminin etkinligini degerlendiren hayvan
ve hucre kiltiri model deneylerine ait tiim sonuclar
detayli agiklanmis midir?

d. Ekspresyonun ne kadar1 sadece istenen
gendendir (ve ne kadan etraftaki diger DNA'dandir)?
Gen insersiyonu diger genlerin ekspresyonunu ne
diizeyde degistirmektedir?

e. Aktarilan DNA'dan ekspresyon, hicrelerin
yuzde kacinda gerceklesmektedir? Normal aktivitenin
yuzde kac1 eklenen genden kaynaklanmaktadir?

f. Gen, hedef hicreler disinda da eksprese
olmakta midir? Eger oluyorsa, hangi diizeydedir?

3. RETROVIRUS AKTARIM SITEMLERI

a. Retroviral vektor hazirlanmas1 asamasinda
hangi hiicre tipleri enfekte olmustur? ESer varsa,
hangi hiicreler enfeksiyoz partikuilleri iretmektedir?

b. Retroviral vektoriin ve olusan provirisiin
(kay1p, yeniden diizenlenme, rekombinasyon, veya
mutasyon acisindan degerlendirildiginde) kararliig
nedir? Hastanin hiicrelerinde aktarilan genin endojen
veya diger viral DNA dizileri ile yeniden diizenlenme
veya rekombinasyona ne diizeyde maruz kalacag
hakkinda mevcut bilgi nedir? Karasizlik veya
varyasyonu azaltmak icin vektor tasariminda hangi
onlemler alinmistir? Kararliigi test etmek icin hangi
laboratuvar calismalar yapilmistir, ve analizlerin
duyarliigi nedir?

c. Transfer sonucu olusacak potansiyel zararli
etkiler (or. neoplazi gelisimi, zararli mutasyonlar,
enfeksiyoz partikillerin yeniden olusmasi veya
immin reaksiyon) hakkinda laboratuvar verileri
nelerdir? Patojeniteyi azaltmak icin vektor
tasariminda hangi onlemler alinmistir? Patojeniteyi
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test etmek icin hangi laboratuvar calismalan
yapilmistir ve analizlerin duyarliligi nedir?

d. Hayvan calismalarinda vektor DNA'nin tedavi
edilmeyen hiicrelere, ozellikle germ hiicre serisine
girisi ile ilgili bir bulgu mevcut mu? Bu amacla
yapilan analizlerin duyarliligi nedir?

e. Klinik deneme icin onerilen protokolun insan
dis1 primatlar ve/veya diger hayvanlarda yapilmis
benzerleri mevcut mu? Sonuclar nelerdir? Ozellikle
retroviral vektoriin herhangi bir endojen veya diger
viral DNA dizileri rekombine olduguna dair hayvan
deneylerinde bulgu var mi?

4 .RETROVIRUS HARICi AKTARIM/
EKSPRESYON SISTEMLERI

a. insana uygulanacak retroviriis harici aktarim
sistemlerinin de giivenlilik degerlendirilmesi
titizlikle yapilmalidir. Nikleik asitler 6rnegin
lipozomlar ile kompleks haldeyse ve inhalasyon yolu
ile uygulanacaksa kompleks halde olmayan
lipozomlardan farklilik gosterebilecegi goz Gniinde
bulundurulmali ve klinik calisma icin o©nerilen
lipozom /DNA kompleksinin gilivenlilik
degerlendirilmesi kompleks olmayan lipozomlardan
bagimsiz olarak degerlendirilmelidir. Eksprese
olacak geni tasiyan plazmidin tamaminin
tasarlanmas1 promotor, diger transkripsiyonel
elemanlarin ve homolog rekombinasyonu
tetikleyebilecek herhangi bir dizinin secim nedenini
de kapsayacak sekilde aciklanmalidir. Aktarim
sisteminin patolojik ve istenmeyen etkileri olup
olmadigina yonelik (DNA'nin tedavi edilen hiicreler
disindaki hiicrelere ozellikle germ hiicre serisi
hiicrelerine girip girmedigini de saptar sekilde)
yapilan hayvan calismalar, tedaviden sonra
hayvanlarin ne kadar siire boyunca incelendigi ve
hangi gilivenlik calismalarinin  yiriitiildiigi, bu
analizlerin duyarlilk duzeyleri ile ilgili verilerle
birlikte bildirilmelidir.

Bir gen tedavisi protokolii onay almadan once
yukaridaki sorulara ilaveten halk sagligi acisindan
da asagidaki kaygilan gidermelidir:

a. Aktarilan DNA'min hastadan diger kisilere veya
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cevreye yayillmasi ile ilgili belirgin bir olasihik soz
konusu mu?

b. Boyle bir yayiim durumunda hangi onlemler
alinacaktir (or. aym oday1 paylasan hastalar, saglik
gorevlileri veya aile bireyleriicin)?

c. Halk sagligina riskler varsa bunu hafifletmek
icin hangi onlemler alinacaktir?

d. Yenidoganlarin maruz kalabilecegi olasi
riskleri, dikey aktarim da dahil, onlemek amaciyla
hastalara dogum kontrol 6nlemleri onerilecek mi?
Benzer kaygilar saglik personeli icin de gecerli midir?

SONUC

Gen tedavisi klinik denemelerine glinuimiize kadar
tiim diinyada binlerce hasta katilmis olmasina ragmen
basarili sonuclar heniiz ¢cok azdir. OTC yetmezlig olan
bir hastanin hepatik artere terapotik geni tasiyan
adenoviral vektorlerin enjeksiyonu sonucu olimu ve
retroviral aracili gen tedavisi alan 17 SCID
hastasindan 3'linde retroviral insersiyon sonucu
l6semi gelismesi viral vektorlerin toksisiteleri ile ilgili
kaygilarn artirnistir. Tim bu surec icinde bas-boyun
kanserleri icin gelistirilen ve p53 timor baskilayic
geni tasiyan rekombinant adenoviral vektor
(Gendicine) rutin kullamim icin Cin'de lisans almistir
ve hepatoseliiler kanserlerde kullanilmaya
baslanmistir (36, 37). insan gen-transfer iiriinlerinin
ve protokollerinin degerlendirilmesi bu makalenin
iceriginden anlasilacagi iizere oldukca karmasiktir ve
buna uygun yapilanmay1 gerektirmektedir. Amerikan
Gida ve ilac lidaresi (FDA) Amerika Birlesik
Devletlerindeki gen tedavisi calismalarinin
denetimini yapmaktadir. ABD'de klinik denemelere
girecek bir gen tedavisi Urinli once FDA'dan onay
almalidir(www.fda.gov/cber/infosheets/genezn.ht
m). Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH-National
Institute of Health) gen tedavisi arastirmalarinin
glivenliginde rol oynayan diger onemli bir kurulustur.
NIH arastirmacilar ve enstitiiler icin gen tedavisi
klinik denemelerinde izlenecek kilavuzlan
saglamaktadir. Klinik deneme protokolleri veya
planlann oncelikle NIH Biyoteknoloji Aktiviteleri
Ofisine kaydi yapilmakta, daha sonra NIH
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Rekombinant DNA Damisma Komitesi (RAC-The
Recombinant DNA Advisory Comittee) tarafindan
tibbi, etik ve biyoguvenlik acisindan
degerlendirilmektedir. Her bir gen tedavisi klinik
denemesine baslanmadan once ise enstitiiniin IRB
(Institutional Review Board) ve IRC (Independent
Review Consulting) kuruluslar1 tarafindan
onaylanmak zorundadir. Gelecegin tedavi
metodlarina hazirlikli olabilmek ve bu alanda
ulkemizde de guvenli arastirmalarin
yuritulebilmesini giivence altina almak icin benzer
yapilanmalara ihtiya¢ vardir ve en kisa zamanda
gerekli alt yap1 kurulmalidir.
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