TIP TEKNOLOQJISI

Gen terapisinde teme

teknikler

Dog. Dr. Giirkan Oztiirk E

en terapisinin temel
amacl, bozuk olan
ve hastalik olugturan
genin yerine sagla-
minin  konmasidir.
Gen terapisinin he-
defi somatik, yani
bir vicut hucresi
olabilecegi gibi bir esey hucresi, yani
bir yumurta ya da sperm de olabilir.
Su an uygulamadaki terapiler, soma-
tik huicrelere yonelik olup esey hicre-
leri Uzerinde calismak, etik ve hukuki
kabul gérmemektedir. Oysa esey
hicrelerinde yapilacak genetik du-
zeltmeler, dogacak ¢ocuktan genetik
bir kusuru silebilecegi gibi, ondan de-
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vam edecek nesilleri de hastaliktan
koruyabilme potansiyeline sahiptir;
bu ise Kkalitsal hastaliklarin eradikas-
yonu anlamina gelir.

istenen genlerin hedef hticreye veril-
mesinde birkag strateji uygulanabilir:

® En yaygin uygulama gen nakli, yani
normal bir genin DNA icinde herhan-
gi bir yere eklenmesi yoluyla eksik ya
da bozuk genin yerine konmasidir.

¢ ‘Homolog rekombinasyon’ adi veri-
len bir yontemde, hucrenin kendi
DNA’sini tamir edebilme yetenegin-
den vyararlanilir. Once kusurlu geni
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kromozom Uzerinde bulabilecek ¢in-
ko parmak adi verilen ‘DNA kontrol
proteinleri’ bir araya getirilir, sonra
bunlara DNA'yI kesebilecek bir en-
donukleaz eklenir. Bu kompleks ha-
rekete gecip kusurlu geni kestikten
sonra, hicredeki dogal tamir meka-
nizmasi, ayni genin bir baska kromo-
zomda bulunan kopyasini kullanarak
bu king tamir etmek isteyecektir. is-
te tam bu sirada eger hicreye disa-
ridan saglam bir gen verilmisse htc-
re bu homolog dizini de tamir icin
kullanabilmektedir. Yontemde, hicre
icine saglam genin aktariimasi elek-
trik sokuyla denenmis, ancak daha
sonra lentivirtslerle nakletmenin da-







Su an uygulanan genetik

terapiler, somatik hicrelere
yonelik olup esey hucreleri
Uzerinde calismak, etik ve
hukuki kabul
gbrmemektedir. Oysa esey
hacrelerinde yapilacak
genetik duzeltmeler,
dogacak ¢cocuktan genetik
bir kusuru silebilecegi gibi,
ondan devam edecek
nesilleri de hastaliktan
koruyabilme potansiyeline
sahiptir; bu ise kalitsal
hastaliklarin eradikasyonu
anlamina gelir.

ha etkin oldugu gortimustar.

e Anormal gen, “secici ters mutas-
yon” ile tamir edilerek normal fonksi-
yonuna déndurUlebilir.

e Bir genin Urtn verme 6zellikleri de-
Gistirilir; bunun igin genin acik ve ka-
pal kalma ozelliklerinde oynamalar
yapllir. Antisens oligonUkleotidler ve
siRNA teknigi hatali genlerin Urtin ver-
mesini engellemek i¢in kullanilabil-
mektedir.

Kullanilan yontemlerin gogunda en
kritik asama saglam genomun hedef
hicreye aktariimasidir. Bu ise virUsler
yardimiyla ya da alternatif bazi teknik-
lerle gerceklestirilir.

Viraslerin gen naklinde
kullanimi

Gen terapisinde vektor olarak en yay-
gin virtsler kullaniimaktadir. Virtsler,
dogalari geregi genlerini insan hticre-
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lerine ve hatta hiicre genomuna soka-
bilme stratejilerine sahiptirler. Boyle
bir virlse insan genleri yUklenir ve bu
genler virUs tarafindan hastalikli hic-
relere nakledilirse, eksik olan ya da
patolojiyi duzeltici etki gosterebilecek
bir proteinin sentezi ve sonu¢ olarak
hastaligin tedavisi teorik olarak mtm-
kun olacaktir.

Retro, adeno ve adeno-iliskili virtsler
gen terapisinde en sik kullanilan ce-
sitlerdir. Ayrica kilif proteinlerinin ya-
pistyla oynanarak enfektif yetenekleri
degistiriimis yalanci tipli virtsler de
yaygin olarak kullaniimaktadir.

RetrovirUslerin genetik materyali RNA
formundadir ve hedef hicreye girdik-
lerinde reverse (ters) transkripsiyon
islemi ile dnce RNA’larinin DNA kop-
yalarini yapar, sonra bunlari integraz
enzimi ile konak hdcrenin genomuna
katarlar. Boyle bir hticre boltindtgun-
de virls geni, yeni hicrelere de ge-
cecektir. Gen terapisi igin eksik ya da
bozuk olan gen, bir retrovirisin ge-
nomuna eklenip hedef hucrelere, or-
negin kanser hucrelerine aktarilabilir
ve bu hucreler ¢cogalsa da artik bu
genin Urunleri her yeni hicrede orta-
ya ¢ikabilir. Retrovirts kullanmanin en
onemli sakincasl! integraz enziminin,
aktarilan geni hedef hicrenin geno-
munda herhangi bir yere yerlestirebil-
mesidir. Bunu yaparken iglem sirasin-
da 6nemli bir geni orta yerinden tah-

rip edebilir; bu gen hicre bélinmesi
kontrolU ile ilgiliyse kontrolstz hlcre
boélinmesi ve sonucta kanser ortaya
cikabilir.

AdenovirUsler, biz insanlar gibi ¢ift ip-
likli DNA icerirler. Ancak bunlar gir-
dikleri huicrelerde kendi genlerini, ko-
nagin genlerine eklemek vyerine
DNA’larini gekirdek icinde serbest
olarak bulundururlar. Hucre iginde
protein sentezi icin transkripsiyon
(kopyalama) islemi gerceklesirken bu
DNA’larin drdnleri de ortaya ¢ikar. Bu
virUslerin, retrovirtsler gibi normal ge-
nomu bozma riski yoktur, ancak tasi-
diklari DNA, bélinme sonrasi yeni
olusan hicrelere aktarilamaz. Bu ise
tedavi edici geni tasiyan adenovirl-
stin defaten ve buUyUk miktarlarda
hastalikli dokuya verilmesini gerektir-
mektedir.

Adeno-iliskili virtsler porvovirts aile-
sindendir ve tek iplikli DNA'ya sahip-
tirler. Bu virUslerin en buyUk avantaji
genlerini her zaman 19. kromozomun
sabit bir bdlgesine eklemeleridir ki bu
islem herhangi bir patolojiye neden
olmaz. Ayrica bu virlsler néronlar gi-
bi bélinmeyen hucrelere de girebil-
mektedir. Ote yandan az miktarlarda
DNA taslyabilmeleri ve ilk insan dene-
melerinde immun sistemin bu virls-
lerle enfekte edilmis hicreleri tanima-
sl, adeno-iligkili virtslerle tedavi po-
tansiyelini kisitlamaktadir.

Virtslerin hedef hticreleri taniyabilme-
si ve onlara tutunup igeri girebilmele-
ri, ylzeylerinde bulunan kilif proteinle-
rinin yapisiyla iliskilidir. Bu kilif yapisi-
nin degistirilmesi ile bir virdsun tanidi-
g1 htcre cesitleri artirlabilir ya da
azaltilabilir. Bu amagcla imal edilmis,
baska virtslerin kiliflarini ya da farkli
melez proteinleri taslyan pek cok viral
vektoér bulunmaktadir ve bunlara ge-
nel olarak “yalanci tipli virtsler” adi
verilmektedir. Bu teknigin en ileri uy-
gulamalarindan biri, virts kilifina he-
def hicreleri taniyacak bir antikor ek-

Uyuyan guizel transpozon sistemi

Transpozonlar, dolasarak bir hicre icinde herhangi bir kromozom bolgesi-
ne yerlesebilen hareketli DNA siralaridir. Bunlara si¢rayici genler adi da
verilmekte olup 6nce kendini transkripsiyonla RNA’ya; ardindan reverse
transkriptaz ile tekrar DNA'ya donUsturen klas |, dogrudan transpozaz en-
zimleri ile kesilip baska bir yere kopyalanan klas Il alt gruplari bulunmakta-
dir. Uyuyan guzel transpozon sistemi, aslinda milyonlarca yildir inaktif ol-
dugu (uyudugu) dusunulen bir balik genidir. Amerikali arastirmaci Perry
Hackett, ilk olarak 1997 yilinda bu genin insan kromozomuna baska genler
katmakta bir arac olarak kullanilabilecegini gésterdi. Hackett daha sonra
arkadaslari ile birlikte bu yontemi ticari bir tedavi alternatifine donustirmeyi
hedefleyen Discovery Genomics sirketini kurdu. Bugtn 100U agkin deney-
sel galisma, bu sistemin kalici gen naklinde oldukga basarili oldugunu ve
virts vektorleri kullanmanin getirdigi pek cok riski bertaraf ettigini, bdylece
gen terapisinin geleceginde 6nemli bir yer tutacagini géstermektedir.



lemektir ki buna populer dilde “sihirli
mermi” adi verilmektedir.

Viral olmayan gen nakil
yéntemleri

Gen naklinde virtslerin kullanilmama-
sI bir yandan daha dusuk immunolojik
reaksiyon avantaji saglarken bir yan-
dan da bol miktarda Uretim yapma
imkani tanimaktadir. Baglangicta du-
stk transfeksiyon basari oranlari bir
sorun teskil ederken, yeni bazi teknik-
lerle en az virtslerle oldugu kadar ve-
rimli sonuclar alinmaktadir.

Elektrik soku ya da gen tabancasliyla
basin¢c uygulayarak DNA'yi ciplak
olarak bir hdcrenin genomuna sok-
mak mUumkundur; ancak basari orani
henlz oldukga dusutktar.

Bir baska yontem, “Sleeping beauty
(Uyuyan Guzel) Transpozon” sistemi,
gen naklinde Umit vadeden, bir plas-
midden istenen geni kesip kromozo-
ma yerlestirme yetenegine sahip nis-
beten daha yeni bir tekniktir.

DNA'nin lipozom tarzinda bir lipid ta-
bakaslyla kaplanarak hucreye veril-
mesi, ¢iplak verilmesine goére daha
etkin bir yontemdir. Katyonik lipidlerle
kapli bir plasmid DNA ki ¢zel adi ‘li-
popleks'tir, cok az kayipla hicre za-
rindan endositoz ile iceriye alinabilir.
Ancak su an asiimasi gereken sorun,
htcre icindeki bu DNA’nin endozom-
lardan disariya ¢ikmasinin saglanma-
sidir. Bunun igin kompleks lipopleks-
ler tasarlanmistir. Lipopleksler, kan-
serli hlicrelere tumoér baskilayici gen-
lerin aktarilmasinda denenmis ve Umit
verici sonuglar alinmistir.

Dendrimerler oldukga buyuk yuvarlak
makromolekullerdir ve yapilariyla oy-
nanabilmektedir. Bunlarin yuzeyleri
katyonik hale getirildiginde DNA ya
da RNA'ya baglanirlar ve beraber en-
dositoz ile hicre igine alinirlar. Den-
drimerler daha c¢ok toksik yan etkileri
olabilen katyonik lipidlere alternatif

olarak dusunulmektedir. Bu teknigin
onundeki en buyldk engel dendrimer-
lerin tasarim ve Uretiminin ¢ok kulfetli
olmasidir.

Farkli yontemlerin bir arada kullanildi-
g! tekniklerle, 6rnegin virozom adi ve-
rilen lipozom ve inaktif bir virlst ige-
ren vektorlerle bazi durumlarda basa-
ril sonuglar alinmaktadir.

Gen terapisinin éntndeki
teknik engeller

Bu Umit vadeden teknigin énundeki
en 6nemli engellerden biri, terapinin
etkisinin kisa vadeli olmasidir. Ozellik-
le adenovirtslerin hicre genomuna
eklenmemesi, bunlarin etkin kaldiklari
sUreyi oldukca kisaltmaktadir. Ayrica
geni alan htcrelerin mdmkun oldukga
uzun yasamasi ve saglam kalmasi zo-
runlulugu vardir. Bu faktérler, terapi
seanslarinin sayisinin ¢ok fazla artma-
sina neden olmaktadir.

Vicuda giren her turlt yabanci mad-
de, o6zellikle viral yapida olanlar, im-
mun sistemi harekete gegirir. Bu, gen
nakillerinde, ¢zellikle ¢cok sayida tek-
rar eden uygulamalarda verilen gene-
tik materyali alan hucrelerin savunma
sistemi tarafindan ortadan kaldiriima-
slyla sonuglanabilmektedir.

Vektdr olarak virtslerin kullaniimasi-
nin getirdigi risklerden daha once
bahsedilmisti. Ozetle, vektorlerin iste-
nilen kromozoma ve bolgeye yonlen-
dirilememeleri, beraberinde tehlikeli
mutasyon olasiliklarini gindeme ge-
tirmektedir ki bunun en ciddi olani
kanserlerdir. Nitekim gecen saymiz-
da anlattigimiz gibi adenovirtslerle
yapllan klinik denemelerde, terapi
alan bazi hastalarda |6semi ortaya
¢tkmistir. Bunun diginda immudn sis-
tem aktivasyonu, iltihabi reaksiyon ve
inaktive edilmis virisun tekrar hastalik
yapabilme yetenegi kazanmasi diger
onemli risklerdir.

Gen terapisinin en uygun hedefi, tek

Bu Umit vaat eden teknigin
ontndeki en 6nemli
engellerden biri, terapinin
etkisinin kisa vadeli
olmasidir. Ozellikle
adenoviruslerin hicre
genomuna eklenmemesi,
bunlarin etkin kaldiklari
sUreyi oldukca
kisaltmaktadir. Ayrica

geni alan hucrelerin
mumkun oldukga uzun
yasamas! ve saglam
kalmasi zorunlulugu vardir.
Bu faktorler, terapi
seanslarinin sayisinin gok
fazla artmasina neden
olmaktadir.

gen kusuruna bagl bozukluklardir.
Oysa potansiyel olarak terapi kapsa-
mina girebilecek kalp hastaliklari, hi-
pertansiyon, alzheimer ve diyabet gi-
bi hastaliklar pek ¢ok genin ortak ka-
tiimiyla ortaya c¢ikan durumlardir.
Bunlara yonelik multigen terapileri he-
nuz gerceklestiriimekten uzaktir.
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