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Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal’'nda uzmanlik egitimini
tamamladi. 2000 wilinda Ankara Ziibeyde Hanim

ekombinant DNA teknolojisinin, In-

san Genom Projesinin ve molekiiler
biyolojideki hizli gelismelerin genetik ve diger
hastaliklarin tedavisine gelecek yillarda biyiik
katki saglayacagi aciktir. Genetik hastaliklarda,
edinsel hastaliklardan farkli olarak, sadece hasta-
nin degil ailenin diger bireylerinin de risklerinin
arastirilmasi ve bilgilendirilmeleri gereklidir. Tek
gen hastaliklarinin tedavisinde temel prensip;
hatali proteinin degistirilmesi, fonksiyonunun
iyilestirilmesi ve eksikligin/fazlahgin etkilerinin
giderilmesidir (Tablo 1). Glinimtizde s6z konusu
hastaliklarinin tedavisi oldukca yetersizdir. Gen
tedavisi, hastaligin olus mekanizmasi ve ortaya
ciktig donemde yaptigi geri déniilemez patolo-
jileri nedeni ile tek gen hastaliklar igin Gmit ve-
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rici bir yontemdir. Ancak uygulanabilmesi icin
hastaligin biyokimyasal temelinin aydinlatilmasi,
patofizyolojisinin anlasilmasi ve dogru molekiiler
tani én sarttir ancak pek cok genetik hastaligin

mutant gen lokusu hentz bilinmemektedir.

Gen tedavisi, tedavi amach olarak hiicreye
bir genin aktarilmasidir. Tedavinin amac ise,
mutant (farklanmig: degisime ugramis) fenotipi
diizelterek hastanin iyilestirilmesidir. Germ hiic-
relerine gen kopyasinin aktariimasi (germinal ge-
noterapi) yeni mutasyon yaratma riski tasidig ve
olugan mutasyonun da yeni kusaklara aktarilma
riski oldugu igin, etik olarak uygun bulunmamak-
tadir. Tedavi icin, normal genin uygun somatik

hiicreye (somatik genoterapi) aktarilmas gerek-

>MEEILEK gl SUREKLI EGITIM DERBIBI




mektedir. Bu gen aktarimi esas olarak iki yontem  ydntemdir. Genlerin direkt olarak dokulara trans-

sonrasinda uygulanmakradir. Birincisi ex vivo yon-  fer edildigi bu ydntem, hiicrelerin kolay kiiltiire
temdir ki burada kilttirde iiretilen hiicrelere gen ~ edilemeyecegi durumlarda tercih edilmektedir.

transfer edilir ve daha sonra hastaya verilir. im-  Bu uygulama, viral vektérler veya direkt DNAnin

mun cevap ortaya gikmamasi igin genelikle oto-

log hiicreler tercih edilmektedir. Digeri ise in vivo

transfer edilmesinde kullanilan yontemdir.

Tablo 1: Genetik Hastaliklarin Tedavisi igin Kullanilan Yéntem Ornekleri*

ilaclar ile enzim indiiksiyonu

Fenobarbiton
Eksik enzim/proteinin yerine konmasi

Doku tarnsplantasyonu
Kan transfiizyonu

Kemik iligi transplantasyonu
Enzim/protein preparatlar
Tripsin
0, = antitripsin
Faktar VIII
o-glukozidaz
Vitamin veya koenzim eksikliginin yerine konmasi
Ba
B12
Biotin
D

Eksik lirtiniin yerine konmasi
Kortizon
Tiroksin
Diyette substrat kisitlamasi
Aminoasitler
fenilalanin
lésin, izoldsin, valin
Karbonhidrat
galaktoz
Lipid
kolesterol
Protein
ilag tedavisi
Aminokaproik asid
Dantrolen
Kolestiramin
Lovastatin
Pankreatik enzimler
Penisilamin

Sodyum benzoat

Biitirat
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‘ Konjenital non-hemolitik sarilik

adenozin deaminaz eksikligine bagl SCID tedavisi

| mukopolisakkaridozlar

tripsinojen eksikligi
0, - antitripsin eksikligi

hemofili A

Gaucher hastalig

homaosistiniiri

metilmalonik asidemi
propiyonik asidemi

D vitaminine direncli rasitizm

konjenital adrenal hiperplazi
kenjenital hipotiroidizm

Fenilketon(iri
Maple syrup urine hastaligi

Galaktozemi

Ailesel hiperkolesterolemi
Ure siklus hastaliklar

Anjionérotik dem

Malign hipertermi

Ailesel hiperkolesterolemi

Ailesel hiperkolesterolemi heterozigotlan
Kistil fibrozis

Wilson hastaligy, sistintiri

Ure déngtisti hastaliklar

‘ Orak hiicreli anemi ve [} talasemi

AT
RS

o7




ilag/gida sakinilmas

| Sulfonamidler
Bakla
Barbitiiratlar

Hastalanmis dokunun degistirilmesi

Bobrek transplantasyonu
Kemik iligi transplantasyonu
Karaciger transplantasyonu

Hastalanmig dokunun g¢ikarilmasi

Kolektomi
| Splenektomi

Cerrahi diizeltme operasyonlari

* Muller RF, Young ID: Emery’ Elements of Me-

dical Genetics, 9th ed. Churchill Livingstone, 1997

kitabinin 23. boltimiindeki tablodan yararlanilmis-

ar.

SCID: agir kombine immiin yetmezlik, G6PD:

glukoz 6 fosfat dehidrogenaz

Etik ve etkin bir gen tedavisi icin bazi temel 6n

kosullarin yerine getirilmesi gereklidir. Bunlar;
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ligili gen lokusunun, molekiiler patolojisinin ve
hastaligin biyokimyasal temelinin bilinmesi,

Hastaligin siddetinin agir ve diger tedavi yon-
temlerine gore risk/yarar oraninin daha yiiksek

olmasl,

lyi bir hedef hiicrenin veya dokunun bulunma-

sl

Genin yapisi, kullanilacak vektor ve hedef hiic-
renin uygun oldugunun, kiiltiire edilmis hiicre-
lerde ve hayvan deneyleri ile gésterilmis olmasi,
\

/
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G6PD eksikligi

Porfiri

Eriskin polikistik bébrek hastalig

Fabry hastalig

[3 talasemi, X'e bagh SCID, Wiskott Aldrich
sendromu

Hurler sendromu

o, — antitripsin eksikligi

' Polipzis koli
Kalitsal sferositoz

Konjenital malfermasyonlara yénelik
operasyonlar

Konjenital kalp hastalif

Pilor stenozu

Yarik dudak —damak

Omfalosel

Inmemis testis

o Protokollerin uygunlugunun ilgili komiteler-

ce onaylanmasidir.

e |lgili gen lokusunun, molekiiler patolojisinin
ve hastaligin biyokimyasal temelinin bilin-

mesi,

Gen lokusunun ve molekiiler patogenezin
bilinmesi hastahigin tedavi stratejisinin belirlen-
mesinde ¢ok dnemlidir. Tek gen hastaliklarinin
iginde oldukga biiyiik bir kismi kapsayan otozo-
mal dominant (OD) hastaliklarda, ¢ogunlukla
mutasyon ilgili gen kopyasinin fonksiyon kaybi
(loss of function) ile iligkilidir. Burada gen teda-
vide, ilgili genin normal bir kopyasinin yerine ko-
nulmasi en etkili yaklasim olacaktir. Oysa daha
nadir de olsa Huntington hastaliginda oldugu
gibi, genin farklanmis ve/veya artmis fonksi-
yonunun (gain of function) oldugu durumda,
normal bir gen kopyasinin verilmesi hastaligin
ilerlemesini daha da dramatik hale getirecektir.

Bu durumda uygun yaklagim normal kopyanin




mutant kopya ile homolog olarak rekombinas-
yonunu yapmak veya mutant geni ona komp-
lementer (karsikhik gelecek olan; baz eslesmeleri
uyumlu) olan bir oligoniikleotid ile kapatmaktir.
Burada oligoniikleotid olarak genelikle kisa RNA
dizileri kullanilarak proteinin sentezlenmesinin

engellenmesi amaglanmaktadir.

e Hastaligin siddetinin agir ve diger tedavi yon-
temlerine gore risk/yarar oramnin daha ylik-

sek olmasi,

Gen tedavide segilecek hastalik klinik olarak
son derece siddetli seyreden, diger tedavi yon-
temlerinden etkin olarak faydalanmayan ve iler-
leyici bir hastalik olmalidir. Ornegin transfiizyon
gereken [-talesemi hastalig, Duchenne kas dis-

trofisi, agir immun yetmezlik tablolan gibi...

e |yi bir hedef hiicrenin veya dokunun bulun-

masi,

Burada secilecek hiicrelerin yagam siirelerinin
uzun ve ayni zamanda da kendiliginden gogala-
bilme (replike olma) &zelliklerinin olmasi gerel-
mekeedir. Ideal hedef hiicreler kék hiicreleri veya
cogalma potansiyeli yiiksek olan onciil hiicre-
lerdir. Su anda bu hiicreler igin gen transferinde
kullanilan doku kemik iligidir. Endotel hiicreler
damarlarin duvarlarini gevreledikleri igin ok kul-
lanish hedef hiicreler olabilirler

e Genin yapisi, kullanlacak vektér ve hedef
hiicrenin uygun oldugunun, kiiltiire edilmis
hiicrelerde ve hayvan deneyleri ile gosterilmis

olmasi,

Gen tedavisinde, gen transferi iki sekilde ya-

pilmaktadir. Biri viris aracili gen transferidir ki,
burada virus vektor; yani geni tasiyan aracidir. Bu
sekildeki transfere transdiiksiyon denilmektedir.
Digeri ise virlis kullanilmadan, érnegin direkt en-
jeksiyon gibi yontemleri kullanarak gen transferi
yapmaktir ki buna da transfeksiyon denilmekte-
dir. Transfer sonucu gen kromozomlara entegre
olabilir ya da ekstra kromozomal olarak (epizo-
mal) kahr.

Gen tedavisi ilk defa 1980 yilinda otozomal
resesif bir hastalik olan 3-talesemide, globuiin ge-
ninin transferi ile denenmis ama transfer basarili
olmadig icin genin etkin diizeylere ulasmasi sag-
lanamamigtir. [k defa basan ile, viriis aracili gen
transferini 1990 yilinda Dr. French Anderson ve
arkadaslari gerceklestirmistir. Bu ekip, adenozin
deaminaz enzimi (ADA) eksikligi olan iki co-
cukta, viral vektdr olarak adenovirlisti kullana-
rak, gen tedavisini uygulamislardir. ADA eksikligi,
ok nadir goriilen ve immiin sistemin etkilendigi
bir hastaliktir. Oyle ki tedavi edilmedigi takdirde
herhangi bir viral enfeksiyon bile, hastada agr bir
klinik tabloya neden olabilmekte hatta hastanin
yasamini tehdit etmektedir. ADA eksikliginin, gen
tedavide secilmesinde, bu enzimin az miktarda
tretiminin bile klinik yarari olmasi, yiiksek mik-
tarlarda Gretiminin de ciddi zarar olusturmamasi
etkili olmustur. Yani olusacak ADA proteinin dii-
zeylerinin ok siki kontrolii gerekmemekte, bu da
gen tedavinin basari sansini artirmaktadir. Sonug
olarak iki gocukean bir tanesi tedaviden orta dii-
zeyde yarar goriirken, Ashanti De Silva adinda
4 yasindaki cocuk tedaviye gok iyi cevap verdigi
icin, tarihe adini gen tedavisinin bagari ile uygu-
landigy ilk hasta olarak yazdirmistir.
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Gen tedavide en sik kullanilan vektorler ade-

noviriisler ve retroviriislerdir. Her ikisinin de
avanataj ve dezavantajlari mevcuttur, Adenovi-
riisler, hem bdliinen hem de béliinmeyen hiic-
releri hedef alabilmektedir. Bunlarin en biiyiik
avantajl kendi DNA'larinin girdikleri konakg
DNA'larina entegre olmamalar (insertional mu-
tagenesis) yani konakg DNA'larina zarar ver-
memeleridir. Bu avantajli durum ayni zamanda
transfer edilen genin kisa siireli ifade edilmesine
neden olmaktadir, yani uzun siireli etki séz ko-
nusu olamamaktadir. En biyik ve korkulan de-
zavantaji ise immunojenik etkisidir. Ure déngiisii
hastaliklarindan ornitin transkarbamilaz eksikligi
olan bir hastanin gen tedavisi esnasindaki immiin
reaksiyon sonucu oliim{, bu viral ajanla olan ¢a-
lismalarin tekrar sorgulanmasina neden olmus-
tur. Yine de biiyiik genlerin (35 kilobazlik genler)
transferini saglamasi agisindan degerlidir. Adeno-
iligkili viriisler DNA virtsleridir ve st solunum
sistemine, korneaya ve gastroinstestinal bolgeye
ozglillik gosterirler ve daha kiiglik genlerin (4.5
kilobazdan kiigtik) transferinde kullanilmaktadir.
Hem boliinen hem de béllinmeyen hiicreleri en-
fekte ederler. Kromozomal DNA'ya entegre oldu-
guicin transfer edilen genin etkisi uzun siirecektir.
Balliinmeyen hiicrelere transfer edilebilmesi ve az

immun yanit olusturmasi avantajlaricir.

Retroviriisler, pek cok hiicreye girebildikleri
ve immiin reaksiyon olusturmadiklar igin, 8 kilo-
bazin altindaki genlerin transferinde kullanilmak-
tadirlar. Sadece prolifere olan hiicreleri etkilemesi
kanser tedavilerinde dnemlidir. Tedavi sirasinda

béliinmeyen hiicrelerin korunmasi bu bakimdan
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avantaj yaratmaktadir. Bunlarin en biiyiik deza-
vantaji konaker hiicrenin DNAsIna entegre olma-
laridir (insertional mutagenesis). Konakgi hiicre
DNA'sina girmeleri, DNAda hasara neden olmak-
ta ve hastalarda kanser olusumuna neden olabil-
mektedir. Sonug olarak hastanin mutant geninin
tedavisi amaglanirken, kullanilan vektériin deza-

vantajina bagl 6liim goriilebilmektedir.

Vektor olarak kullanilan bir diger virls lenti-
viriistiir. Bunlar retroviriis formlar oldugu igin,
retroviriislerle ayni dezavantaja (insertional mu-
tagenesis) sahiptirler. Avantajlari béliinmeyen

hiicrelere ce etki edebilmeleridir.

Viris harici gen transferi (transfeksiyon),
direkt DNA'nin verilmesi ile, lipozomlar ile ve
reseptor aracili endositoz ile olmaktadir. Trans-
feksiyonun en blylk avantaji, konakgl hiicreye
entegrasyonun (insertional mutagenesis) en-
gellenmesi yani DNA hasarinin énlenmesidir.
Viral ajan olmadiginda saglanan bu yarar, hangi
yontem segilirse secilsin DNAnin konakeida kisa
stireli kalmasi ile sonuglanmakta ve etkin tedavi-
nin yapilamamasina neden olmaktadir. DNAnin
direkt olarak enjeksiyonu ilk defa, distrofin ge-
ninin eksikligi veya kismi azligi ile seyreden Dus-
chenne kas distrofisinde, kaslara direkt DNAnin
verilmesi ile denenmistir. Bazi kaslarda az oranda
distrofin genine rastlansa da, uzun siireli olarak
genin kas dokuda etkinligi saglanamamustir. Sik
gorllen hastaliklardan olan (1/600 = 1/10 000)
kistik fibrosizde, DNA lipozom iginde hastaya ve-
rilmistir. Lipozomlar, zarda ¢ozilinebilen sentetik

lipid yapida vezikiillerdir. Bunlar ¢ok biiyiik DNA




molekiillerini tagiyabilmeleri agisindan avantajli
olmakla beraber, stirekli olarak genin ifadelenmesi
saglanmadigi igin tedavide etkin diizeylere cikila-
mamaktadir. Diger yontem olan reseptor aracili
endositozda, amag hiicre ylizeyindeki proteine
DNA'nin baglanarak hiicre igine sokulmasidir. Bu-
radaki en bliylik dezavantaj ise hiicrede bulunan
yikim organeli olan lizozomlarin, diger endositoz
materyallerini yiktigi gibi, DNA'yi da yikmalari ve
cok az oranda DNA'nin ortamda kalabilmesidir.
Burada da etkin tedavi siirecini baslatacak kadar
DNA'nin ortamda kalabilmesi saglanamamakta-
dir,

e Protokollerin uygunlugunun ilgili kemitelerce

onaylanmasi,

Gen tedavideki en hassas noktay) etik yakla-
simlar olugturmaktadir. Gen tedavi icin bagvu-
ran hastalar, tim tedavi sanslarini denemis artik
son umut olarak buna yénelmis ve en énemlisi
‘artik kaybedecek hicbir seylerinin kalmadigini’
diistinen hastalardir. Onlar her seyi denemeyi
goze almig durumdadirlar. Tedavi protokolleri ise
cogunlukla denenmemis veya cok az denenmis
ve glivenliligi hakkinda cok fazla veri igermeyen
yaklasimlardir. O yiizden burada, tedaviyi planla-
yan, hastalara bilgilendirilmis onam sunan ve te-
daviyi gerceklestirecek olan hekimlere ok biiyiik
sorumluluk ditismektedir. Bu nedenle gen tedavi
protokollerinin hem lokal, hem de ulusal etik
komitelerden onaylarinin alinmig olmalari gerek-

mektedir.

Sonug olarak; gen tedavisin tg temel riski-

ni;1- hastanin vektore veya transfer edilen gene

olumsuz reaksiyon vermesi, 2- transfer edilen

genin hastanin DNA'sina entegre olarak bir pro-
toonkogeni aktive etmesi ya da herhangi bir tii-
mor baskilayici genin yapisini bozarak kansere yol
acmasl, 3- yerlestirilen genin cok temel bir genin

yapisini bozmasi ve hiicrenin yagamini sonlandir-

masi olarak ozetleyebiliriz. Tum bu riskleri énle-

meye yonelik yeni diizenlemeler gelistirilmeye

calisilmaktadir. Tek gen hastaliklari ve son yillarda

da kanserler igin gen tedavisi uygulamalari heniiz

istenilen seviyede bir basar yakalamasa da, bu
konudaki ¢alismalar artan bir ivme ile devam et-
mektedir. Gen tedavisinin, uzun vadede hastalik-
larin tedavisi i¢in oldukca tmit verici bir ydntem

oldugu son derece agikur.
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