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Gen Tedavisi
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Mutant genotipi dizeltmek

Tanimi

Gen tedavisi, genel anlamda, bir hastaligi tedavi etmek
ya da en azindan bir hastanin klinik durumunu
iyilestirmek amaciyla genetik materyalin hicrelere
transferi olarak tanimlanir.



ilk kez 1970 yilinda, retrovirisle
Martine Cline tarafindan ortaya konmustur.

Martine Cline, virtslerin transformasyon mekanizmalarini
incelediginde, viruslerin genetik materyallerini konak hicre
genomuna aktardigini kesfederek, hiicrelere gen transfer
islemlerini gerceklestirmek icin bir ara¢ olarak
kullanilabileceklerini belirtmistir'.

Martin Cline, 1980'lerin basinda genlerin in vitro ve in vivo
olarak yuksek verimlilikte transfer edilebilecegini gostermistir.

1982 yilinda, ilk insan gen tedavisi, talasemi hastaligi icin, Cline
tarafindan gerceklestirilmistir®.


http://egetipdergisi.com.tr/text.php3?id=691
http://egetipdergisi.com.tr/text.php3?id=691

* Daha sonra 1990 yilinda ciddi kombine immiun
yetmezlik (SCID) hastaliginda Michael Blaese
ve William French Anderson tarafindan ADA
geni tasiyan retrovirus vektoru ile yapilmis gen
tedavisi uygulamalari sonucunda 2 ¢ocugun
tam olarak tedavisi saglanmistir.
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Sekil-1. Gen tedavisi (GT) yontemi ile ilgili tarihsel gelismeler.
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+ Ik basarili gen terapisi 1990 yilinda gergeklegtirildi. o
+ Ik DNA da kalici degisiklik yapan somatik tedavi ise

1993 yilinda yapildu.
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Gen tedavisinde saglikli geni hiicrelere vermek ve gen
hasarlarini onarmak icin bir ka¢ yontem kullanilir.
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2. Yer degisimi (Gen cerrabhisi)

1. Insersiyon:

3. Tamir
4. Gen eklemesi (intihar gen tedavisi)



Gen tedavisinde saglikli geni hiicrelere vermek ve gen
hasarlarini onarmak icin bir ka¢ yontem kullanilir.
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. Insersiyon: Genellikle viral vektérler aracilifyla normal rastgele
olarak hiicre genomuna entegrasyonudur.

Bu yontem DNA hasarlarina sebep olabilir;

ornegin, insersiyon sonucunda tumor uyarici genlerin

inhibisyonunu ortadan kaldirarak aktif hale gecebilir ve kansere
sebep olabilir.
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2. Yer degisimi (Gen cerrahisi): Normal genin homolog
rekombinasyon ile istenen, belli bir lokusa yerlesmesini
saglar.

Bu yontemin gerceklesme olasiligi cok az (105 hiicre
icinde 1) olmasina ragmen, gen parcasi spesifik bir
bolgeye yerlestigi icin DNA hasari en aza indirgenir.
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3. Tamir: Anormal genin ters mutasyonla tedavisidir.

Ornegin, A>C—C>A. Bu yontem genellikle nokta mutasyonlari
nedeni ile ortaya cikan hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir. Bu
durumda mutasyona ugramis gen, nukleazlar (¢inko parmak,
TALEN ve CRISPR/Cas) araciligiyla hiicrenin dogal tamir
mekanizmalari tetiklenip ters bir mutasyonla dizeltilir.
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4. Gen eklemesi (intihar gen tedavisi): Normal durumlarda
hicrede bulunmayan ve eksprese olmayan genin istenilen
zaman ve istenilen hiicrede ifadesini saglamak icin uygun
hiicreye transferi islemidir. (Rashnonejad A, 2014)



Gen tedavisi iki alt baslik altinda

toplanir

e

* Somatik hlicre gen tedavisi
* Germline gen tedavisi
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Somatik terapi
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* Terapotik genler gamet disindaki
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Germline Terapi

* TerapOtik genler germ
hiicrelerine (yumurta,
sperm hiicresi) transfer
edilir.

* Dollere aktarilir
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Gen transferinde cesitli yontemler

vardir (Transfeksiyon yontemleri).
-A

1. Fizikokimyasal Yontemler
2. Biyolojik yontemler
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Fizikokimyasal yontemler

Fizikokimyasal ydbntemler, DNA'nin dogruda

Elektroporasyon, gen tabancasi (balistik gen enjeksiyonu), Sonoporasyon gib
fiziksel yontemler ya da

Lipozom ve dendrimerler gibi kimyasal yapilar kullanilir.

Bu yontemlerde fizikokimyasal kurallar kullanilarak DNA parcalari hiicre icine
sokulur. Ornegin gen tabancasi yonteminde ilk DNA parcalari altin ya da
tungstenden olusan 1-3 mikron boyutunda mikroparcaciklar ile ortilir, daha sonra
bu DNA/nanopartikil parcalan glic tireten bir cihaza yuklenir. Parcaciklarin hiz
kazandirilarak, hiicre zarini delip, sitoplazmaya girmesi saglanir. Sitoplazma icinde
nanopartikuller DNA’dan ayrilip DNA nukleusa girer ve gorevini yapar. Fiziksel
yontemlerin avantaji basit bir ydntem olmasidir. Ancak dustik verimlik ve in vivo
olarak kullanim zorlugu dezavantajlaridir.

Lipozom yonteminde, Rekombinant DNA’nin lipid vezikiilleri ile hiicreye sokulmasi
s6z konusudur.

Nukleus icine mikroenjeksiyon ile rekombinant DNA’nin sokulmasi



Biyolojik yontemler

* Biyolojik gen aktarilmasiicin genellikle virtsler veya plazmidler
kullantlir.

* En yaygin kullanilan biyolojik vektorler viral vektorlerdir.

* Viraslerin hastaliga yol acan gen parcalarinin yerine, hastalari
iyilestirme amaciyla rekombinant genler yerlestirir.

* Adeno-assosiye virus, retrovirus, adenoviris ve herpesviris
vektorleri en sik kullanilan viral vektorlerdendir. Bu virtslerin
kendi genomunu konakg¢i hiicreye veren dogal stratejilerden
yararlanir. Ancak ilk basamakta viruslerin patojen genleri
cikartilip zararsiz haline getirmesi gerekir.



Gen tedavisinde kullanilan vektorler
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* 1. Viral vektorler
* Retrovirusler
* Adenovirusler
* Adeno iliskili virasler
* Herpes virusu
% 2. Viral olmayan vektorler
# Ciplak DNA (Plazmid icine sokulmus hedef DNA)
* Lipozomlar icine sokulmus DNA paketleri

* Protein-DNA bilesenleri (Hiicre-ylizey reseptdrlerine baglanan
protein ve DNA bileseni)

* Yapay kromozomlar




Vektorler

* Retrovirusler kullanildiginda, viral'g '
DNA’sina katilir. Kendi RNA genomundan dsDNA yapabilirler.

* Adenovirusler’de ise viral genom, konak hiicre DNA’sIna
katilmaz. Kromozom disinda sitoplazmada genetik materyal
olarak bulunur. Insersiyonal mutasyona neden olmaz. dsDNA

virusudurler.
# Adeno-iliskili virisleri tek zincirli DNA (ssDNA) virisleridir
+ Herpes simplex virtsleri ¢ift zincirli DNA (dsDNA) vir(sleri



Viral vektorlerin dezavantajlari

Retrovirds bélUnmeyM

* Adenovirds olumsuz immunolojik yanit gdstertr,

* Herpes virtisu sitotoksik etkisi vardir

* adeno-assosiye virls kisitl yabanci genetik materyal tasiyabilme
kapasitesine sahiptir.

* Tum virtslerin ortak dezavantajl genin yanlis bir yere yerlesme tehlikesidir.
Bunun nedeni de viruslerin rastgele olarak genoma entegre olmasidir. Bu
sekilde konakgI hiicrenin diger genlerini keserek kansere ya da baska
bozukluklara yol acabilir. Birden fazla hiicre cesidini enfekte edebilme
Ozelligi ve esey hicrelerine girme ihtimali, onlarin diger dezavantajlar
olarak bilinir. Ancak ginimuzde bu dezavantajlari ortadan kaldirmak icin
cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Virlse ait kapsit proteinlerini degistirip
spesifik bir dokuya, 6rnegin karaciger hepatosit hiicrelerine girebilme
Ozelligi kazandiran viral vektorlerin elde edilmesi gibi ¢calismalar
yapilmaktadir



Vektorler iki yoldan organizmaya

verilir
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* EX vivo, organizma disina alinan mutant hicrenin
dizeltilerek yeniden organizmaya verilmesi

+ Invivo, disarida hazirlanan normal geni tasiyan
vektorin organizmaya verilmesi



Gen tedavi ornekleri
\A

* SCID, ciddi kombine immin yetmezlk hastaligidir.
Adenozin deaminaz (ADA) mutasyonu vardir. Kemik
iliginden kan kok hacreleri cikarihr

* EX vivo

* Saglam gen bir vektor yardimiyla kok hlicreye
nakledilir.

* Kok hucre organimaya geri sokulur.



H Klonlanmis gen

\ /

\ ;  Normal genin RNA bigimi
retroviriise asilanir.

1~ Viral RNA
/

\ ~Retroviriis kapsit

\ /' Hastadan alinan kemik iligi
hiicresi

Kromozom iginde bulunan
normal geni tasiyan viral
DNA

Hiicreler kemik
iligine asilanir

Gen tedavisi

«Zararsiz hale getirilmig bir retroviriis vektoru
bir genin normal allelini buna sahip olmayan

bir hastanin hiicreleri igerisine sokulmasinda
kullanihir.

*Eger viral niikleik asit yabanci bir gen
bulunduruyorsa ve bu gen ifade ediliyorsa
bu hiicre ve hiicrenin nesilleri, gen urliniine
sahip olacak ve iyilesecektir.

*Kemik iligi hiicreleri gibi yasam boyu ¢ogalan
hucreler, gen tedavisi i¢in ideal hucrelerdir.
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Gen tedavi ornekleri-1
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Ailesel Hiperkolesterolemi, LDLR,

Dusuk dansiteli lipoprotein geninde mutasyon vardir.
Kalp ve damar hastaliklarina yatkinhk vardir.

LDLR karacigerde sentezlenir.

Hastalarin karaciger htcreleri alinir

Normal gen retrovirtsler ile hepatositlere sokulur
Duizeltilmis hicreler portal ven ile vicida verilir.



Gen tedavi ornekleri-2
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# In vivo,
* Kistik Fibroz,
* Klor kanal proteini mutanttir.

* Adenoviruslere normal gen sokulup sprey yolu ile
burun mukozasina verilir



Kanser gen tedavisi
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a. Mutasyona Ugramis Genlerin Diizeltilmesi

Bu konuda en ¢ok arastirilmis ydontem, P53 geni
aktarilmasidir. p53 hiicre genomunun koruyucusudur-.
Kanser tedavisinde saglikli P53 geni tumor hicrelerine
girdiginde kanserli hiicre apopitoza ugrar- P53 geni
tasiyan adenovirts vektor tabanli gen tedavisi ilac,
HNSCC (bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinom)
hastaligin tedavisinde 2003 yilinda Cin’de Gretilmistir:
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b. immiinoterapi

TUmor nekrozis faktori (TNF) proteini gliclii bir antitimor sitokinidir. Bu protein, hem
dogrudan timor hicrelerini dldurebilir hem de timor vaskilizasyonunu arttirarak anti kanser
ilaclarin timorun icine girmesini kolaylastirir; bdylece TNF proteinini alan kanser hiicreleri
kemoterapiye daha duyarli olurlar. Tedavide, laboratuvar ortaminda, bakteri hiicrelerinde,
TNF geni klonlanmalidir. Daha sonra hastanin beyaz kan hicreleri alinip kiltire edilmelidir.
TNF geninin birden fazla kopyasi beyaz kan hiicrelerinin icine aktarildiginda beyaz kan
hicreleri hastaya tekrar geri nakil edilecektir>®4°. Bu sekilde kanserli hiicreye dogrudan saldiri
ve bu hicrelerin ortadan kaldirilmasi gerceklesecektir.

Diger stratejide, en gliclt anti-timor sitokini olan IL12’yi kullanmaktir. Bu sitokin, yardimai T
hiicreleri-1 yanitini indiikler, dogal 6ldiirtict hiicreler (NK hiicreleri) ve sitotoksik T lenfositleri
etkinlestirir, timdral neoanjiogenezi inhibe eder, endotelial hiicrelerin Gzerindeki adezin
molekullerinin ifadesini arttirir, lenfositleri timore ¢eker+'. [L12 proteini dogrudan verilirse,
viucuttaki konsantrasyonu arttiginda toksik olabilir‘’; bu nedenle timor bolgesinde lokal
konsantrasyonunun artmasi icin gen tedavisi teknikleri kullanilabilir. IL12 genini tastyan
adenovirusler, cesitli kanserli deney hayvanlarina aktarildiginda timaérin tamamen yok
edilmesi ve hayvanin yagsam siiresinin uzatilmasi saglanmistir+-.
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+ ¢. Intihar Gen Terapisi: Anti-kanser ilac + Gen Tedavisi
Bu tedavi yonteminde, hiicrelerde zararsiz olan bir dn-ilag
hastaya verilecektir. Daha sonra 6n-ilaci aktiflesen ve normalde
insanlarda bulunmayan bir enzim kanserli hiicrelere
verilecektir. Bu enzimin ifadesini 6n-ilaci aktiflesir ve toksik ila¢
kanser htcrelerinin icinde Uretilecektir. Sonucta kanserli hiicre
Olecektir. Bu nedenle bu yonteme intihar gen tedavisi denir.



Gansiklovir tedavisi ve Timidin Kinaz

\
intihar gen tedavisinde en yaygin kullanilan gen, herpes simpleks
virtislerinde bulunan timidin kinaz (HSV-tk) enzimini kodlayan gendir. Bu
enzim, insan hicreleri icin toksik olmayan gansikloviri (GCV), gansiklovir
monofosfat sekline dontstirdr. Daha sonra, kanser hiicresinde de bulunan
normal hiicresel enzimler, gansiklovir monofosfati gansiklovir trifosfata
déntstirir (GCV-TP). S fazi ve G2 fazinda bir gecikme indiiklenen HSV-
tk/GCV-TP sistemi, kanserli hiicreyi apopitoza sokar. Sadece kanser
hicrelerinin icinde timidin kinaz enzimi Gretilmesi nedeniyle, kanserli
olmayan hticreler bu ila¢tan etkilenmez. Timidin kinaz geni aktariimasi icin
degisik vektor sistemleri kullanilabilir, ancak timadr hicrelere spesifik
olarak transfekte edilen onkogenik viriisler tercih edilir. intihar gen
tedavisinde kanser hticreleri spesifik olarak hedeflenmek icin bu hticreler
Uzerinde bulunan cesitli reseptorler kullanilir.



http://egetipdergisi.com.tr/text.php3?id=691
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INSAN GENOM PROJESI
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1990 yilinda ABD’de baslatild.

18 llke destek verdi

1999 ilk insan kromozomunun timada dizilend.i.

IGP ile ilk basta 3 milyon DNA baz ciftinin %97.7 sinin
dizilenmesi amaclandi

2000 yazinda %90’nin ¢6zulmesi amac¢landi ancak 1 mayis
2000’de 2.540.358.000 bazlk dizi (%79.1) tespit edildi.

Sonug olarak

2003’te %100’°liik dizi tespiti amaclandi. %18.6 (598.586.000
baz tespit edildi.
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* 4 Eylil 2007'de, Craig Venter kendi DNA dizisinin
tumuana yayinlamistir. Bu, bir insanin 6 milyar harflik
genomunun yayinlandigi ilk seferdir.



1990 1991 1792 1994 1995 1996 1997 1998

1999 2000 2001 2002 2003

I
Finished
| ; == o version of
g#mm:s : ~ . human
genome
sequence
completed

Draft version of rice genome
sequence completed and published

{BRCAT) mopped

uda principles for Chinese National Human Genome Centers
rapid and open dota release established (in Beijing and Shanghai) established

Execuive order bans genetic
discrimination in US. federal workplace

Projenin amaci insan gen haritasini cikarmak ve
genetik sifrenin ¢6ztlmesidir.






Insan genom projesi ile

B

* Gen bilgi bankalarinin olusturulmasi
* Kalitsal hastaliklara careler
* Genetik danisma
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