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FDA Onayl Ilk Onkolitik Viral Terapi Ajan1
Talimogene Laherparepvec’in
(IMLYGIC™) Oykiisii

Talimogene Leharparepvec (IMLYGIC™) as
FDA Approved First Oncolytic Viral Therapy Agent

OZET Onkolitik viruslar sistemik antitiimor bagisiklik indiiksiyonu ve selektif tiimér hiicre 6liimii
saglayabilen cift yonli etki mekanizmasiyla antitiiméral yanit olusturan kanser tedavisinde yeni
bir terapotik ajan sinifini temsil eder. Bu olayin molekiiler ve hiicresel mekanizmasi heniiz tam ola-
rak agikliga kavusturulamamus olsa da, transforme edilen hiicrelerde virus replikasyonu timér hiicre
oliimlerine sebebiyet vererek dogal ve kazanilmig bagisiklik mekanizmalarini aktive eder. Bu etki-
lerin ortaya ¢ikmasinda; kanser tipi, viral vektoriin karakteristik 6zelligi, virusun tiimérle ve ko-
nak¢inin bagisiklik sistemiyle interaksiyonu belirleyici rol oynar. Bu baglamda, tiimér hiicrelerinde
selektif replikasyon yaparak antitiimoral bagisikligin aktivasyonunu saglayacak tarzda gelistirilmis,
genetigi degistirilerek zayiflatilmis herpes simpleks virus tabanl bir virus; BioVex firmas: tarafin-
dan Talimogene laherparepvec (IMLYGIC™) adiyla farkli kanser tiplerinde kullanilmak tizere on-
kolitik viral terapi ajan1 olarak gelistirilmektedir. Nihayetinde 2015 y1linin Ekim ayinda, Talimogene
laherparepvec (T-VEC), cerrrahiyle tedavisi miimkiin olmayan kutanéz, subkutanéz ve nodal lez-
yonlu melanom hastalarinin tedavisinde kullanilmak {izere ABD Gida ve {lag Dairesi'nce onayla-
nan ilk onkolitik viral terapi ilac1 olarak tarihe gegmistir.

Anahtar Kelimeler: Viral terapi; onkolitik viriisler; herpesvirus 1, insan; gen tedavisi

ABSTRACT Selective tumor cell elimination and the activation of systemic anti-tumor immunity
are the two joint avenues followed by oncolytic viruses to promote anti-tumor immune response.
Although the molecular and cellular mechanisms of action of this new class of therapeutic agents
are unknown, it involves replication of the virus within infected cells, leading to tumor-cell death
and thereby the activation of both innate and adaptive immune response. The tumor type, the char-
acteristics of the viral vector, as well as the interaction between the virus, tumor tissue, and the host
immune system determine the outcome and therefore, the success of oncolytic viral therapy. One
such oncolytic agent Talimogene laherparepvec (T-VEC) developed by BioVex is a genetically mod-
ified herpes simplex virus type 1 designed for the intralesional treatment of various cancers, in-
cluding but not limited to malignant melanoma. Surprisingly, in October 2015, T-VEC became the
first FDA approved oncolytic viral therapy product suggested for the treatment of recurrent ma-
lignant melanoma.

Key Words: Viral therapy; oncolytic viruses; herpesvirus 1, human; gene therapy
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nkolitik viriisler, saglikli hiicrelere zarar vermeden spesifik olarak timor
hiicrelerini hedef alarak onlar1 yok eden virtislerdir. Bu 6zellikleri ile bir
¢ok kanser tiirtinde etkin bir tedavi ajan: olarak kullanilma potansiyelleri
soz konusudur. Onkolitik viriisler, kanser hiicrelerinin icerdigi transgenin 6zelligine
gore viriis aracili sitotoksik etki olusturarak hiicresel 6liim mekanizmalarinin (apop-
toz, nekroz, otofaji) aktivasyonuyla veya tiimoral kan damarlarinin yikilmasi, sis-
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temik anti-tiiméral immunitenin uyarilmas: gibi dolayl
yollardan etki ederek onlarin 6lmelerini saglarlar.!

Kanser tedavisinde viriislerin kullanilmas: fikri ilk
olarak 1950’lerde kanser hiicre hatlarinin ve kanser hay-
van modellerinin ortaya ¢ikmasiyla baglamistir. Modern
manada ilk onkolitik viroterapi ¢alismas: ise 1991 yilinda
nérovirulans 6zelligi indirgenmis timidin kinaz negatif
herpes simpleks viriis (Dlsptk) ile fare glioblastoma mo-
deli tizerinde yapilmigtir.? Bu doneme kadar onkolitik vi-
roterapide yabanil tip viriislerin dogal tiimor dldiriicii
ozellikleri kullanilirken bu ¢aligma ile ilk kez genetik
olarak yapis: degistilmis bir viriis anti-tiiméral bir ajan
olarak kullanilmigtir. Elde edilen gozle goriiliir basarili
sonuclar bir ¢ok bilim insaninin dikkatini ¢ekmis ve bu
yondeki caligmalarin hizla artmasini saglamistir. Bu
amaca yonelik olarak adenoviriis (AV), vesikiiler soma-
titis viriis (VSV), herpes simpleks viriis (HSV) gibi kan-
ser hiicresi segiciligi olmayan bir ¢ok viriis tiirii genetik
yapis1 degistirilerek kanser secici hale getirilmis, Molo-
ney lokemi viriis, Newcastle hastalig1 viriisii, reoviriis
gibi kanser segiciligi bulunan bir ¢ok viriis tiirii de daha
etkin ve gtivenli hale getirilerek klinik ¢aligmalarda kul-
lanilmigtir.?

Bu baglamda Talimogene laherparepvec (IMLYGIC™)
HSV-1 tabanli, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (U.S.
FDA) ve Avrupa Komisyonu (E.C.) tarafindan onayla-
nan ilk onkolitik viral terapi ajani olarak tarihe ge¢mis-
tir. Cerrahi miidahale sonrasi tekrarlayan kutan,
subkutan ve nodal melanoma tiimérlerinin lokal teda-

visi i¢in kullanimi Onerilmektedir. Bu derlemenizde

HSV’nin genel 6zellikleriyle beraber onkolitik bir ajan
olarak tercih edilme sebebine deginip IMLYGIC’in ge-
ligtirilme ve onaylanma siirecini sizlere daha yakindan
aktarmaya calisacagiz.

I HERPES SIMPLEKS VIiRUS

Herpesviriis ailesi (Herpesviridae) alfa, beta, gama ola-
rak {i¢ altgruba ayrilmistir. Bu ii¢ alt grupta toplamda
120’den fazla viriis tammlanmigtir.3 Bunlarin igerisinde
sekiz tiir insan patojeni olarak yasam dongiisiinii stirdii-
riir. Herpesviriis ailesinin biitiin tiyeleri dogrusal, iko-
sahedral yapida bir kapsid icerisinde paketli, ¢ift zincirli
genomik DNA’ya sahiptir. Kapsitin ¢evresi gesitli prote-
inler igeren tegiimen ile gevrilidir. Eriskin viriis parti-
kili (viriyon) ayrica tegiimen katmanini gevreleyen,
iizerinde konak hiicreye entegre olabilmesini saglayan
glikoproteinleri iceren ¢ift katmanl bir lipid membrana
sahiptir (Resim 1).* Alfa herpesviris alt ailesi tiyesi HSV-
1 ve HSV-2, insanda herpesviriis kaynakl enfeksiyonla-
rin en sik rastlanan suglaridir. Her iki viriis de viicutta
sadece belli bolgelerde enfeksiyona yol agarlar. HSV-1
ag1z cevresinde, HSV-2 ise genital bolgede herpese
(uguk) sebep olur. Enfeksiyon hayat boyu siirer. Alfa
herpes viriisler kendilerini néronlarda gizlerler. immun
sistemin zayiflamasi sonrasinda ozellikle epitel doku
hiicrelerinde etkilerini gosterirler. Bu nedenle immiin
yetmezligi bulunan kisilerde, insan immiin yetmezligi
viriisii (HIV) enfeksiyonu bulananlarda ve yeni dogan-
larda 6liimciil sonuclara neden olabilirler. Bulagicidirlar,
insanlar aras: gegis fiziksel temas yolu ile olur.*

Zarf

Kapsit

Tegliimen

Cift zincirli DNA

RESIM 1: Herpes simpleks virisunun yapisi. HSV-1 viriyonu distan ie dogru zarf, tegiimen ve bir kapsitten olusmustur. Zarf yapist, konak hticre yiizeyinde bulunan ve viral
baglanmayi saglayan faktdrler (heparin siilfat, nectin-1, eslenik immiinglobin benzeri tip 2 reseptdr alfa (PILRa), herpes viriis invazyon saglayici (HVEM), membran fiisyon
aktivatdrleri) ile viristin etkilesimini saglayan glikoproteinlerle gevrilidir. Teglimen icerisinde konak hiicreye girisin ardindan immun yanitin durdurularak viral genomun rep-
likasyonu icin hiicrenin hazir hale getiriimesini saglayan ICPO, ICP4, US11 gibi proteinler yer alir. En i¢ kisimda ise ¢ift zincirli DNA formundaki genomu iginde bulunduran

kapsit yapisi bulunmaktadir.

(Renkli hali icin Bkz. http:/www.turkiyeklinikleri.com/journalitibbi-genetik-ozel-dergisi/547/tr-index.html).
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Genetik yap1 olarak HSV-1 ve HSV-2 birbirine ¢ok
benzerler. Her ikisinin genomu bir uzun 6zgiin bélge (UL)
ve bir kisa 6zgiin bolge (US) icerir. UL ve US bolgeleri ile
beraber toplamda 74 agik okuma cercevesine (ORF) sa-
hiptirler. Bazi kaynaklarda bu sayinin 94t buldugu iddia
edilmektedir.’ Bu 74 ORF’dan 56’s1 UL bolgesi icerisinde
yer alirken, 12 tanesi US bolgesindedir. Bunlarin disinda
LRP1, LRP2, RL1/ICP34,5, LAT, enfekte hiicre proteini O
(ICPO) ve RS1 bolgeleri genomda yer alir. Konak hiicreye
girisin ardindan viral genlerin transkripsiyonu konak hiic-
renin RNA polimeraz IT enzimi tarafindan gerceklestirilir.
Viral girisin ardindan ilk olarak ‘acil 6ncelikli genler’ eks-
prese edilir. Bu genlerin iiriinii olan proteinler viral DNA
replikasyonu ve viral zarf glikoproteinlerinin sentezini sag-
layan ‘erken genler’ ile olgun viriyon partikiiliiniin olusu-
munu saglayan ‘ge¢ genler'in ekspresyonunu kontrol eder.’

ONKOLITIK BiR AJAN OLARAK
HERPES SIMPLEKS VIiRUS

HSV molekiiler yapisindan etki mekanizmasina kadar de-
gisen pek cok sebebden dolay1 giiniimiizde potansiyel bir
onkolitik ajan olarak degerlendirilmektedir; (i) Oncelikle
patojenitesi iyi tamimlanmistir. Bagisiklik sistemi yetkin
erigskinlerde, nadir ataklar ile sinirh lokal bir hastalia yol
acar. (ii) Istenmeyen bir enfeksiyon durumunda ya da viral
toksisite gelisiminde kullanilmak iizere, acyclovir ve fam-
ciclovir gibi giivenli anti-HSV ilaglar: bulunmaktadur. (iii)
HSV, tek reseptore baglanma 6zelligine sahip diger viriis-
lerden farkl olarak, bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilen
dort hiicresel reseptérden herhangi birine baglanarak
hiicre igerisine girebilmektedir. Bu nedenle genis bir
hiicre tropizmasina sahiptir. (iv) HSV tarafindan gercek-
lestirilen litik enfeksiyon, hedef hiicreleri diger viriisler-
den daha hizh 8ldiiriir. Ornegin HSV enfeksiyonu olan
hiicre kiiltiirlerinde yalnizca 2 giin siiresince goriiniir
plaklar tespit edilirken , adenoviriiste bu siire 7 ile 9 giin
arasinda degismektedir.® In vitro ¢aligmalar ile 0,01 MOI
HSV nin kiltiire edilmis kanser hiicrelerinin tamamina
yakinim 6ldirdiigi gosterilmistir. Adenoviriisiin ayni
miktar hiicreyi 6ldtirmesi i¢in daha ¢ok viriis partikiilii ve
daha uzun bir siire gerekmektedir. (v) HSV ile onkolitik
tedavi sirasinda insersiyonel mutagenez olma riski mini-
maldir ¢linkiit HSV genomu nadiren hiicresel DNA iceri-
sine entegre olur.* HSV-1’in genomununun ve fonksiyon-
larinin daha ayrintili olarak ¢alisilmig olmasindan dolay:
onkolitik herpes viriislerin bir¢ogu HSV-1 kokenlidir.

HSV-1 viriyonu distan ige dogru zarf, tegiimen ve
bir kapsitten olusmustur. Zarf yapisi, konak hiicre yiize-
yinde bulunan ve viral baglanmay: saglayan faktorler (he-

parin siilfat, nektin-1, eslenik immiinglobin benzeri tip 2
reseptor alfa (PILRa), herpes viriis invazyon saglayici
(HVEM), membran fiisyon aktivatérleri) ile virtsiin etki-
lesimini saglayan glikoproteinlerle gevrilidir. Tegiimen ise
konak hiicreye girisin ardindan viral genomun replikas-
yonu i¢in hiicrenin hazir hale getirilmesini saglayan ICPO,
ICP4, US11 gibi proteinlerle donatilmugtir.” En i¢ kisimda
ise ¢ift zincirli DNA formundaki genomu iginde bulun-
duran kapsit yer almaktadir. Viral enfeksiyonu takiben
kapsit DNA replikasyonu icin konak hiicre ¢ekirdegine
taginir. HSV-1 litik hiicre dongiistine sahip bir viriistiir ve
bu dongii birbirini takip eden ii¢ temel basamaktan olusur.
[lk olarak o veya diger ismiyle acil &ncelikli genlerin (IE)
transkripsonu ve translasyonu gerceklesir. IE proteinle-
rinden bes tanesi (ICPO, ICP4, ICP27, ICP47), viral DNA
replikasyonu ve viral zarf glikoproteinlerinin sentezini
saglayan P veya erken genler (E) ile olgun viriyon parti-
kiiliiniin olusumunu saglayan y veya ge¢ genlerin (L) eks-
presyonunu kontrol ederken ayni zamanda dogal ve
kazanilmis bagisikligin baskilanmasini saglarlar. IE
ICP4’iin viral genom ile etkilesimini takiben E genlerinin
transkripsiyonu baglar.” Bir¢cok E geni viral DNA repli-
kasyonunda goérev alir. Bununla beraber ¢ekirdek igeri-
sinde viriis partikiiliinii olusturacak diger yapilarin da bir
¢ogunun olusumunda gorev alirlar. Litik dongiiniin son
basamagi L genlerinin ekpresyonu ile olgun viriyon par-
tikiillerinin olusup ¢ekirdekten hiicre membranina tagin-
mas1 ve yeni konak hiicreleri enfekte etmek tizere
hiicreden salinmalar seklinde gerceklesir. Bu sekilde tam
bir litik dongii 8 ila 24 saat arasinda tamamlanir. HSV-1
ayn1 zamanda periferal néronlara yerleserek hayat boyu
enfeksiyona sebep olur. HSV-1 postmitotik safhadaki hiic-
relerde litik dongiiye girmez. Bu sebeple noron hiicrele-
rinde litik déngiiye sebep olmaz.”

HSV-1 genomu ortalama 152 kilobaz ¢ifti (kbg)
(Genbank Referans No: X14112) uzunlukta olup yakla-
sik 74 gen igerir.’> Diger kii¢iik viriislerin aksine geno-
munda yeni viriis partikiilii olusumu icin esansiyel
olmayan bir ¢ok gen boélgesi bulunur. Bu 6zelligi aragtir-
macilara HSV-1’in, viral litik dongiisiine zarar verme-
den noéroviriilans 6zelligi ile beraber patojeniteye sebep
olan genlerinin ¢ikarilarak onkolitik HSV-1 (oHSV-1)
haline getirilmesine olanak saglamistir. oHSV-1 tasarla-
nirken sadece kanser hiicrelerini hedef almasi, kanser
hiicrelerinin kendine has 6zellikleri g6z oniine alinarak
saglanmistir. Kanser hiicrelerinin genel bir ortak ozel-
ligi stirekli boliinmeleridir. Bu nedenle DNA replikas-
yonunun siirekli aktif bir sekilde gerceklesebilmesi i¢in
zengin bir serbest niikleotid havuzuna sahiptirler. Nor-
mal hiicreler ise mitoz sonrasi evrede serbest niikleotid
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havuzu bakimindan fakirdirler. HSV-1 bu eksikligin {is-
tesinden gelebilmek ve postmitotik evredeki hiicrelerde
de replike olabilmek icin bazi 6zellesmis genlere sahip-
tir. Bunlardan ilki E genlerinden UL23/timidin kinaz
(TK) enzimidir. TK ¢ok fonksiyonlu bir enzim olup viral
DNA sentezi i¢in 6nciil 5’-fosfat deoksitimidin (dTMP)
olusumunu katalize eder. Bunun yani sira niikleosit ve
deoksisitidinlerin fosforilasyonunu da saglar. TK aktivi-
tesinin kayb1 boliinmeyen hiicrelerde HSV-1 replikas-
yonunu baskilar.® Dlsptk, birincil nesil (tek gen mutant)
TK negatif HSV tabanli ilk onkolitik viriistiir. Yapilan
denemelerde bu viriisiin U87 glioblastoma hiicrelerini
secerek oldiiriirken normal hiicrelere zarar vermedigi
gozlenmigtir.? Fakat norovirilans 6zelliginin halen
devam ediyor olmas: bu vektoriin kullaniminin yeterli
miktarda giivenilir olmadigini gostermistir.? Viral repli-
kasyon icin gerekli niikleotid metabolizmasinin gercek-
lesmesinde bir diger 6nemli faktér ICP6/UL39 geni
iirlinii riboniikleotid rediiktaz enzimidir. Riboniikleotid
rediiktaz, riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere
(dNTP) doniisimiini kataliz eder. HSV-1 viral genomu-
nun sentezlenmesi i¢in yeterli miktarda dNTP’nin or-
tamda bulunmas: gereklidir. ICP6, HSV’nin béliinmeyen
hiicrelerde replike olabilmesi i¢in gereklidir.’ Yoklu-
gunda viriis sadece boliinen hiicrelerde ¢ogalabilir. Bu
ozellik sebebiyle ICP6 negatif (ICP6-) oHSV-1 secici ola-
rak boliinen hiicreleri 6ldirebilir. Yapilan fare caligma-
larinda ICP6- oHSV-1’in yabanil tip viriise oranla daha
giivenli olugu saptanmistir.’® Insanda epidermal ve
kemik iligi progenitorleri ile aktif immun hiicreler di-
sinda boliinen hiicrelere pek rastlanmaz. Bu nedenle
ICP6’nin delesyonu veya inaktivasyonu sadece aktif ola-
rak bilyiiyen tiimorleri hedef alan giivenli bir oHSV olu-
sumunu saglar. ICP6 delesyonu (ICP6A) olusturulmusg
rRp450 serotipi karaciger tiimorlerinin tedavisi i¢in kli-
nik deneme agamasinda olup halen devam etmekte olan
faz 1 caligmasinin da (NCT01071941) May1s 2016’da ta-
mamlanmas: 6ngoriilmektedir.!!

HSV-1, viral dongii igin gerekli iiriinlerin olusu-
munu saglayan, yukarida bir kisminin 6zelliklerini say-
digimiz 6zel proteinlerin yanisira memeli hiicrelerinin
viral enfeksiyonlara kars: gosterdigi antiviral immuniteye
ve apoptozis gibi yeni viral partikiillerin olusumunu en-
gelleyecek hiicresel yolaklarin aktivasyonuna karsi da
6zel bir takim proteinlere sahiptir. Bunlardan ilki bir cok
oHSV vektoriinde delesyona ugratilan, fonksiyonel bir-
cok ozellige sahip y34,5/RL1 proteinidir. y34,5 geni HSV-
1 genomunda iki kopya halinde kahtilir. Viral
patojenitede oldukca 6nemli islevlere sahip bu protein,
hiicresel protein fosfataz 1o (PP1cx)’y1 aktive ederek hiic-

resel translasyon baglatma faktorii 2« (elF2a)’nin hizh
defosforilasyonuna sebep olur.'? y34,5 proteini olgun vi-
riyon partikiiliiniin teglimeninde yer alir ve hiicreye gi-
risgin ardindan tegiimenden ayrilarak etkisini hemen
gosterir. elF2«, normal kosullarda hiicresel translasyo-
nun baslayabilmesi icin gerekli bir proteindir. Aktif
formu defosforile halidir. Fosforilasyona ugradiginda
diger bir translasyon baglatma faktorii olan hiicresel
elF2f’nin fonksiyon gostermesine engel olur. Bunun ne-
ticesinde metiyonin-tRNA ribozoma yiiklenemez ve
translasyon engellenir. elF2a, gevresel etmenlerle veya
viral DNA, cift zincirli RNA gibi patojen iligkili molekii-
lerler (PAMPs) ile aktive olan bir ¢ok kinaz (PKR, GCN2,
PERK, HRI) tarafindan fosforilasyona ugrar ve inaktif
forma geger.'”? PPla ile baglanan, protein fosfataz 1 re-
gilator alt inite 15A (GADD34) aracilig: ile defosforile
olarak translasyon yeniden baslar. y34,5 proteininin C-
terminal ucu GADD34 ile homologtur ve yerini alir.’® Bu
sayede viral enfeksiyon sonrasi aktif kinazlar aracilig: ile
aktivitesi indirgenen eIF2a yeniden aktif hale gecer ve
viral proteinlerin ekspresyonu gerceklesir (Sekil 2a).
y34,5 yoklugunda HSV saglikl hiicrelerdeki PKR aktivi-
tesi nedeniyle replike olamaz. Tiimér hiicreleri, normal
hiicrelerin aksine hassas bir translasyonel kontrol meka-
nizmasina veya antiviral yanit sistemine sahip olmadik-
larindan y34,5A oHSV-1 viriisii tiimor hiicrelerinde
¢ogalabilir ve litik dongti tamamlanir (Sekil 2b).!* HSV-
I’in virtilans 6zelligini korunmasini saglayan bir diger
protein ICP47/US12’dir. ICP47, antijen transport proteini
(TAP) kanallarini bloke ederek major histokompatibilite
kompleks I (MHCI)’e antijen yiiklenmesini engeller."* Bu
sayede enfekte hiicre HSV-1 spesifik CD*8 T hiicrelerin-
den gizlenerek viral partikiillerin olusumu saglanir. Fakat
hiicre ytizey MHCI miktarinin azalmasi ayni zamanda
dogal oldiirticii (NK) hiicre aktivitesine de neden olabi-
lir.’> ICP47 proteininin TAP kanallarini bloke etmesi tiir-
ler arasinda farklilik géstermektedir. Ornegin HSV-1
ICP47 insan TAP kanallarini bloke ederken fare TAP ka-
nallar tizerinde etkisi yok denecek kadar azdir.'* ICP47
bir¢ok oHSV-1 serotipinde (G47A, OncoVEXGMCSF,
oHSV-TRAIL, NV1034 gibi) delesyona ugratilarak anti-
tiiméral immiinitenin arttirilmas: hedeflenmisgtir.!®

Aragtirmacilar viral genlerin fonksiyonlarinin de-
gistirilmesinin yani sira genetik mithendisliginin getir-
digi avantajlar ile ayni1 zamanda terapotik etki
gosterebilecek proteinleri kodlayan genlerin oHSV’lere
yerlestirilmesini saglamiglardir. Klasik homolog rekom-
binasyon aracili gen aktarimi yontemlerinin yani sira
son yillarda bakteriyal yapay kromozomu (BAC) ve en
glincel gen modifikasyon yontemlerinden biri olan RNA
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RESIM 2: Yabanil tip ve ICP34.5 mutant HSV-1'in normal ve kanser hiicrelerinde etki mekanizmasi. (a) HSV-1 enfeksiyonu sonrasinda saikii hiicrelerde enfeksiyona karsi PKR
araciligi ile anti-viral yanit olugur. PKR, viral DNA ile karsilastiginda fosforilasyona ugrayarak akif forma gecer. Fosforile PKR, hiicresel translasyon faktdrii elF2a’yi fosforile ederek
inaktivasyonuna sebep olur. Neticede elF2a ribozom Uzerindeki gdrevini yerine getiremez ve viral mRNA'nin translasyonu engellenir. Fakat HSV-1 sahip oldugu ICP34.5 proteini ile
bu hticresel immiin yanittan kacar. ICP34.5, viral enfeksiyon neticesinde inaktif olan elF2a’nin, viral DNA'nin eliminasyonu sonrasinda defosforilasyon ile yeniden aktif hale gegmesini
saglayan hiicresel GADD34-PP1a yapisinda GADD34'Un yerini alir. Olusan ICP34-PP1a yapisi, elF2a’yi hizla defosforile ederek viral mRNA'nin translasyonunun gerceklesmesini
saglar. Bu ytizden ICP34.5 geninin delesyonu HSV-1in saglikli hiicrelerde replikasyonunu engeller. (b) Kanser hiicrelerinde ise dizgiin islev gdsteren bir hiicresel immin yanit sis-
temi yoktur. Bu hiicrelerde yiiksek derecede aktif olan Ras-Raf-MEK yolag etkisi ile PKR'nin fosforilasyonu engellenir. Neticede PKR inaktif formda kalir. PKR inaktif oldugundan elF2a
forforilasyona ugramaz ve aktif formda iglevini yerine getirir. Bu yiizden HSV-1, kanser hiicrelerinde ICP34.5 proteinine gerek kalmadan litik yagam déngtistinii tamamlayabilir.

elF2a; translasyon baslatma faktori 2 alfa, PP1a; hiicresel protein fosfataz 1 alfa, GAAD34;protein fosfataz 1 regilatdr alt Gnite 15A, PKR; fosfokinaz R, HSV-1; Herpes simpleks virlis 1.

(Renkli hali icin Bkz. http:/www.turkiyeklinikleri.com/journalitibbi-genetik-ozel-dergisi/547/tr-index.html).

aracili kiimelenmis diizgiin aralikli palindromik tekrar
dizileri (CRISPR) ve CRISPR iligkili protein 9 (Cas9) sis-
temi (CRISPR&Cas9) kullanilarak hedef viral DNA’ya
istenen teropatik veya reporter genlerin aktarimi veya
hedef'viral genlerde mutasyon olusturulmasi daha efek-
tif ve kolay sekilde yapilabilmektedir.!”!® 0cHSV-1’in
anti-tiimoral etkinligini arttirmak ve immiin stimiilator
etki gostermesini saglamak icin bir ¢ok transgen cesitli
HSV serotiplerine aktarilmistir. Sitozin deaminaz (CD)

insanda eksprese olmayan 5-florositozini (5-FC), 5-flo-
rourasile (5-FU) doniistiien bir enzimdir.!® 5-FU yiiksek
oranda toksik bir pirimidin antimetabolitidir ve bulun-
dugu hiicrenin 6limiine yol acar. CD 5-FU olusumunu
saglayarak toksik etki olusturur. Eksprese oldugu hiic-
reyi zehirleyerek 6ldirdigiinden bu tip genlere ‘intihar
genleri’ ad1 verilmistir.!” HSV-1yCD ve M012, CD eks-
prese eden oHSV serotipleridirler. 5-FC ile hedef hiic-
reye verildiklerinde tiimér bilyiimesinde anlamli oranda
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gerileme ve tiimoral hiicre 6ldiirme etkinliginde yiiksek
oranda artig gézlenmistir.?’ Intestinal karboksiesteraz
(CE), bakteriyal nitrorediiktaz (NTR), sican sitokrom
P450 (CYP2B1) gibi diger bir ¢ok intihar genleri kulla-
nilarak bir¢ok yeni oHSV-1 (sirastyla MGH2, HSV1790,

rRp450) vektorii olusturulmugtur.?2

Farkl bir strateji olarak tiim6r mikrogevresini de-
gistirmek ve/veya tiimor spesifik immiiniteyi arttirmaya
yonelik terapotik transgenler iceren oHSVler de tiiretil-
mistir. Bir ¢ok tiimor kendine 6zgii bir mikrogevre olus-
turarak tiimor biiylimesini ve ¢evre dokulara invaz
yonunu hizlandirir. Hizla gelisen tiimor daha fazla be-
sine ve oksijene ihtiya¢ duyar ve bu durum yeni damar-
lanmalar (neovaskiilarizasyon) ile karsilanir. Neovas
kiilarizasyon temel olarak, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve anjiyogenik diger faktorlerin etkisiyle
gerceklesir.”® oHSVlerden G47A-mAngio, anti-anjiyoge-
nik anjiostatin geni tasir. Yapilan ¢aligmalarda G47A-
mAngio oHSV-1’in glioblastoma kok hiicreleri iizerinde
ve ortofik timor olusumlarinda etkin antitimoral et-
kiye sahip oldugu gézlenmistir.* Onkolitik viriisler ile
yapilan ¢aligmalar neticesinde elde edilen bilgiler, etkin
bir anti-tiimoéral yanit i¢in transgenin ve/veya viriisiin
sitotoksik etkilerinin yaninda timoér spesifik immiin sis-
tem aktivasyonunun da gerekli oldugunu gostermistir.
Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) he-
mapoietik biiytime faktorlerinden biri olup koloni uya-
ric1 faktorler (CSFs) ailesinin bir tiyesidir.”> GM-CSF,
kiciik, a-heliks yapida antiparalel dort alt iinitenin
yumak seklinde katlanmasi ile olusmus, salgilanan bir
sitokindir. Bu kii¢iik sitokin miyeloid hiicreleri, T hiic-
releri, B hiicreleri, dendritik hiicreler (DC) gibi hema-
poietik hiicrelerin yaninda endotel hiicreleri, kemik
iligi ve periferal doku fibroblastlar1, kondrositler, oste-
oblastlar gibi hempoietik sistemin diginda kalan hiicre-
lerden de salinir.>? Hatta bazi timoéral hiicreler ile
tiimor mikrogevresinde yer alan stromal hiicrelerde de
sekresyonu vardir.?® GM-CSF heterodimerik yapidaki
GM-CSF reseptoriine (GM-CSFR) baglanir.?® Reseptor
bir disitk baglanma afinitesine sahip o zinciri (GM-
CSFRa) ile sinyal iletiminin saglayan f zincirinden (GM-
CSFB) olusur. GM-CSFR aktivasyonu non-reseptor
tirozin kinaz 2 (JAK2)’nin GM-CSFp aracili transfosfori-
lasyonunu saglar. Ayni zamanda GM-CSFf zincirinin
hiicre ici etkin bolgesinin de fosforilasyonu gerceklesir.
Bu, sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) 5
ile STAT3 proteinleri i¢in baglanma bolgesi olusturur ve
JAK-STAT yolag aktive olur. JAK-STAT yolaginin akti-
vasyonu diger bir¢ok alt yolagin (mitojen-aktive protein
kinazlar (MAPKs), fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)-Akt

ve niikleer faktor kappa (NFKB)) aktivasyonunu tetikler
(Sekil 3).26 GM-CSF kemik iliginde ve periferal doku-
larda hemapoietik projenitor kok hiicrelerden miyeloid
hiicrelerin tiretimi ve farklilagmasini saglar. Ayni za-
manda DC’lerin gelisim ve olgunlagmasinda, T hiicrele-
rinin proliferasyonu ve aktivasyonunda GM-CSF kilit rol
oynar. GM-CSF’in DC1 populasyonun genislemesine ve
DC aracili anti-tiimoral yanitin artmasim sagladigi gos-
terilmistir.?® Bu ozellikleri nedeniyle GM-CSF immiin
aracili anti-tiimoral aktivitenin saglanmas: i¢in 6nemli

bir proteindir.

I TALIMOGENE LAHERPAREPVEC

(T-VEC/ IMLYGIC™)
Eski adiyla “OncoVEXGM-CSF” olarak bilinen T-VEC,
HSV-1’in bir klinik izolatindan (JS1) Robert Coffin ve
arkadaglar tarafindan gelistirilmigtir.”” Laboratuvar or-
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RESIM 3: GM-CSF reseptorii yapisi ve islevi. GM-CSF heterodimerik yapidaki GM-
CSF reseptérine (GM-CSFR) baglanir. Reseptor, bir diisiik baglanma afinitesine sahip
a zinciri (GM-CSFRa) ile sinyal iletiminin saglayan B zincirinden (GM-CSFB) olusur.
Reseptor aktivasyonu ile JAK-STAT, PI3K, MAPKs, NFKB gibi bir cok alt yolak aktive
olarak beyaz kan hiicrelerinin olgunlagmasi, proliferasyonu ve migrasyonu saglanir.
GM-CSF; Grandilosit-makrofaj koloni uyarici faktor, MAPKs; mitojen-aktive protein ki-
nazlar, PI3K; fosfatidilinositol 3 kinaz, NFKB; niikleer faktdr kappa, STAT; sinyal iletici
ve transkripsiyon aktivatéri protein.

Renkli hali icin Bkz.

http://www.turkiyeklinikleri. com/journal/tibbi-genetik-ozel-dergisi/547/tr-index.html).
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RESIM 4: T-VEC etki mekanizmas. intratiimoral enjeksiyon ile timér hicrelerine verilen T-VEC (1), bir yandan viral litik dongil ile timér hiicrelerini éldiirtirken (2a) diger
taraftan bu hiicrelerden yiiksek oranda GM-CSF salgilanmasini (2b) saglar. GM-CSF, dendritik hiicrelerin olgunlasarak tiimér bélgesine gdcind tetikler. Timdral antijen-
lerin dendritik hticreler tarafindan taninmasi ile dendritik hiicreler uyarilir (3) ve T hticrelerine antijen sunumu yaparak aktiflesmelerini saglarlar (4). Aktif timor spesifik T
hticreleri tdmér bolgesine yonelerek (5) timdr hiicrelerinin eliminasyonunu saglarlar (6). Ayni zamanda kazanilmis bir immun hafiza olustugundan sistemik olarak farkli bél-

gelerdeki timér hiicreleri de immin aracil sitotoksisite ile ldurdlir.

(Renkli hali igin Bkz. http://www.turkiyeklinikleri.com/journal/tibbi-genetik-ozel-dergisi/547/tr-index.html).

taminda korunmus bir viriis soyu yerine taze bir klinik
izolatin se¢ilmesinin sebebi, laboratuvar pasajlarinin vi-
riisiin litik kabiliyetini azaltacaginin diistiniilmesidir. T-
VEC konstraktinda y34,5 geninin iki kopyasi da
silinmistir. ICP47 geni de silinerek yerine GM-CSF kod-
layic1 dizisi yerlestirilmigtir.?” Yapilan bu modifikas-
yonlar ile viriisin tiimor hiicrelerindeki litik dongii
aktivitesi arttirilmis, ayni zamanda igerdigi anti-timo-
ral immiiniteyi tetikleyen transgen sayesinde de siste-
mik anti-tiimoral bagisikligin aktivasyonu saglanmistir.
Bu ytizden T-VEC “onkolitik immiinoterapi” saglayan
“onkolitik ag1” olarak da tanimlanmaktadir (Sekil 4).
Preklinik ¢aligmalar, OncoVEXGM-CSF’in etkin bir se-
kilde tiimori kiigiilttiigiinii ve gelisen anti-tiimoéral im-
miinitenin, yeniden tiimoér olusumunu engelledigi
gostermigtir.” Daha sonra, OncoVEXGM-CSF’i geligtir-
mek i¢in kurulan ticari BioVex sirketi, bir faz 1 dene-
mesi, bir faz 1/2 denemesi ve iki faz 2 denemesini de
kapsayan klinik ¢aligmalara finansman destegi saglamig-
tir. 231 Viriis, 4x108 pfu’ya kadar tekrarlayan dozlarda iyi
derecede tolere edilebilmektedir. Ulagilabilen melanoma
lezyonlarina direk enjeksiyonu, %28 oraninda cevap
alinmasini saglamistir. Cevap alinan biitiin hastalarda,
direk onkolitik ve immiin aracili antitiimoral etkilerinin
kanit1 olarak, enjekte edilen ve edilmeyen tiim lezyon-
larda gerileme goriilmistiir. BioVex sirketi, 2011 yilinda
Amgen tarafindan satin alinmig ve viriisiin adi1 Talimo-

gene laherparepvec (T-VEC) olarak degistirilmistir. T-
VEC’in klinik potansiyeli Faz 3 denemesinin tamam-
lanmasiyla daha da netlik kazanmigtir.3> Bu denemede
viriis, rezekte edilemeyen IIIB ve IV evresinde melano-
maya sahip 291 hastaya intralezyonel olarak enjekte edil-
migtir. Subkutan GM-CSF verilen 127 hasta da kontrol
grubunu olusturmustur. T-VEC ile i) uzun siireli cevap
orami (T-VEC: %16 , GM-CSF: %2), ii) objektif cevap
orani (%26’ya %6), iii) tam cevap orani (%11’e %1). T-
VEC ve GM-CSF verilen grup arasindaki ortalama yasam
stireleri fark: 4.4 ay olarak belirlenmistir.? Bu bulgular
ile T-VEC, FDA Oncologic Drugs Advisory Committee
(ODAC) ve Cellular, Tissue and Gene Therapies Advi-
sory Committee (CTGTAC)’in son toplantisinda 22’ye 1
olumlu oylanarak, rezekte edilemeyen ve tekrarlayan
melanomaya sahip hastalarin tedavisi i¢in onay almasi
onerilmigtir. Nihai olarak, FDA onay1 27 Ekim 2015 tari-
hinde alinmigtir. 18 Aralik 2015 tarihinde de Avrupa Ko-
misyonu tarafindan da onaylanarak, Avrupanmin 28
iilkesinde kullanimi s6z konusudur. Béylelikle T-VEC,
malignant hastaliklara kars: terapétik ajan olarak kulla-
nilan ilk onkolitik viriis olma 6zelligini kazanmistir.

YAN ETKILERI

Malign melanomali hastalarda intratiiméral T-VEC en-
jeksiyonu genel olarak iyi tolere edilebilir bir profil gos-
termigtir. Faz III OPTIM denemesinde, T-VEC uygula
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mast yapilan hastalarin tamamina yakininda (%99) be-
lirlenen yan etkilerden en az biri gézlenmis, subkutan
GM-CSF verilen kontrol grubunda ise bu deger %95 ola-
rak bulunmugtur. Ortalama tedavi siiresi ise T-VEC i¢in
23, GM-CSF i¢in 10 hafta olarak belirlenmigtir. T-VEC
ve GM-CSF tedavilerine bagh ciddi (3. ve 4. derece) yan
etkiler, sirasiyla hastalarin %11 ve %5’inde goriilmiis-
tiir.3> Ayrica T-VEC verilen hastalarin %4’tiinde, GM-
CSF verilenlerin ise %2’sinde hastalik progresyonu
gozlendiginden tedaviye devam edilememistir. En sik
rapor edilen yan etkiler (her iki grupta da >%20) yor-
gunluk (T-VEC tedavisinde %50, GM-CSF tedavisinde
%36), titreme (sirasiyla %49, %9), yiiksek ates (%43,
%09), bulant1 (%36, %20), grip benzeri hastalik (%31,
%15), enjeksiyon bolgesi agris: (%28, %6), kusma (%21,
%9), enjeksiyon bolgesi kizarikligi (%5, %26) olarak be-
lirlenmistir.3? Yiiksek ates, titreme ve grip benzeri be-
lirtiler tedavinin ilk 3 ayinda daha yaygin gozlenmistir.
Daha nadir saptanan diger yan etkiler ise vitiligo (%5,
9%0,8; 2. evre ya da daha diisiik evrelerde) ve herpetik
enfeksiyonlar olmustur. 3. derece veya daha yiiksek yan
etkiler T-VEC verilenlerin %36’sinda, GM-CSF verilen-
lerin %21’inde belirlenmigtir (p=0,003).323. veya 4. de-
rece yan etkiler her iki grupta da >%1,0 olarak
bulunmustur. Bu yan etkilerin en yayginlar selilit
(%2,1, %0,8), yorgunluk (%1,7, %0,8), kusma (%1,7,
%0), ekstremite agrisi (%1,4, %0,8), solunum giicligu
(%1,0, %]1,6), enjeksiyon bolgesi agris: (%1,0, %0) ola-
rak siralanmistir.*> Oliimciil yan etkiler ise T-VEC alan
10, GM-CSF alan ise 2 hastada goriilmiistiir, ancak bun-
larin higbirinin tedavi ile ilgili oldugu diisiiniilmemek-
tedir. Gerek OPTIM gerekse OPTIM’in uzantis: olarak
yapilan bir bagka denemede, T-VEC ile 91, GM-CSF ile
yapilan ortalama 100 haftalik tedavi siirecinde, en stk
gozlenen yan etkiler titreme ve yiiksek ates olarak belir-
lenmisgtir.3?

DOKU YAYILIMI

Yapilan fare deneylerinde intratiiméral T-VEC uygula-
mas1 sonrasinda viral DNA tiimér dokusunda, kan, dalak,
lenf nodlari, karaciger, kalp ve bobreklerde goézlenirken
kemik iligi, g6z, nazal mukoza, gézyas1 bezleri ve digkida
rastlanmamigtir (TVEC 3). Son viriis enjeksiyonun ar-
dindan viral DNA, tim6r dokusunda 84 giine kadar,
kanda ise 14. gline kadar tespit edilebilmektedir(TVEC
3). Intratiiméral T-VEC enjeksiyonu yapilan kutan veya
subkutan metastazik malign melanoma hastalarinda, 108
PFU/ml’ye kadar yapilan tekli veya ¢oklu enjeksiyon de-
nemelerinde bu hastalarin kan veya idrar 6rneklerinde
viral DNA’ya rastlanilmamistir. Evre IIIc ve IVM1c me-

lanoma hastalarinda ilk enjeksiyonun ardindan 24-72.
saatler arasinda alinan swap 6rnekleri ile 1-48. saatler
arasinda alinan idrar 6rneklerinde viral DNA’ya rastla-

nilmamistir.*

DEVAM EDEN KLINiK CALISMALAR

Intratiimoral T-VEC uygulamas: sonrasi viriisiin gos-
terdigi doku dagilimi profilinin belirlenmesi i¢in hali-
hazirda yiiriimekte olan, evre IIIb ve IVM1c melano-
maya sahip 61 hastayi iceren Nisan 2016’da sonuglan-
mast Ongoriillen bir klinik deneme bulunmaktadir
(NCTO02014 441). Bu denemede gelinen noktada bu has-
talarin %85’inin kan 6rneklerinde, %20’sinin de idrar
orneklerinde viral DNA saptanmigtir.®® Ayni zamanda
hastalarin %15’inin enjeksiyon bélgesinde enfeksiyoz
viriis partikiillerinin varlig: tespit edilmigtir.>® Mayis
2014’te Amerika Birlesik Devletleri ve Ekim 2014’te
Isvicre merkezli iki faz IIIb caligmasi (sirasiyla
NCT02147951, NCT022 97529) cerrahi miidahale ya-
pilmamus, yiiriimekte olan herhangi bir diger T-VEC faz
calismalarinda yer almayan evre IIIb ve IVM1c mela-
noma hastalarinda baglatilmigtir. Bunlarin diginda
Amgen firmasi tarafindan agik etiketli, Subat 2015 bas-
langichh T-VEC’in neoadjuvant terapi araci olarak kul-
lanilmasini amaglayan faz IT (NCT02211131) ¢aligsmas:
ile intratiimoral CD*® hiicre orani ile toplam cevap siiresi
arasindaki iliski sorusuna cevap aranan bir diger faz II
(NCT02366195; TVEC-325) ¢aligmasi devam etmekte-
dir. Her iki ¢aligmanin 2018 yilinda tamamlanmasi 6n-
goriilmektedir.®® 2014 yilinda Merck firmas: ortakli ile
Amgen evre IIIb ve IVM1c melanoma hastalarinda ¢ok
uluslu, doz bagiml toksisite (faz Ib) ve toplam hayatta
kalim (faz IIT) sorularinin yanitlarinin arandig: klinik
caligmalar da (NCT02263508; MASTERKEY-265) bas-
latilmigtir. Bu ¢aligmalarin bitis zamani 2023 olarak be-
lirlenmistir.

1 SONUC

T-VEC, ticari ismiyle IMLYGIC, genetik mithendislik
yontemleri aracilif ile olusturulan klinik kullanimi
onaylanmuis viral bir terdpatik ajan olarak, viriis aracili
gen tedavi yontemlerinin hastaliklarin tedavisindeki
etkin oldugunu gosteren iyi bir ¢alisma 6rnegi olmus-
tur. Avrupa T1p Ajansi (EMEA) onayl ilk viriis aracili
gen tedavi ilaci olan Glybera’nin 2012 yilinda Avrupa
marketlerine girmesinin {izerinden ¢ok vakit gecme-
den FDA tarafindan T-VEC’in onaylanmasi, ayni za-
manda hastaliklarin tedavisi noktasinda sundugu
bagarili ¢oztimler ile beraber diinyada virus aracili gen
nakline (viroterapiye) karsi olan ilginin ve giivenin
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