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20.1 GEN TEDAVISININ TANIMI

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Kurumu, gen
tedavisini “aktarilan genetik materyalin transkrip-
siyonu ve/veya translasyonu araciligiyla ve/veya ko-
nak¢l genomuna entegre olarak etkilerini gosteren;
niikleik asitler, viruslar veya genetik mihendisligi
ile olusturulmus mikroorganizmalar araciligryla ak-
tarimi yapilan triinler” olarak tanimlamaktadir. Bu
tirtinler in vivo sekilde verilerek hiicreleri modifiye
etmek i¢in kullanilabilecegi gibi, alictya uygulama
oncesinde ex vivo olarak da hiicrelere aktarilabilece-
&i belirtilmigtir.

Avrupa ila¢ kurumuna gore gen tedavi ilaglari, genel
olarak iki karakteristik 6zellik tagiyan biyolojik teda-
vi {iriinleri olarak tanimlanmaktadir. Oncelikle ilag,
insanlara uygulandiginda herhangi bir genetik se-
kansin, diizenlenmesi, onarilmasi, degistirilmesi, ek-
lenmesi veya silinmesinde gorev alacak rekombinant
niikleik asitlerden olusan aktif bilesenler icermelidir.
Ayrica ilgili ilacin tedavi edici, profilaktik veya di-
agnostik etkisinin de direkt olarak igerdigi rekom-
binant niikleik asit sekansindan veya bu sekansin
genetik ekspresyonu ile olusan tirtinden kaynaklan-
mas1 gerekmektedir. Bu tanimla; enfeksiydz hastalik-
lara karst tiretilen agilar gen tedavi ilaglar1 kapsamina
girmemektedir.

Genel olarak, gen tedavisi; germ hatt1 hiicrelerine
gen nakli ve somatik gen nakli olarak iki farkl ka-
tegoride degerlendirilebilir. Somatik gen naklinde
aktarilan genetik materyal; hedef hiicrelere entegre
olsa bile genetik modifikasyon bir sonraki nesile ak-
tarilmamaktadir, bununla birlikte germ hatt1 hiicre-
lerine yapilan aktarim bir sonraki nesile kalitilir. Bu
farklilik dolayisiyla su anki yasal diizenlemeler so-
matik hiicrelere gen nakline izin verilmektedir. Bu
nedenle bu boliimde sadece somatik gen nakli ¢alis-
malarina deginecegiz.

20.2 GEN TEDAVISININ TARIHGESI

Bakteriyel pnémoninin patolojisi ve epidemiyolojisi
{izerine odaklanmis bir ingiliz bakteriyolojist olan
Frederick Griffith'in 1928 yilinda, virulan olmayan
bir pndmokok tiiriintin viriilan bir tiire transformas-
yonunu tanimlamistir. Bu ¢aligmada, tip 1 pnémo-
kok bakterilerinin virulan olmayan R formu ile 1s1
aracihigiyla inaktive edilmis tip 2 pndmokok bakte-
rilerinin virulan S formlarindan bir karigim hazirlan-
mis ve ardindan bu karigim farelere
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verilmigtir. Griffith'i sagirtan deney sonuglarina gore,
bu farelerde pndmoni gelismis ve enfeksiyon sonra-
s1 oliimler gozlenmistir. Griffith ayrica, bu farelerin
kanindan tip 2 pnémokok bakterilerinin virulan S
formu kolonilerini izole etmeyi basarmistir. Orjinal
S formundaki tip 2 pnémokok bakterileri 1s1 ile inak-
tif edilmis oldugundan, arastirmact, pndmokoklarin
virulan olmayan R formundan (tip 1’den) virulan S
formuna (tip 2’ye) dontistiigli sonucuna varmigtir.
Bir yil sonra, Dawson ve Sia, Griffith'in bulgularini
dogrular nitelikte, in vitro kosullarda transformas-
yon gerceklestirilebilecek bir metod gelistirmiglerdir.
Gok ge¢cmeden, Dawson'in laboratuvardan ayrilma-
sinin ardindan James L. Alloway isimli geng bir bilim
adamy, S formundaki pnémokokun yapisini bozarak
hiicre icerigini ¢ikardiktan sonra filtreleyerek bu
ekstrakt1 R formu pnémokok kiiltiirtine eklediginde,
transformasyonun gerceklestigini gdzlemistir. Dola-
yisiyla, elde ettigi bu hiicreden bagimsiz ekstraktin
icerigindeki bir bilesenin pnémokok bakterilerinin
transformasyonundan sorumlu olan bir ajan oldu-
gu sonucuna varmigtir. Alkol ile ¢oktiriilebilen bu
presipitat “transformasyon bileseni” olarak adlandi-
rilmistir.

Transformasyon bileseninin kesfi, bilim adamlarini
bu maddenin iceriginde ne oldugunu analiz etmeleri
acisindan arastirmaya yonlendirmis ve 1941 yilinda
Avery ve McCarty transformasyon bilesenini saflag-
tirma ¢aligmalarina odaklandiktan sonra, transfor-
masyonun deoksiriboniikleik asit (DNA) kaynakli
oldugunu goéstermislerdir. Bu aragtirmanin gergek-
lestigi 1944 yilinda bir¢ok genetik bilimci genlerin
proteinlerden olustuguna inanirken, bu noktadan
sonra bilimsel anlayis degismis ve bu sayede yasamin
molekiiler temeli olan DNA yogun arastirmalarin ilgi
odag1 haline gelmistir.

DNAnin kesfinden sonra bu yonde yapilan ¢alisma-
lar ivme kazanmig ve arastiricilar canlilar arasi gen
aktarim mekanizmalarini ¢dzmeye ugragmislardir.
Ornegin bakteriyel genetik konusunda yaptig ¢alis-
malar i¢in 1958 yilinda Nobel édiiltine layik goriil-
mis bir genetik bilimci ve mikrobiyolog olan Joshua
Lederberg, belirli bakterilerin direkt temas ile genetik
materyallerini birbirilerine aktarabildigini (6r. kon-
jugasyon) kesfetmistir. Aragtirmasinda kargilastigi
mekanizmayi; bakteriyel transformasyona ek olarak
genetik materyal aktarimini agiklayan farkl: bir me-
kanizma olarak tanimlamaktadir. Lederberg ile Nor-
ton Zinder, yaptiklar1 diger bir ¢aligmada, ince cam
filtre ile ayrilmalarina ragmen, besin ve ilaca karsi
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direngli Salmonella mutantlari ile yabanil tip Salmo-
nella formlarmin rekombine olabildiklerini gozle-
misglerdir. Bu gozlemler sonucunda bakteriyel suglar
arasinda kalitsal ozelliklerin aktarimindan aktif bir
“filtrat’in sorumlu oldugu bulunmustur. Saflagtirma
islemleri sonrasinda bu filtratin sadece saf DNA'dan
olusmadig1 ve DNAnin bir bakteriden digerine tasi-
nimindan Salmonella typhimurium bakteriyofajinin
sorumlu oldugu kanitlanmistir. Zinder ve Lederberg
bu mekanizmayr tanimlamak i¢in “transdiiksiyon”
terimini kullanmiglardir. Bu kesif, farkl: bakteri tiir-
lerinin ayni antibiyotige nasil ¢abucak direnglilik
kazandigini agiklayan bir mekanizmadir. Fajlarin
genetik materyali aktarabildiginin anlagilmasimin ar-
dindan, bu yaklagimin potansiyel faydalarinin arasti-
rilmast i¢in yapilan ileri ¢caligmalar 6karyotik viruslar
tizerine odaklanmugtir.

Zinder ve Lederberg tarafindan bakteriyofajlarin
DNA aktarimina aracilik ettiklerinin kanitlanmasi
tizerine, Waclaw Szybalski, lambda faji ile ilgili aras-
tirma ¢aligmalar1 yapmaya baslamigstir. Bu alanda ya-
pilan ¢alismalara 6nciiliik eden deneylerini, Wiscon-
sin Universitesi-Madison Tip Fakiiltesinde, McArdle
Kanser Arastirmalari laboratuvarinda yiirtitmastiir.
Genlerin nasil aktarildigi, modifiye edildigi ve di-
zenlendigi tizerine odaklanan Szybalski, hiicrelerin
yabanci bir DNA'y1 alabilme kapasitesine

sahip oldugunu 6nceden biliyordu. Bununla birlikte,
1962 yilinda, yaymladig: “Bir biyokimyasal 6zelligin
DNA araciligryla kalitilabilir transformasyonu” isimli
caligmaya kadar, hentiz hi¢bir arastirmaci, biyokim-
yasal bir 6zelligin kalitildig1 bir transformasyon de-
neyi gergeklestirememisti. Bu agidan Szybalski, ge-
netik olarak modifiye edilmis hiicrelerin, fenotipik
ozelliklerine gore secilebilecegini 6ne siiren bir tek-
nik tanimlamistir. Bu prensibe gore, niikleik asitlerin
denovo senteziigin hiicrelerin dihidrofolat rediiktaza
(DHFR), 6zellikle de piirine ihtiyaglar: vardir. DHFR
inhibe edildiginde, hiicrelerin, Hipoksantin-Guanin
Fosforibozil Transferaz (HGPRT) enzimini deger-
lendirdikleri alternatif bir yolak kullanmaktan baska
careleri kalmamaktadir. HGPRT, hipoksantin ve gu-
anin’in indirgenerek piirin sentezinde kullanilabile-
cek formlara ¢evrilmesini saglayan bir transferazdir.
Bu bilginin 1s181inda, Szybalski, insan kemik iligi
hiicre hatti1 olan D98S hiicrelerinde HGPRT(+) ve
HGPRT(-) tiirevlerinin oldugunu saptamistir. Ami-
nopterin, DHFR’yi inhibe ederek de novo piirin
sentezini engelleyen bir bilesendir. Hiicrelerin ami-
nopterin varliginda canliligini stirdiirebilmesi igin,
plrinleri alternatif yolagi kullanarak sentezlemesi
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gerekmektedir. Dolayisiyla, hiicreler aminopterin,
hipoksantin ve timidin i¢eren bir karigimda (6r. HAT
medium) kiltire edildiginde, sadece HGPRT enzi-
mine sahip HGPRT(+) hiicreler alternatif yolak ile
DNA sentezi yapabilme yetenegine sahip olacagin-
dan, canliliklarini stirdiirebilir ve prolifere olabilirler.
Arastirmaci bu deneylerin ardindan, HGPRT(+) hiic-
relerin DNA formunu izole etmis ve HGPRT(-) alict
hticreleri transform etmek i¢in kullanmistir. Sonug
olarak aslinda HGPRT(-) olan hticrelerin HAT me-
dium varliginda 6lmedigini ve canliliklarini stirdii-
rebildigini gozlemlemistir. Diger bir deyisle, Szybal-
ski, farklr bir kaynaktan alinan fonksiyonel DNAnin
aktarimi ile genetik bir hasarin diizeltilebilecegini
gostermistir. Ek olarak, transforme edilmis ana hiic-
relerle yeni nesil hiicrelerin ayni fenotipi gosterme-
siyle, onarilmig genin kalitilabildigini de saptamustir.
Bu ¢alisgmalardan ¢ikan sonuglar, memeli hiicrelerin-
de kalitilabilir gen transferinin belgelenmis ilk kanit1
olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢aligmada kullani-
lan metod 10 yil sonra Nobel 6diilii alan monoklonal
antikor tretimini tanimlayan bulusun kilit noktas:
olmustur.

Fajlarin bir bakteriden digerine genetik materyali
aktarabildigini gosteren ilk bulgulardan 10 yil kadar
sonra, Howard Temin, benzer bir sekilde spesifik bir
genetik mutasyonun bir virus enfeksiyonu sonucu
kalitilabilecegini kesfetmistir. Deneysel goézlemler
sonucunda aragtirmaci, Rous Sarcoma Virus (RSV) ile
enfekte edilen tavuk hiicrelerinde, RSV progenleri-
nin olusumundan sorumlu bilgileri iceren viral spesi-
fik gen mutasyonlariin stabil olarak kalitilabildigini
belirlemigtir. Bu gozlemler, genetik bilgi aktariminin
tek yonli olarak DNA'dan RNA'ya dogru mu oldugu
ile ilgili merak uyandiran konuya agiklik getirmesi
adia 6nemli bir bulgu olmustur. RSV bir RNA virusu
oldugundan, Temin'in ¢aligmasi ayni zamanda bilgi
akiginin RNA'dan DNA’ya dogru da olabilecegini gos-
termistir. Bu ¢aligmalan takiben RNA bagimli DNA
polimerazlar kesfedilmistir. Tiim bu bilgiler 15181nda,
yabanci bir genetik materyalin kromozomal inser-
siyonu ile kazanilmig yeni karakteristik 6zelliklerin
stabil olarak kalitilabildigi agiga ¢tkmuistur.

Boylece, viruslarin sahip oldugu 6zelliklerin, cesitli
caligmalarda ilgili hiicrelere gen aktariminda oldukg¢a
kullanigh olabilecegi agiga ¢ikmugtir. Basarili hiicre
transformasyon ¢aligmalarindan alman sonuglar, ge-
netik hastaliklarin tedavisinde genetik mithendisligi
yaklagimlariin kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikar-
mistir. Hatta 1966 yilinda, Edward Tatum somatik



hiicre genetigi ve gen tedavisinde viruslarin olasi
kullanimu ile ilgili bir makale yaymnlamigstir. Bunun
i¢in, viruslarin patoloji yaratan genlerinden kurtari-
lip yerine terapdtik genlerin yerlestirilmesi gerektigi
vurgulanmugtir. Birkag yil sonra, Roger ve ark.larinin
yaptigi caligma, virus aracili gen transfer yaklagimi-
nin denendigi ilk ¢aligma olmustur. Bu ¢alismada,
vektor olarak o zamanlarda genetik 6zellikleri en iyi
tanimlanan tiitiin mozaik viruslar1 kullanilmig ve vi-
ral RNA'ya bir poliadenilat uzantis1 eklenmistir. Ar-
dindan bu viruslarla titiin bitkileri enfekte edilmis-
tir. Yabanul tip bitkilere gore, virus ile enfekte edilen
bitkilerde ¢ok daha fazla seviyelerde lizin oligomer-
lerinin sentezlendigi saptanmistir. Bu durum poly(A)
eklentili RNA genomuna sahip virusun aktariminin
basari ile yapildigini ayrica tiitlin bitkilerinde ekspre-
se edildigini ortaya koymustur. Arastirmacilar bu ¢a-
lisma ile bir niikleotit dizisinin in vitro ortamda, vi-
rus RNA’sia eklenebildigini ve istenilen dzelliklerin
aktarilmasi i¢in bir virusun vektor olarak kullanila-
bilecegi sonucuna varmigtir. Alinan heyecan verici
sonuglar, arastirmacilari ileri ¢aligmalar i¢in motive
etmis ve birkag y1l sonra ilk insan gen tedavi deneme-
si gerceklestirilmistir.

Rogers ve ekibinin bu dnciil ¢alismasinda Alman bir
ailenin, agir gelisme bozukluklar: ile gelisen mental
reterdasyon gozlenen iki ¢ocugu konu alinmistir.
Bahsi gecen hastalarda hiicresel arjinaz enzim aktivi-
tesindeki yetmezIlik, serumda yiiksek arjinin seviye-
lerine neden olmaktaydi. Hiperarjinemi olarak isim-
lendirilen bu hastalik, karacigerde iire dongtisiindeki
bir bozuklukla karakterize olan ve beslenme ya da
diger konvansiyonel yontemler ile takip ya da teda-
visinin miimkiin olmadig: bir hastaliktir. Arastirma-
clarin dnceki laboratuvar ¢aligmalarindan aldiklar
in vitro sonuglar, Shope Papilloma virusunun serum
arjinin seviyesini disiirdiigit yoniinde oldugundan,
arastirmacilar yanlighkla bu virusun arjinaz genini
tagidigr kanisina varmiglardi. Bahsedilen hastalara,
ylksek miktarlardaki Shope Papilloma virusunun
sistemik enjeksiyonu ile virusun ihtiva ettigi disi-
niilen arjinaz geninin aktarilmasi ve bdylece hasta-
larda bu genin ekspresyonu sonucu tire dongiisiiniin
normale dondiriilmesi hedeflenmisti. Arastirma-
clarin, Shope Papilloma virusun arjinaz aktivitesi
icin gerekli geni kodladig1 ve dolayisiyla genin virus
araciligiyla hastalara aktarilabilecegine inanarak yap-
tiklar1 bu ¢aligmada, denemeler ne yazik ki olumsuz
sonug¢lanmigtir. Hastalarda ne arjinin seviyelerinde
ne de hiperarjineminin klinik seyrinde bir degisiklik
gozlenmemistir. Geligsen teknoloji ile daha sonralari,
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Shope Papilloma virus genomunun sekanslanmasiy-
la, virus genomunda arjinaz kodlayan genin bulun-
madig1 ortaya ¢ikmisgtir .

Rogers ve ekibinin insan gen tedavisinde attiklari ilk
adim diger bilim adamlarinin bu konuya daha ¢ok
ilgi gdstermesini saglamistir. Ornegin; 1980 yilinda,
Martin Cline, rekombinant DNA teknolojisinin ilk
kez kullanilacag gen tedavi denemeleri i¢in girisim-
de bulunmustur. Daha 6ncesinde Cline, deneysel ¢a-
lismalarinda, fare kemik iligi kok hiicrelerine ekzojen
genlerin (6r. dihidrofolat rediiktaz ve herpes simpleks
virus timidin kinaz) aktarimini bagarmigtir. Ardindan
bu modifiye hticrelerin, farkli bir farenin kemik ili-
gine kismi olarak yerlesebildigini ve burada prolifere
oldugunu gostermistir. Bu sonuglarin 1s181nda, Cline
bu terapotik yaklasimi insanlar {izerinde denemeyi
amaclamig ve beta talasemi hastalarnin tedavisinde
kullanmak istemistir. Beta talasemi hastaligi, hemog-
lobin proteininin beta-globulin zincirinin {iretimin-
deki hasara (beta globulin geninin genetik hasari veya
kaybina) bagli olarak geligsen siddetli bir anemi ile so-
nuglanan ve hayati tehlike arz eden bir hastaliktir. Bu
hastalik i¢in hali hazirda uygulanan ve yasam kalite-
sini artirmaya yonelik tek islem sik sik kan transfiiz-
yonu uygulamasidir. Beta talasemi hastalarinin teda-
vi edilmelerine yonelik, terapotik etkinlik saglayacak
bir gen tedavi uygulamasimin gelistirilmesi, Cline'da
btiyiik bir heyecan yarattigindan, Los Angeles Cali-
forniya Universitesi (UCLA) insan Denekleri Komi-
tesine izin i¢in bagvurmus olmasina ragmen, dene-
melerine bir an dnce baslamak istediginden acelece
herhangi bir onay ya da izin gelmesini beklemeden
caligmalarina baglamigtir. Cline caligmasinda dnce-
likli olarak, agir seyreden beta talasemi hastaligima
sahip iki bireyin kemik iligi hiicrelerini izole etmis ve
rekombinant 3-globin ile transfekte etmistir. Sonra
hastalarin her biri radyasyona (300 rads) maruz bi-
rakilmigstir. Bu hastalarda ne yazik ki bes y1l sonunda
herhangi bir olumlu degisim gozlenmemistir. Aslin-
da sonuglar hastalar bakimmdan basarisiz goriinse
de, gen tedavisinin gelisimi a¢isindan faydali bir de-
neme olmustur. Bu ¢aligma 6ncelikle yapilmasi plan-
lanan bilimsel arastirmalarda denetleyici komiteler
tarafindan belirlenmis kurallara uyularak gerekli
izinlerinin alinmas: gerekliliginin bir géstergesi ola-
rak tarihe ge¢mistir. Ayrica hastalarda herhangi bir
olumsuz etki gozlenmediginden, rekombinant DNA
molekiillerinin, gen aktarimlarinda kullanilmasma
151k tutan bir ¢alisma olmustur. Martin Cline'in gen
tedavisi alaninda, gerekli izinleri almadan gercek-
lestirdigi, olay yaratan denemelerinin ardindan, de-
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netleyici komiteler kurallar1 daha da katilagtirmistr.
1988 yilinda ilk kez, Rosenberg ve ekibi tarafindan
gerceklestirilecek, insanlara ekzojen gen aktarimin
yapilacagi klinik protokol, Rekombinant DNA Da-
nisma Komitesi (RAC) tarafindan onaylanmugtir. Bu
protokolde Rosenberg ilk once timore infilte kan
hticrelerinin in vivo takibinin yapilabilmesi amaciyla,
gen isaretleme tekniklerinin kullanilmasini hedef-
leyen bir proje sunmustur. Bu yontemi sunmasinin
en biiyiik nedenlerinden birisi, bilim adaminin daha
onceki caligmalarinda elde ettigi bulgulara dayali ola-
rak, gen isaretlemesi yapilan kan hiicrelerinin inter-
lokin 2 destekli, tiimore infiltre lenfositlerle birlikte
kullanimi sonras1 metastatik melanomanin gerileye-
cegi diisiincesine sahip olmasiydi. Insan denemeleri-
ne baglamadan 6nce, ilk olarak dolagim, lenf nodlar1
ve tiimor bolgelerindeki TIL hiicrelerinin, uzun siire-
li sagkalimi ve dagilim profilini inceleyerek, TIL hiic-
relerine genetik modifikasyonun uygulanip uygula-
namayacagini test etmistir. T1Llerin infiltrasyonu ile
tiimore kars etkileri arasindaki korelasyonun agiga

ctkarilmasinin hedeflendigi caligmada, kanser/me-
tastatik melanoma hastalarindaki TIL hiicreleri izole
edilip, bu hiicrelere retrovirus aracihiiyla, isaretli
geni bakteriyal neomisin direnglilik geni aktarilmis
ve hiicreler hastalara tekrar verilmistir. Caligmanin
sonucunda tiimorlerin enjeksiyon bolgesinin gevre-
sinde gelismedigi goriilmustir. Ayrica bu bolgenin
cerrahi olarak incelenmesi sonucu enjeksiyondan 3

hafta sonrasina kadar herhangi bir canli tiimor hiic-
resine rastlanmadig: belirtilmigtir. Bu ¢aligma, gen
tedavi alaninda belirlenen tiim gtivenlik kriterlerine
uygun bir protokol olarak raporlandirilmigtir. Rosen-
berg'in yaptigi ilk ¢aligma ile terapotik deneme ara-
sinda gecen siirecte, Michael R. Blaese terapotik bir
genin kullanildig: ilk gen aktarimi denemesini ger-
ceklestirmistir. 14 Eylil 1990°'da FDA tarafindan ilk
kez, insanlar lizerinde terapotik amagla uygulanacak
bir gen tedavi denemesi onaylanmistir. Caligmada,
agir immiin hasara yol agan bir monogenik hastalik
olan adenozin deaminaz yetmezligine (ADASCID)
sahip iki cocuktan beyaz kan hticreleri izole edilmis-
tir. Adenozin deaminaz (ADA) geninin, izole edilen
T lenfosit hiicrelerine retrovirus aracili aktarimi ger-
ceklestirilmigtir. Hastalarda T hticrelerinin sayisi ge-
lisen immiin yanita ragmen normal seviyelere ulas-
muistir. Bununla birlikte, hastalardan birine polietilen
glikol adenin deaminaz (PEG-ADA) takviyesi yapila-
rak enzim tedavisine devam ediliyor olmasi; yapilan
gen tedavinin etkinligi tizerine tartigmalara yol ag-
mustir. Yine de yapilan gen tedavi iglemi bir ¢ok bilim
adamu tarafindan, hem giivenlik kriterlerine uygun
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hem de ADA-SCID hastalarinda uygulanabilecek
etkin bir tedavi yontemi olarak kayitlara ge¢mistir.
ADA-SCID hastaliginin gen aktarim yontemleriyle
tedavi edilme olasilig1, Avrupa’da da bu yonde gelisen
bir ilgi uyandirmig ve bir ¢ok bilim adamu tarafindan
deneme caligmalaria baglanmistir. Ayrica bu vesi-
leyle farkli hastaliklar i¢in de gen transfer ¢aligmalar:
diinya genelinde bir artis gdstermistir. iskandinav-
yada ilk gen transferi 1995 yilinda gerceklestirilmis
ve bu ¢alismayla direkt olarak in vivo gen aktarimi
yoluyla insan beynine gen transferi yapilabilinecegi
gosterilmistir. Her ne kadar bu ilk ¢aligmalardan, tam
da beklenilen yanit alinamamis olsa da, gen tedavisi
caligmalari, trajik bir olayin ger¢eklesmesine kadar
cok biiytik ilgi gormistiir.

1999 yilinda, gen tedavisi ile ilgili diisiinebilecek en
kotii senaryo; 18 yasindaki bir hastaya Pensilvanya
Universitesi'nde bir klinik gen tedavi denemesi yapil-
masiyla gergeklesmistir. Aminoasit ve proteinlerden
fazla azotun uzaklastirilmasinda gerekli olan bir ka-
raciger enzimi olan ornitin transkarbamilaz (OTC)
enziminin kismi hasar1 sonucu ortaya ¢ikan ve nadir
goriilen bir metabolik hastalilik olan OTC yetmez-
liginde, hastaligin kismen kontrol altinda tutulmasi
icin dusiik protein diyetleri ve ila¢ tedavileri yapil-
maktaydi. Ozellikle bebeklerde ortaya ciktiginda
oliimciil olan bu hastaligin seyrinin en aza indir-
genmesi icin yapilmasi planlanan bu gen aktarim
calismasinda adenoviral vektorler kullanilmigtir. Ca-
lismada tedavi edilmesi beklenen Jesse Gelsinger’a ve-
rilen vektorler daha 6nce ekip tarafindan, ayni dozda
farelere, maymunlara ve insanlara uygulanarak test
edilmigtir. Test sonuglar1 beklenildigi tizere g6zlen-
mis, vektor uygulamasindan sonra meydana ¢ikan
hafif yan etkiler ve karaciger inflamasyonu bir kag
glin icerisinde kaybolmustur. Ardindan Gelsinger’a
gen aktarimi yapilmig fakat hastanin immiin sistemi,
yiiksek doz adenovirus uygulamasinin hemen ardin-
dan siddetli bir inflamasyona neden olmus, ve hasta
¢oklu organ hasari sonucu 4 giin i¢erisinde hayatini
kaybetmigtir. Bu vakanin 6nemi, tedavi amacl kulla-
nilan viral vektoriin, 6liim sebebi olarak nitelendiri-
lebilecegi ilk vaka olmasindan ileri gelmektedir. Stol-
berg ve ekibi tarafindan gerceklestirilen insan gen
tedavi denemesinin ardindan, uygulanan yéntemin
glivenilirligi konusunda tartigmalar baglamig ve bu
kaotik ortam FDA onayli gen tedavi faz denemeleri-
nin kisa bir siireyle duraksamasina sebebiyet vermis-
tir.

Nitekim yeni milenyum gen terapi klinik denemeleri
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Sekil 20.1 Gen tedavisinde tarihsel agidan onemli bilimsel déniim noktalar.

acisindan da bir déntim noktasi olmug ve teknolojik
alanda yaganan ilerlemeler asagida agiklandig gibi
bu alanda da meyvesini vermeye baglamistir. Gen
tedavisinde tarihsel agidan 6nemli bilimsel doniim
noktalarini Sekil 20.1'de sunuyoruz. Gen tedavi ¢alig-
malarinin pek ¢cogu gen naklinde kullanilacak uygun
vektorlerin gelistirilmesi tizerinedir.

20.3 GEN AKTARIM ARAGLARI

Gen tedavisi, hticrede bulunan kusurlu genlerin ve
bu genlerdeki kusurlardan kaynaklanan fonksiyonel
hasarlarin, digaridan bir gen aktarimiyla telafi edil-
mesini hedeflemektedir. Dolayisiyla, terapotik
ozellikteki transgenin hiicre tarafindan alinmasi
ve entegrasyon sonrasi saglikli bir sekilde eksprese
edilmesi gen tedavi caligmalarinin en 6énemli basari
olctitlerindendir. Konak hiicrede eksprese edilmesi
istenen terapotik genin, hedef hiicreye aktariminda
kullanilan tagtyici molekiiller vektor olarak adlandi-
rilmaktadir. Bu baglamda farkli vektor tiplerinin kul-
lanildig cesitli aktarim teknikleri uygulanmaktadir.

Vektorler virus temelli olabilecegi gibi, yalin haldeki

DNA vya da katyonik lipid/DNA kompleksleri veya
insan yapay kromozomlarinin kullanildigi non-viral

teknikler seklinde tasarlanabilmektedir. Viral vektor-

lerle gelistirilen tedavi yaklagimlar: yaklagik olarak
klinik uygulamalarin tgte ikisini kapsamaktadir.

20.3.1 VIRAL OLMAYAN VEKTORLER

Viral olmayan sistemler araciligiyla sentetik vektorle-
rin gelistirildigi yaklagimlar gen tedavi caligmalarinin
gelistigi donemlerde sik¢a kullanilan yontemler ol-
mustur. En basit viral olmayan gen aktarim sistemi
sadece ¢iplak DNA'nin kullanildigi ve belirli dokulara
bu DNAnin enjekte edildigi yaklagimlardir. Aslinda
bu yontemler, 6zellikle kas gibi bazi dokularda, belir-
gin dlizeyde gen ekspresyonu saglayabiliyor olmasina
ragmen, viral vektorlerle yapilan gen aktarimlarma
gore daha dustik etkinlik gosterir. En popiiler viral
olmayan sistemlerden ¢iplak DNA yontemi klinik
denemelerde sik kullanilirken bu sistemi, katyonik
lipid/DNA komplekslerinin kullanimin: kapsayan li-
pofeksiyon yontemi takip eder.

20.3.2 VIRAL VEKTORLER

Viruslarin hedef hiicreleri enfekte edebilme 06zel-
likleri, onlarin gen aktarim ¢aligmalarinda tercih
sebebidir. Kullanilacak viruslarin konak hiicrede
replikasyonunun engellenmesi ¢esitli genetik mo-
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Sekil 20.2 Klinik gen tedavi denemelerinde kullanilan viral vektérler.

difikasyonlar ile saglanir. Terapotik ozellikteki geni
tastyan viral vektor, konak hiicreyi enfekte ettikten
sonra hiicre niikleusuna girer ve entegrasyon son-
rast aktarilan genin ekspresyonu gergeklesir. Vektor
olarak kullanilan viruslardan bazilar1 retroviruslar,
adenoviruslar, adeno-assosiye viruslar ve lentiviruslar
olarak siralanabilir (Sekil 20.2). Son yillarda, 6zellikle
agir kombine immiin yetmezligi (SCID) denemelerin-
de karsilagilan olumsuz etkileri dolayistyla, retroviral
vektorlerin kullaniminda bir azalma gbzlenmekte ve
yapilan calismalar retroviral vektorlerin daha giiveni-
lir hale getirilmesi {izerine yogunlasmaktadir. Adeno-
viruslar klinik denemelerde en yaygin kullanilan vek-
torlerdir. Retroviral vektorlere gore daha yiiksek DNA
tasima kapasitesine sahip bu vektorler, yine de klinik
uygulamalarda kullanilan bazi genlerin aktarimi igin
yetersiz kalmaktadir. Bu vektorlerin avantaji, yiiksek
transdiiksiyon etkinlikleri ile birlikte, aktarilan genin
ekspresyon seviyelerini arttirmalar1 ve hem boéliinen
hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte etmeleridir.
Cigek virusu, poxvirus, ve herpes simplex virus gibi
virus tlrlerinin kullanimi adenoviruslar kadar yaygin
degildir. Bu vektorler, retroviral vektorlerin alternatifi
olarak son yillarda daha sik kullanilmaya baglanmustir.

Geligen viral vektor teknolojisi ile adeno-assosiye vi-
ruslar (AAV), boliinen ve boliinmeyen hiicreleri enfek-
te etme, hizli, etkin ve stabil gen ekspresyonu saglama
ve adenoviruslarin aksine herhangi bir immunojenite-
ye neden olmama 6zellikleri tagimaktadir. Fakat kisith
gen tagima kapasitesine sahip olmalari ve konak hticre
genomuna entegre olamadiklarindan etkilerinin htic-
rede gecici olmast dolayistyla kullanimlar sinirlandi-
rilmugstir. Lentiviruslar aslinda retroviruslardan koken
alirlar. Fakat entegrasyon profilleri, insersiyonel mu-
tagenez riski tasimamalari ile retroviruslardan ayrilir.
Lentiviral vektorler konak hiicre genomuna entegre
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olduklarindan, aktarimi yapilan genin diger vektor-
lere oranla daha uzun stireli ekspresyonunu saglarlar.
Hem béliinen hem de béliinmeyen hiicreleri trans-
diikte etmeleri, konak hiicrede immiinojeniteye ne-
den olmamalari ve AAV’lere oranla daha yiiksek trans-
gen tagima kapasiteleri dolayisiyla bu vektorlerin gen
tedavi ¢alismalarinda kullanimlar1 son zamanlarda
artig gostermistir.

Diinya genelinde simdiye kadar onay almis 1800°den
fazla klinik gen tedavi denemeleri oldugu dusiinil-
dtgiinde simdiye kadar yapilan klinik denemelerde
adenoviruslarin, retroviruslarin ve plazmidlerin gen
aktarim vektorleri olarak en yaygin kullanilan araglar
oldugunu belirtmekte yarar var (Sekil 20.3).

20.4 GEN TEDAVISINDE HEDEF ALINAN
HASTALIKLAR

Yukarida bahsedilen cesitli vektor sistemlerinin han-
gisinin kullanilacagina karar vermek i¢in gen tedavi
ile terapotik yaklasimin hedeflendigi hastalik tiirti
onem kazanmaktadir. Cesitli hastaliklarin tiplerine
ve hedef dokularina gore, transgen aktariminin ya-
pilacagi vektoriin tasarimi gergeklestirilir. Bugtine
kadar, gen tedavi yaklagimi ile tedavi edilen hasta-
liklar arasinda en biiytik pay kanser hastaligina aittir.
Diinya ¢apinda stirdiirtilen klinik gen tedavi dene-
melerinin %60'dan fazlasina konu olan bu hastaligi
monogenetik ve kardiyovaskiiler hastaliklar takip et-
mektedir (Sekil 20.4). Giintimiize kadar diinya ¢apin-
da yapilmis tiim gen tedavi ¢aligmalarinda en biiyitk
basarinin yakalandigi hastalik grubu ise monogenik
hastaliklarin hedeflendigi denemeler olmustur.
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® Adenovirus @ Retrovirus @ Plasmid DNA
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Sekil 20.3 Klinik Gen Tedavi Denemelerinde kullanilan vektor tipleri ve kullanim oranlart.

20.4.1 KANSER

Simdiye dek yapilan klinik gen tedavi denemelerinin
buiytik cogunlugunda kanseri tedavi etmeye yonelik
calismalar yapilmistir. Yillar boyunca akciger, jine-
kolojik, deri, trolojik, norolojik ve gastrointestinal
tiimorler, hematolojik malignensiler ve pediatrik tii-
morler gibi cok farkli tipte kanser tiirleri i¢in tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi hedeflenmistir. Kanseri

® Kanser
® Enfeksiydz

@ Monogenik
® Norolojik

@ Saglikh Génallaler @ Diger Hastaliklar
19 3% 2%

tedavi etmek i¢cin timor baskilayict gen insersiyonu,
immunoterapi, onkolitik viroterapi ve gen yonelimli
enzim Onilag tedavileri gibi bir cok farkli strateji uygu-
lanmigtir. Kanserde immunoterapi yontemi, tiimorli
dokudaki tiimor antijenlerinin, normalde zayif olan
htimoral veya hiicresel reaksiyonlarini gii¢lendirmek
amaciyla kullanilmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda im-
miin-uyarict molektllerin ekspresyonlarinin saglan-
mast icin hasarli dokulara, timor hiicreleri, tiimor

@ Okdler @ Gen Isaretleme
@ Kardiyovaskiler ® inflamatuvar

Sekil 20.4 Hedef alinan hastaliklara gore klinik gen tedavi denemelerinin dagilimu.
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antijenlerini kodlayan rekombinant viral vektorler,
tumor tiirevli RNA veya timor antijenleri eksprese
eden htcreler aktarilmistir. Onkolitik viroterapi
yonteminde tiimor hticrelerinde replike olabilen ve
spesifik olarak hedeflendirilebilen virtisler kullanilir.
Bu virtisler hiicre lizisine neden olur, boylece enfek-
te olan tiimor hticrelerinin 6limiina saglarlar. Gen
yonelimli enzim on ilag tedavisinde ise, 6n ilaglarin,
yalnizca tiimor ve timor mikro gevresinde sitotoksik
ilaglara ¢evirildigi ve boylece kemoterapi etkinliginin
artirildigr gen ekspresyonlar: hedeflenmigtir.

20.4.2 KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

Kardiyovaskiler hastaliklarin onarilmasina yonelik
gen tedavisi, yapilan denemeler arasinda %7.8’likk
oran ile tiglinct sirada yer almaktadir. Gen tedavisi
ile yapilacak uygulamalardan beklenilen yararlar; te-
rapotik anjiyogenez igin yeni alan saglamasi, miyo-
kardiyal koruma, yenilenme ve tamir etme, bypass
graftlarinda basarisizligi 6nleme ve risk faktorlerinin
yonetimi seklinde siralanabilir. Bugiine dek yapilmig
kardiyovaskiiler gen tedavi denemelerinin biiyiik ¢o-
gunlugu, iskemik bolgelerdeki kan akigini artirmaya
yonelik gelistirilen terapotik anjiyogenez ¢aligmala-
ridir. Iskemi hastahiginda iki biiyiik kategori, koroner
arter hastaligr sonrasi gelisen miyokard iskemisi ve
periferal arter hastalig sonucu gelisen alt ekstremite
iskemisidir. Bu iki uygulama alaninda da neredeyse
esit sayida deneme yapilmistir.

® Antijen @ Sitokin

[ ] :l"eimezﬂk ® Blyome Faktord @ Reseptor
® £

20.4.3 KALITIMSAL OLMAYAN MONOGENIK
HASTALIKLAR

Monogenik hastaliklarin gen tedavi ile tedavi edil-
mesindeki ana amag; fonksiyonel genin boliinen kok
hticrelere aktarimi ve devamli ekspresyonun saglan-
mast ile hastaligin diizeltilmesidir. Glintimtize kadar
161 adet kalitimsal olmayan monogenik hastalik be-
lirlenmigtir. Bunlardan %22.4 Itk kissm ABD ve AB'de
en sik rastlanan genetik hastaliktan, kistik fibrozun te-
davisini amaglamistir. Kistik fibroz hastalar ortalama
40 seneden daha az stire yasadiklarindan bu hastaliga
karg1 gelistirilen gen tedavi stratejileri birincil hedef
haline gelmigtir. En sik ¢aligma yapilan ikinci grup
hastalik agir kombine immiin yetmezligi, monogenik
hastaliklar baghig: altinda ytrttiilen gen tedavi dene-
melerinin %20%sini kapsamaktadir. Bir diger immtn
yetmezlik hastalig1 olan kronik grantilomatoz hasta-
lig1 da, klinik olarak anlamli ve kalici terapotik yarar
saglanmasiyla sonuglanan bir ¢ok ¢aligmaya konu ol-
musgtur.

20.4.4 DIGER HASTALIKLAR

Gecmisten giintimiize tamamlanan klinik gen tedavi
caligmalarina bakildiginda, enfeksiy6z hastaliklara
kargt tamamlanmig 147 adet (%8) deneme bulun-
maktadir. Birincil hedef olarak HIV enfeksiyonlari ile
ilgili caligmalar yapilsa da, tetanoz, sitomegalovirus

© Tiimér Supresdr @ Intihar

@ Replikasyon inhibitdri

yici ® Diger Kategoriler ® Bili

Sekil 20.5 Klinik Gen Tedavi stratejilerinde aktarimi yapilan gen tipleri.
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Sekil 20.6 Gtiniimiize kadar yapilan klinik gen tedavi denemelerinin yillara gére dagilima.

ve adenovirus enfeksiyonlar: i¢in de ¢aligmalar yi-
ruttldigi goriilmektedir. Norolojik hastaliklar igin
de gen tedavisi ¢aligmalari yapilmisg, bu baglamda 36
adet faz 1, 1/11 ve 1 denemeleri ile amyotrofik lateral
skler6z, multipl sklerdz, miyastenia gravis, diyabet
sonucu gelisen norolojik bozukluklar, Alzheimer,
Parkinson hastaliklar1 tizerine ¢aligmalar yapilmigtir.
Retinitis pigmentoza, glokom, yas bagimli makdler
dejenerasyonlar ve Leber konjenital amarozu gibi
okiiler patolojiler i¢in toplamda 28 deneme yapil-
dig1 kaydedilmigtir. Ayrica romatoid, inflamatuvar,
dejeneratif artrit ve tilseratif kolit gibi inflamatuvar
hastaliklar da gen tedavisi ¢aligmalariin konusu ol-
mustur. Bahsedilen hastalik gruplarina ek olarak kro-
nik renal hastaliklar, fistik alerjisi, kemik kiriklari gibi
diger hastalik gruplarindan da bir ka¢ deneme
caligmasi yapilmistir.

20.5 GEN TEDAVI DENEMELERINDE
AKTARILAN GENLER

Insan gen tedavi galigmalarinda kullanilan genler
cok cesitlilik gostermektedir. Tahmin edildigi tizere
en sik kullanilan gen tipleri (antijenler, sitokinler, ti-
mor baskilayici genler, intihar genleri) kanser teda-
visinde kullanilanlardir. Neredeyse tamaminin kar-
diyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi
hedeflenen buiylime faktorleriyle yapilan gen tedavi
denemeleri %7.3’luk dilimi olustururken, yetmezlik
genleri % 7.8, reseptor genleri ise %9 'luk bir orana
sahiptir (Sekil 20.5).

20.6 KLINIK GEN TEDAVI DENEMELERININ
GUNCEL DURUMU

Sekil 20.6'da yillara gore yapilan klinik gen tedavi ¢a-
ligmalarinin bir grafigi goriilmektedir. Grafikten de
anlagilacagi tizere, 1999 yilinda yasanan trajik olay-
dan sonra klinik gen tedavi denemelerinin sayisinda
bir disiis yasandiysa da sonraki yillarda da klinik sa-
yisinda bir artig yaganmustir.

20.6.1 KLINIK FAZ DENEMELERI

Gen tedavi klinik denemelerinin hemen hemen tigte
ikisini Faz 1 ve Faz 1/11 denemeleri olugturmaktadir.
Yapilan tiim gen tedavi denemelerinin % 78,6’sin1 bu
iki kategorinin toplami olugturmaktadir (Sekil 7). Faz
11, Faz 11/111 ve Faz 11l denemelerinin 6nceki yillara
gore artan oranlara sahip olmasi, yakin gelecekte gen
tedavi caligmalarinin klinik uygulamalara yansima
ihtimalini gli¢lendirmektedir.

20.6.2 KLINIK GEN TEDAVI CALISMALARI YAPILAN
ULKELER

Bugiine dek diinya ¢apinda yapilan gen tedavi klinik
denemeleri toplamda 5 kitadan 31 tlkede gergekles-
tirilmigtir (Sekil 20.8). Yapilan denemelerin kitalar
aras1 dagilimi son bir kag yilda pek degiskenlik gos-
termemis; denemelerin, %64.7’si Amerika, %24.5’i
Avrupa ve %5.1'i Asya tlkelerinde yapilmistir. ABD
hala diinyada en ¢ok denemenin yapildig: tilke ola-
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Sekil 20.7 Yapilan gen tedavi denemelerinin klinik faz seviyelerine gore dagilimlart.
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Sekil 20.8 Kitalar bazinda Gen Tedavi denemelerinin dagilim.

20.7 TICARI OLARAK SATISI ONAYLANMIS GEN
TERAPI ILAGLARI

rak birinci sirada yer almaktadir (1359 deneme ile
%63.4). Avrupada ise; Ingiltere toplam 206 dene-
me ile %9,6’lik pay1 alirken, Almanya 84 deneme ile
%3.9, Isvicre 50 deneme ile %2.3, Fransa 51 deneme
ile %2.4, Hollanda 33 deneme ile %1.5’luk bir pay al-
maktadir. Asyada; en ¢ok veri saglayan tilke, 43 dene-
me %2 ile Cin iken bunu 33 deneme %1.5 ile Japonya
takip etmektedir. 2014 yili itibariyle Avusturalya'da
gen tedavi denemelerinde bir artig gozlenmis ve top-
lam say1 32’e yiikselmistir. 83 deneme ise ¢oklu tlke
caligmasi olarak raporlandirilmigtir (Sekil 20.9).
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2003 yilinda gen tedavi kaynakli bir tiriintin klinik
uygulamasini onaylayan ilk iilke Cin olmustur. Si-
Biono Gene Tech Co. firmasi tarafindan geligtirilen
ve ilk gen tedavi iiriinti onayina sahip Gendisin, E1
geni insan p53 ¢cDNA'si ile degistirilmis bir adeno-
viral vektordur ve bag-boyun yassi hiicre karsinom
tedavisinde kullanimi onaylanmis non-replikatif
(replikasyon 6zelligi olmayan) bir viriistiir . Bu nok-
tada dikkat edilmesi gereken husus, Cin Gida ve ilag
Kurumu (SFDA)'nun Gendisin’i standart faz 3 klinik
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Sekil 20.9 Klinik Gen Tedavi denemelerinin yapildigu iilkeler ve oranlari.

denemelerin datalarini almadan onaylamig olmasi-
dir (45). Dolayisiyla bu durum baglangi¢ta Gendisin
tedavisinin etkinligi konusunda yogun tartigmalara
neden olmustur (46). Gendisin'in onaylanmasindan
iki y1l sonra, Cin SFDA tarafindan onaylanmig baska
bir gen tedavi tirtinii olan, Onkorin ortaya ¢ikmustir.
Gendisin'in aksine, Onkorin, sartlara bagli olarak
replike olabilen bir adenovirustur. Sunway Biotech
Co. Ltd. sirketi tarafindan gelistirilmis olan bu tiriin
ileri seviye refrakter nazofarinks kanserinin tedavi
sinde kemoterapi ile birlikte kullanilmak tizere, 2005
yilinda Cin'in onayiyla piyasaya strtlmisgtiir. 2004
yilinda, Ark Therapeutics Group plc isimli bir fir-
ma, gen temelli ilaclar (Serepro) icin ticari malzeme
tiretmek amaciyla Avrupa’da ilk GMP sertifikasialan
firma olmustur. Serepro, Herpes simplex virus timi-
din kinaz (HSV-tk) geni iceren bir adenoviral vektor
olup, malignant beyin tiimérlerinin tedavisinde kul-
lanilmasi amaciyla Ark Therapeutics Group plc tara-
findan gelistirilmigtir. Serepronun klinik etkinligi,
2a ve 2b olmak tzere iki ayr1 faz 2 klinik testlerinde
degerlendirilmis ve 2008 yilinda faz 3 klinik testle-
ri de tamamlaninca, faz 3 denemesi tamamlanan ilk
adenoviral vektor olma 6zelligi kazanmugtir.

19 Temmuz 2012'de, EMA (Avrupa Tibbi Uriinler
Ajansi) ilk defa bir gen tedavi tirtiniint (Glybera) Av-
rupa Birligimin onaymna sunmustur. Glybera, Ams-
terdam Molecular Therapeutics sirketi tarafindan
gelistirilmis olup su an UniQure araciligiyla piyasaya
cikarilmaktadir. Glybera, siddetli lipoprotein lipaz
yetmezliginin tedavisinde kas dokularinda lipopro-
tein lipaz eksprese eden, genetik olarak modifiye
edilmis bir adeno-assosiye viral vektordiir. Bat1 diin-

yasinda onaylanmis ilk gen tedavi tirtinti olan Glybe-
ranin Ozelliginden dolayi bu ilacin gelistirilme siireci
hakkinda daha detayli bilgi vermek istiyoruz.

20.7.1GLIBERA

Alipogene Tiparvovec, ticari ismiyle Glybera, ailesel
lipoprotein lipaz yetmezligine (LPLD) sahip yetigkin
hastalara yapilacak gen tedavisinde kullanilmak tize-
re gelistirilmis bir adeno-assosiye virus vektorudur.
Bu gen tedavi stratejisinde, farkli serotipleri olan
adeno-assosiye viruslarin birinci serotipi olan AAV1
vektort kullanmilmigtir. LPLD hastaligr, hastalarda
bir¢ok farkli klinik komplikasyonun geligsmesine ne-
den olan nadir gortilen bir otozomal resesif hastalik-
tir. Bu klinik komplikasyonlarin hayati tehlike yara-
tan en 6nemlilerinden biri pankreatit gelisimidir.

Pankreatit, pankreas hasarina bagl olarak olusan
inflamasyondur. Pankreasta olusan cesitli hasarlar
dolayisiyla viicutta gelisen savunma mekanizmasinin
devreye girmesiyle olusan bu inflamasyon tiim viicu-
du etkileyebilecek bir dizi komplikasyona neden ola-
bilir. Tedavi edilmedigi veya siddetlendigi durumlar-
da oliimlere de yol agabilmektedir. Genel olarak safra
kesesinde tas olusumu, alkol titketimi ve erigkinlerde
hiperlipidemi gibi bir¢ok farkli sebeplerden dolay;
sindirim sistemine katkida bulunan pankreatik en-
zimlerin kontrol digt salgilanmasi ve saglikli dokular
parcalamaya baglamasiyla karakterize bir hastaliktir.
Lipoprotein lipaz yetmezligine sahip hastalardaki en
onemli klinik semptom hiperlipidemidir. Dolayisty-
la hastaligin dogasi geregi bu hastalarda pankreatit
gelisimi oldukga sik karsilagilan bir durumdur. ileri
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seviyede hipertrigliseridemi, pankreatit olusumunda
primer risk faktdrlerinden biri olup, akut pankreati-
tin nedenleri arasinda tiglincii sirada yer almaktadir.
Pankreatit, pankreatik kanser gelisiminde de yiiksek
risk faktord olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, hastalarin %20-30’'unda morbidite ve 6liim-
lerle sonuglanan pankreatit, ayn1 zamanda saglikli
yasam kalitesini distiren ve saglik hizmetleri agisin-
dan bakildiginda btiytik bir ekonomik yiik yaratan bir
hastaliktir.

Lipoprotein lipaz (LPL), hepatik lipaz, pankreatik li-
paz ve endoteliyel lipazin da dahil oldugu lipaz aile-
sinin bir tyesidir. Bu enzimler, dolagimda trigliserit
acisindan zengin lipoproteinlerin katabolizmasinda
6nemli rol oynarlar. LPL, 6ncelikli olarak adiposit-
lerde; iskelet ve kardiyak miyositlerde sentezlenip sa-
linirlar. Biyolojik olarak aktif LPL, 448 aminoasitlik
LPL proteinin kovalent olmayan homodimerizasyo-
nu ile olusur ve katalitik merkezinin aktiflestirilmesi
i¢in apolipoproteine gereksinim duyar. Apolipopro-
teinler, lipitlerle beraber lipoproteinleri olustururlar
ve lipitlerin kanda tagmabilmelerini saglarlar. Ancak
ayni zamanda, lipoprotein lipaz gibi farkli enzimle-
rin kofaktorii olarak da gorev alabilmektedirler. LPL,
endotelyumun luminal ylizeyindeki heparan stilfat
proteoglikanlar ile interaksiyona girerek, kilomik-
ronlar e VLDL partikiilleri gibi trigliseritce zengin li-
poproteinleri parcalamak amaciyla plazmaya salinir.
Kilomikronlar, (%85-92) trigliserit, (%6-12) fosfolipit,
(%1-3) kolesterol ve (%1-2) proteinlerden olusan li-
poprotein partikiilleridir (Sekil 20.10). Yaglarin ve
kolesteroliin, su bazl bir ¢ozelti olan kan dolagimin-
da hareket etmesini saglayan Lipoprotein ailesinin
5 ana Uyesinden (kilomikronlar, VLDL, 1DL,LDL,
HDL) biri olan kilomikronlar, besin kaynakli lipidle-

Rpolipoprotein A

rin bagirsaklardan viicudun diger bolgelerine tagin-
masinda gorev alirlar (Sekil 20.11).

Iskelet kas1 ve adipoz dokuda sentezlenen LPL, bir
homodimer olarak salinir. Bu aktif homodimer daha
sonra vaskiiler endotelyumu gecerek kan damarlari-
nin liiminal ylizeyine sabitlenir. Diyet ile alinan lipit-
ler bagirsaklarda kilomikron icerisine paketlendikten
sonra kilomikronlar lenfatik bogluga salinir ve ardin-
dan kana gecer. Vaskiiler liimende LPL, dolagimdaki
kilomikronlarla interaksiyona girererek, kilomik-
ronlarda taginan trigliseritlerin serbest yag asitleri-
ne dontistimiinii saglar. Kilomikron kalintilari, kilo-
mikronlarin yiizeyinde yer alan apolipoprotein E ile
etkilesime giren hepatositler tarafindan endositoza
ugratilir. Bu kalintilar daha sonra karacigerde VLDL
icine paketlenerek yeniden degerlendirilir ve kan do-
lagimina saliarak; ¢evre dokulara endojen lipid te-
darigi saglar. Bu iglem sirasinda, ApoB-48, ApoB-100
ile yer degistirir. LPL daha sonra plazmada VLDLnin
LDLye dontisiimiinde gorev alir. Bu etkilesim son-
rasinda LPL, VLDL icerisindeki trigliseritleri de hid-
rolizleyerek serbest yag asitlerinin olusumunu ve
VLDLnin IDLye déntisiimiinii uyarir. IDL daha son-
ra, periferal hiicrelerin LDLR reseptorleri araciligr ile
baglanabilecegi LDLye doniistiiriilerek periferal do-
kulardaki hiicreler tarafindan kullanilir (Sekil 20.11).

LPL'nin olmadig1 durumda, kilomikronlardan besin
kaynakli yaglar ayristirilamayacagindan hipertrigli-
seridemi ve hiperkilomikronemi ortaya ¢ikar. Bu
yaglarin birikimi, her ne kadar yag birikimi ile hasta-
lik olusumunun direkt baglantisi hentiz gosterilme-
mis olsa da, ¢esitli dokularda patolojilere yol agabil-
mektedir.

Sekil 20.10 Kilomikronun sematik yapist.

510 | BOLOM20 / Salih Sanlioglu



Miyosit Yag Doku Hiicreleri

L1 Hosneimer 4 Y

SSePEEas - Qe L~

E 4

Kan Damarn

Periferal Hicreler

GEN TEDAVISi

Ince Bagirsak

¥yt ile alinan lipkdier

Periferal Dokular

Vaskiiler Endotelyal Hilereler

Karaciger

Sekil 20.11 Lipoprotein lipaz'in iiretim ve fonksiyonu. LPL, baslica yag doku hiicreleri(adiposit) ve miyositlerde sentezlenir. Hiicrelerden
salinmadan énce homodimer bir yapt olusturan LPL, vaskiiler endotel hiicrelerine yerlesir. Diyet ile alinan lipitler bagirsaklarda kilomikron
(silomikron) igerisine paketlendikten sonra kilomikronlar lenfatik bosluga salinir. Daha sonra kan dolasimina giren kilomikronlar, vaskiiler
endotel yiizeyde bagl olan LPL ile karsilagir. Kilomikronlarin yiizeyinde bulunan, ApoCll; LPL'nin kofaktorii olarak gérev yapar ve LPL, kilo-
mikron igerisindeki trigliseritleri hidrolize ugratarak serbest yag asitlerinin olusumunu saglar. Bu serbest yag asitleri periferal dokulara dagilir.
Trigliserit igeriginden arindirilan kilomikron kalintilari, karacigerdeki LDLR reseptdérleri aracihigiyla karacigere alinir ve burada VLDLye
doniigtiiriiliir. Bu sirada, ApoB-48, ApoB-100 ile yer degistirir. VLDL plasmaya salinir ve yeniden LPL ile etkilesime girer. Bu etkilesim son-
rasinda LPL, VLDL icerisindeki trigliseritleri de hidrolizleyerek serbest yag asitlerinin olusumunu ve VLDL'nin IDLye doniigiimiinii saglar. IDL
daha sonra, periferal hiicrelerin LDLR reseptorler araciligiyla baglanabilecegi LDLYye déniistiiriilerek periferal dokulardaki hiicreler tarafindan

kullarilir.

Lipoprotein Lipaz yetmezligi, LPL kodlayan gende
fonksiyon kaybina yol acan mutasyonlarin neden
oldugu, nadir goriilen otozomal resesif bir genetik
hastaliktir. Bu mutasyonlar bazi durumlarda LPL'nin
fonksiyonunu etkileyen diger enzim veya proteinleri
kodlayan genlerde de olabilir. Bu hastalik ileri seviye-
de hiperkilomikronemi ve hipertrigliseridemiye yol
acar. Bu durum, diyabet gibi bircok hastaligin veya
farklr klinik komplikasyonlarin olugma riskini artti-
rict bir etken olarak degerlendirilmektedir. Bununla
birlikte, hastaligin yagsam kalitesini en ¢ok etkileyen
klinik etkisi, tekrarlayan, siddetli olarak kendini gos-
teren ve hayati tehlike unsuru olan akut pankreatite
neden olmasidir. LPL yetmezligi erken ¢cocukluk do-
neminde ortaya ¢ikmaktadir. Zaman zaman tekrar-
layan abdominal agr1 ve akut pankreatit gelisimi ile
birlikte seyreden bu hastalikta, hepatosplenomegali

(Karaciger ve dalak biiytimesi), deride yag birikmesi
ve retinal vaskularizasyon gibi komplikasyonlar da
ortaya ¢ikabilmektedir. Klinik semptomlarin gidde-
ti, hiperkilomikroneminin derecesiyle dogru oran-
tilidir. Hiperkilomikronemi de besinlerle alinan yag
oraniyla iligkili olarak ortaya ¢ikar. Dolayisiyla, LPL
yetmezligi ile ilgili tedavi stratejileri, yiiksek trigli-
serit seviyelerini normal seviyelere diigtirmeye ve

boylece pankreatit riskini azaltmaya yoneliktir. Bu
yaklagimla birlikte besinlerle alinan gtinliik yag mik-
tarin1 20g'n altina ¢ekerek hiperkilomikroneminin
siddetini de azaltmaya yonelik tedavi stratejilerini
destekleyici yontemler uygulanmaktadir. Tim bun-
lara ragmen, 6mir boyu bu smirlandirilnig diyeti
uygulamak bir¢ok hasta i¢in oldukga zor oldugundan
LPL yetmezligine sahip hastalarin pankreatit riski ve
bununla baglantili bircok komplikasyonun olusma
riski ciddiyetini korumaktadir. Genel olarak hasta-
lara uygulanan trigliserit dustirticti ilaglar da LPL
yetmezligine sahip hastalarin trigliserit seviyelerini
distirmemektedir. Ayrica, LPL proteininin intravas-
kiiler yar1 6mriintin yaklagik 15 dakika gibi kisa bir
stire olmasi dolayisiyla, enzim replasman tedavisinin
de bu hastalarda uygulanabilirligi pek olas1 degildir.
LPL yetmezligi ile ilgili etkin bir tedavinin olmayzsi,
yeni bir yaklagim olarak gen replasman tedavisi stra-
tejilerini gindeme getirmistir. Bu dogrultuda, fonk-
siyon kayb: mutasyonlarina sahip LPL yetmezligi
hastalarinin kas dokularina, LPL geninin fonksiyonel
kopyalarmin direkt in vivo uygulanmasina dayali bir
yaklagim ortaya ¢ikmistir. Alipogene Tiparvovec (G-
ybera; AMT-011; AAV1-LP-LS447X); insan LPL ge-
ninde fonksiyon kazandiran bir mutasyona (S447X)
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sahip gen varyantini tagtyan bir adeno-assosiye sero-
tip 1 virusudur. Bu AAV-1 aracili gen tedavisi, fonksi-
yon kazandiran transgenin ekspresyonu ile biyolojik
olarak aktif LPL'nin sentezine ve sekresyonuna yol
acar. Bu LPLS447X varyanti beyaz irkin yaklagik
olarak %20’sinde goriilen bir dogal mutasyondur.
Fonksiyon kaybina neden olan bir¢ok diger gen mu-
tasyonlarinin aksine, LPLS447X mutasyonu, fonksi-
yon kazandirici 6zellikte bir ¢ok etki ile iligkilidir. Bu
gen varyanti ile iligkili olarak, trigliserit seviyelerinin
azalmasi, HDL diizeylerinin artmasi ve trigliseritce
zengin lipoproteinlerin doniisiim hizlarinin daha
ylksek olmasi dolayistyla; LPL iligkili apolipoprote-
in B100 seviyelerinde artis gozlenmektedir. Bunlarla
birlikte, her ne kadar bu varyantin kardiyoprotektif
etkilerinin net mekanizmasi heniiz belirlenememis
olsa da kardiyovaskiiler hastalik risklerinde de dikka-
te deger bir azalma sz konusudur. LPL yetmezligine
sahip eriskin hastalarda kullanimi i¢in Avrupa ona-
y1 almastyla Alipogene Tiparvovec, bat1 diinyasinda
onaylanmis ilk gen tedavi uygulamasi olmustur.

a. Alipogene Tiparvovec’in Farmakodinamik Ozel-
likleri

Alipogene Tiparvovec, konak hticre olarak bocek (in-
sekt) hiicrelerinin kullanildig1 rekombinant bakiilo-
virus teknolojisi ile tiretilen bir {iriindiir. insan LPL
geninin LPLS447X varyantint kodlayan bir transgenik
ekspresyon kasetinin AAV1 kapsitlerine enkapstile edil-
mesiyle olusturulmustur. Ekspresyon kasetinde, LPL
gen varyant1 LPLS447X in ekspresyonunu kontrol eden
sitomegalovirus promotoru, woodchuck hepatit virusu
posttranskripsiyonel elementi ve sigir biiyiime hor-
monu poliadenilasyon bolgesi yer almaktadir. Tiim bu
elementleri iceren ekspresyon kaseti AAV2'den koken
almus ters evrilmis terminal tekrarlarla gevrilmistir.

Bu AAV-LPLS447X kapsidinin AAV1 protein kabuguna
enkapstile edilmesiyle, LPLS447X’in transdiiksiyon ye-
teneginin arttirilmasi hedeflenmistir.

b. Alipogene Tiparvovec’in Etki Mekanizmasi

LPL yetmezligine sahip hayvan modellerinde yapilan
preklinik ¢aligmalar sonucunda, alipogene tipar-
vovec'in bir seri intramuskular enjeksiyonu ile; kas
hticrelerinin canliliklarini stirdiirdigii mtiddetge sta-
bil AAV1-LPLS447X ’in ekspresyonunun oldugu ve
sonug olarak biyolojik aktif LPL sentezinin gergek-
lestigi gosterilmistir. Bu dogrultuda, plazma triglise-
rit seviyelerinin azaldig1 ve lipeminin tamamen sona
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erdigi gortlmiistiir. Bu duruma 6rnek olabilecek bir
¢alismada, LPL ekspresyonu yapamayan LPL-/LPL-
farelere, AAV1-LPLS447X ’in aktarilmasiyla yabanil
tip LPL gen aktarimi yapilan farelere oranla plasma
HDL seviyelerinde iki kattan daha fazla artis ve trig-
liserit seviyelerinde neredeyse {i¢ kat azalma oldugu
belirlenmistir. Ayrica tek bir uygulama ile bir yildan
daha fazla siireyle bu etkilerin devamliliginin saglan-
dig1 gosterilmistir. LPL yetmezligine sahip hastalarda
yapilan klinik ¢aligmalarda, Alipogene Tiparvovecin
intramuskular enjeksiyonlar1 sonucunda, LP1.S447X
geninin fonksiyonel kopyalarmin varlig1 ve biyolojik
aktif LPL'nin uzun siireli ekspresyonu da gosteril-
mistir. AAV vektorlerinin konak¢t memeli genomuna
entegre olma potensiyeli ve timor olusturma riskini
arttirabilme potansiyeli dolayisiyla bu vektorlerle
ilgili birtakim endigeler s6z konusudur. Bu dogrul-
tuda, alipogene tiparvovec tedavisi uygulanmig LPL
yetmezligine sahip 5 hastanin ve AAV1-LPLS447X
uygulamasi yapilmig farelerin kas dokularindan ali-
nan DNA oOrneklerinde yapilan entegrasyon bolge
analizlerinde, AAV1-LPLS447X ’in genler, CpG ada-
lar1, palindromik sekanslar veya ribozomal DNA lo-
kuslarindan herhangi birine 6zel olarak entegre olma
egilimine dair herhangi bir bulguya rastlanmamustir.
Bununla birlikte, AAV1-LPLS447X ’in ¢ogunlukla
mitokondriyal DNA'daki hotspot noktalara entegre
oldugu, ancak yabanil tip AAV1’in tercihen entegre
oldugu AAVS1 lokusunda spesifik bir birikim olma-
dig1 da belirlenmigtir. Tiim bunlar gz 6niine alindi-
ginda, AAV vektorlerinin ayni bolgeye entegre olma
sikliginin retroviral vektdrlere gore ¢ok daha diisitk
olmast dolayistyla AAV1-LPLS447X ile yapilan gen
tedavisinin, konak¢l genomuna entegrasyondan
kaynakli bir yan etki olusturmasi oldukga diisiik bir
ihtimal olarak degerlendirilmektedir. Ayrica, rekom-
binant AAV uygulanan 200’den daha fazla bireyde
yapilan ¢aligmalardan alinan sonuglarda herhangi bir
timor gelisimi gozlenmeyisi de, AAV vektorlerinin
tiimorojenik potansiyellerinin minimum olduguna
kanit olacak niteliktedir.

c. Alipogene Tiparvovek ve Immiinojenite

LPL yetmezligine sahip hastalarda yapilan klinik
denemelerde, Alipogene Tiparvovec uygulamasini
takiben, immiinsiipresan kullanilmasina ragmen vi-
rusun protein iskeletine karst antikor yanit1 gelistigi
saptanmistir. Bununla birlikte, daha 6nceden maruz
kalinan AAV’lere kars: viicut tarafindan dogal olarak
gelistirilmis antikorlarla birlikte tedavi sirasinda kul-
lanilan anti-AAV antikorlarinin varlig1 LPL transge-



ninin ekspresyonunda veya LPL proteinin biyolojik
aktivitesinde olumsuz bir etki yaratmamistir. Bi-
yogiivenilirlik a¢isindan da bu antikorlarin herhangi
bir sorun tegkil etmedigi belirtilmigtir. Tedaviden
once, 27 katilmcinin 18'inde yapilan analizlerde
AAV'’ye kars gelistirilen antikorlara rastlanmigtir. Bu
durum dogal yasam stiresinde herhangi bir zamanda
¢ogu kisinin AAV enfeksiyonuna maruz kaldiklarinin
bir gostergesidir. Alipogene Tiparvovec tedavisinden
sonra, tim hastalarda anti-AAV antikorlar1 tespit
edilmis, daha dnceden bu antikorlara sahip bireyler-
de de antikor seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Klinik
denemelere katilan hastalarin hig¢birinde daha dnce-
den veya Alipogene Tiparvovec uygulamasindan son-
ra LPL proteinine kars1 gelistirilen bir antikora rast-
lanmamigtir. Transgene kars: olusabilecek herhangi
bir olas1 reaksiyon nedeniyle, Alipogene Tiparvovec,
az da olsa LPL proteini sentezinin gerceklestigi has-
talarda kullanilacak sekilde smirlandirilmigtir. AAV
vektor aracili gen transferi ayrica lokal T hiicre aracili
immiin yanit ile de iliskilidir. Alipogene Tiparvovec
tedavisi almig hastalarin yarisinda, AAV'lere kars1 T
hticre yanit1 gelistigi saptanmigtir. Bununla birlikte
hicbir hastada LPL proteinine karst bir T hiicre ya-
nit1 gelisgmemistir. AAV’ye karst gelisen bu T hiicre
yanitlarmin herhangi bir sekilde Alipogene Tiparvo-
vec'in etkinligine, glivenilirligine veya transgen eks-
presyonun devamliligina etki etmedigi belirtilmistir.
Alipogene Tiparvovec tedavisinden sonra, uygulama
oncesi ve sonrasi inflamasyon gostergesi olabilecek
tim semptomlarin degerlendirilmesiyle ve bu belir-
teglerin tlimiintin normal sinirlar icerisinde kalma-
siyla, olusan bu T hiicre yanitlariin herhangi bir kli-
nik yansimasinin olmadig1 gosterilmistir.

¢. Alipogene Tiparvovek’in Farmakokinetik Ozel-
likleri

Insanlarda yapilan deneysel klinik calismalar kap-
saminda, LPL yetmezligine sahip hastalardaki viral
dagilimlar incelendiginde, Alipogene Tiparvovec’in
biyolojik dagilimimin kas dokusuyla sinirli kaldigi
goriilmastir. Alipogene Tiparvovecin LPL yetmez-
ligine sahip hastalara uygulanmasini takiben, en-
jeksiyonun yapildig1 bacakta kas dokusunda yiiksek
miktarda vektoér DNA's: tespit edilirken, enjeksiyon
yapilmayan bacakta vektor DNA’s1 saptanamamigtir.
Viral dagilim analizlerine gore, Alipogene Tiparvovec
uygulamasini takiben, 10. haftaya kadar idrarda, 12.
haftaya kadar tiikiiriikte ve 20. haftaya kadar semen-
de, vektdr DNA's1 tespit edilmistir. Teorik olarak im-
minsiipresanlarla birlikte ayn1 anda yapilacak bir uy-
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gulamanin, vektdér DNA’'sinin serumda tespit edildigi
stireyi arttirabilecegi 6ngoriilmektedir. Yine de, bu-
gline kadar Alipogene Tiparvovec uygulanmis hi¢bir
hastada daha uzun vadede serumda vektér DNA’s1
tespit edilememistir.

d. Alipogene Tiparvovek’in Klinik Etkinligi

LPL yetmezligine sahip ve siddetli hipertrigliseride-
mi gosteren yetiskin hastalarda, ti¢ deneysel ¢aligma
ile Alipogene Tiparvovecin klinik etkinligi deger-
lendirilmistir. Hastaligin nadir goriilen ozellikte
olmasi dolayisiyla biiytik bir popiilasyonu hedef
alan bir ¢aligma yapilamayacagindan, Hollanda (CT-
AMT-010-01) ve Kanadada (CT-AMT-011-01, CT-
AMT-011-02) 27 hastadan alinan sonuglarla klinik
etkinlik degerlendirmeleri yapilmistir. ik deger-
lendirme kriteri 12-14 haftalik bir stireci hedef al-
maktadir. Tedavinin giivenilirliginin ve etkinliginin
degerlendirmesi i¢in bu siirecin 15 yila kadar takip
edilmesi planlanmaktadir. LPL yetmezligine sahip
hastalarda pankreatit ve abdominal agr1 goriilme sik-
lig1 ve karakterizasyonu; retrospektif ve prospektif
acidan yiriitiilen iki farkli calisma (CT-AMT-011-03
ve CT-AMT-011-05) ile degerlendirilmistir.

e. Alipogene Tiparvovek tedavisinin lipidler iize-
rindeki etkisi ve Klinik Bulgular

o CT-AMT-010-01 deneysel ¢aligmast

Bu deneysel calismanin ilk 12 haftasinda, LPL yetmez-
ligine sahip hastalar dusiik ve yiiksek dozda uygulama
yapilacak sekilde iki gruba ayrilmustir. 4 hastaya diisiik
doz olarak belirlenen 1 x 10" gen kopyasi/kg; ve di-
ger 4 hastaya daha ytiksek doz olarak belirlenen 3 x
10" gen kopyasi/kg AAV1-LPLS447X uygulanmistir.
Uygulamalar, bacaktan intramuskular enjeksiyonlarla
gerceklestirilmigtir ve diisiik doz uygulamasinda 40
kez ve yiiksek doz uygulamasinda 60 kez olacak se-
kilde bir seri enjeksiyon yapilmistir. Ortalama olarak
bu hastalarin plazma trigliserit seviyelerinin uygulama
oncesinde 14 mmol/L tizerinde oldugu kaydedilmis-
tir.

Aclik trigliserit seviyelerinin 10 mmol/L degerinin al-
tina diistiigli veya aglik plazma trigliserit seviyelerinin
%40'dan daha fazla azalma gosterdigi degerler ilk ba-
sar1 hedefi olarak belirlenmistir. Bu degerlendirme baz
alindiginda, 12. haftada diisiik doz uygulamasi yapilan
hastalardan birinde ve yiiksek doz uygulamasi yapilan
hastalarin {i¢linde bu parametrelere uygun trigliserit
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seviyeleri saptandigindan, uygulamanin belirlenen
ilk basar1 hedefine ulastig1 belirtilmistir. 12. haftanin
sonunda, tiim hastalarin trigliserit seviyelerinde ista-
tistiksel olarak belirgin (p<0,007) oranda diisiis sap-
tanmugtir. Dusgiik doz AAV1-LPLS447X uygulanan
grubun trigliserit seviyelerinde %27; yiiksek doz uy-
gulanan grubun trigliserit seviyelerinde %41 oraninda
azalma oldugu belirlenmistir. Ancak, 18-31 aylik takip
sonrasinda, plazma trigliserit seviyelerinin baglangi¢
seviyelerinden farkli olmadig1 saptanmistir. Bu bulgu-
lar dogrultusunda, ilerleyen ¢aligmalarda AAV1 aracil
tedavide daha ytiksek vektdr dozlarmin uygulanmasi
ile birlikte daha uzun siireli etki i¢in immiinsupresan
kullanimi1 gindeme gelmistir.

e CT-AMT-011-01 deneysel ¢aligmast

Bu ¢aligma, 2 yil stireyle takibi yapilan; pankreatit ve
siddetli hipertrigliseridemi hikayesi olan LPL yet-
mezligine sahip 14 hastada gergeklestirilmistir. 12
haftalik bir stireyi kapsayan bu ¢alismada Alipogene
Tiparvovec ile doz arttirma denemeleri yapilmistir.
Ik iki hastaya, herhangi bir immiinsiipresan destegi
olmadan 3 x 10" gen kopyasi/kg Alipogene Tipar-
vovec uygulanmistir. Sonraki 4 hastaya, 3 x 10! gen
kopyasi/kg Alipogene Tiparvovec ile birlikte, oral yol-
la siklosporin ve mikofenolat mofetil verilmis ve uy-
gulamanin ertesi gliniinden itibaren 12 hafta stireyle
imminsupresan destegine devam edilmistir. Kalan
8 hastaya da bir onceki grupla ayni immiinsupre-
san kombinasyonu ve 1 x 10" gen kopyasi/kg dozda
alipogene Tiparvovec uygulanmigtir. Bu ¢aligmanin
bagar1 hedefi Alipogene Tiparvovec uygulamasinin
glivenilirligi ve aclik plazma trigliserit diizeylerinde
%40 oraninda diisiis gozlenen hasta yiizdesi olarak
belirlenmistir.

Uygulama o6ncesinde hastalarin aglik plazma trigli-
serit seviyeleri ortalamast 13 mmol/L degerinin {is-
tindeydi. Uygulamay: takiben 3-12 hafta arasinda
yapilan degerlendirmelerde, hastalarin %50’sinde ag-
lik trigliserit diizeylerinde baslangi¢ seviyelerine gore
%40 oraninda azalma oldugu gozlenmistir. 4 hasta-
da, trigliserit diizeyleri 10 mmol/L'nin altina diigmiig
ve uygulamay1 takiben 16-26 haftalar arasinda bu
degerlerin tekrar baglangi¢ seviyelerinin {izerine ¢ik-
ma egiliminde oldugu saptanmistir. Buna ragmen,
kilomikronlarin trigliserit ve kolesterol igeriginde
belirgin bir azalma oldugu gozlenmistir. Bu ¢alis-
ma ile Alipogene Tiparvovec i¢in optimum dozun
1 x 10" gen kopyasi/kg degerinde olmasi gerektigi
ongorialmistir. 2 yillik takip sonrasinda, hastalarin
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¢ogunun, bireysel olarak klinik semptomlar agisin-
dan kendi degerlendirmelerini yaptiklarinda daha iyi
bir durumda olduklarini kesfettikleri belirlenmistir.
Hastalar, uygulama oncesine gore yemek yiyebilme
kapasitelerinin arttigini, tedaviden once titketeme-
dikleri besinleri yiyebildiklerini, enerji seviyelerinde
artig oldugunu ve daha az abdominal rahatsizlik ya-
sadiklarini belirtmiglerdir.

o CT-AMT-011-02 deneysel ¢aligmast

CT-AMT-010-01 ve CT-AMT-011-01 deneysel c¢alis-
malarindan alian sonuglar 1181nda, 14 haftalik bir faz
1I/111 ¢alismasi olan CT-AMT-011-02 deneysel c¢alis-
mast yliriitilmeye basglanmigstir. Bu ¢alismada, pank-
reatit Oykiisii olan LPL yetmezligine sahip 5 hastada
Alipogene Tiparvovec’in, postprandiyal kilomikron
metabolizmasina olan etkisi, esterlesmemis serbest
yag asitlerinin ve gliserolun plazmada gortilme hizlari
incelenmistir. Alipogene Tiparvovec, oral immiinsup-
resan destegi ile birlikte 1 x 10" gen kopyasi/kg do-
zunda uygulanmugtir. Postprandiyal kilomikron meta-
bolizmasinin ve serbest asitlerle gliseroliin plazmada
gorlilme hizlarinin degerlendirilmesi i¢in yapilan test-
lere, Alipogene Tiparvovec uygulamasindan 2 hafta
once basglanmis ve uygulamadan 14-52 hafta sonra-
sina kadar devam edilmigtir. Caligmaya katilan tiim
hastalarin uygulama 6ncesi trigliserit seviyelerinin 11
mmol/L'nin tizerinde oldugu ve hig bir lipit diistiriicii
ila¢ kullanmadiklar1 kaydedilmigstir. Uygulama alan
hastalarn ikisi tip 1 diyabet hastasiydi. 14. haftada
Alipogene Tiparvovec uygulamasinin postprandiyal
kilomikron metabolizmasinda belirgin bir gelisme ya-
rattig1 belirlenmistir. Uygulamay1 takiben serbest yag
asidi ve gliseroliin plazmada ortaya ¢ikma hizlarinda
herhangi bir degisiklik olmamigstir. Bununla beraber
14. haftada yapilan analizler postprandiyal total plaz-
ma trigliserit seviyelerinde % 60 oraninda bir azalma
oldugunu goéstermistir. Uygulama 6ncesinde ortalama
18.77 mmol/L olan bu seviyeler Alipogene Tiparvo-
vec tedavisi ile 7.30 mmol/L degerine dismiistir.
Postprandiyal kilomikron trigliserit seviyelerinde de
%85 oraninda bir azalma saptanmigtir. Ayrica kilo-
mikron trigliserit/total plazma trigliserit orani da 0.64
degerinden 0.15 degerine gerilemistir. Kilomikron
trigliseritlerinin total plazma trigliseritlerine orani,
plazmadaki trigliseritlerin siv1 icerisindeki hareketlili-
gine (ylizebilirligine) etki eden bir orandir. Bu oranin
yliksek olmast durumunda, kilomikronlar genis ve sivi
icerisinde ytizebilen bir karakteristik 6zellik gosterir-
ler. Bu 6zellikteki kilomikronlar, en patojenik formlar
olarak degerlendirilmektedir ve pankreatitin ortaya



¢tkmasma neden olurlar. Bunun diginda, Alipoge-
ne Tiparvovec uygulamasinin, postprandiyal glukoz,
insiilin ve C-peptid seviyelerinde belirgin bir farkli-
ik yaratmadigr saptanmustir. Uygulama sonrasinda
transgen ekspresyonunun ve eksprese olan proteinin
biyolojik etkilerinin 52. haftaya kadar devam ettigi
gozlenmistir.

f. Alipogene Tiparvovek Uygulamasinin Pankrea-
tit Olusum Riskine Olan Etkisi

CT-AMT-011-01 ve CT-AMT-011-02 deneysel ¢a-
lismalarindan aliman sonuglardan toplanan verilerle,
CT-AMT-011-03 kodlu retrospektif bir calisma ya-
pilmistir. Akut abdominal agrili pankreatitin olugsma
siklig1 ve siddetinin degerlendirilmesi i¢in LPL yet-
mezligine sahip 5 hastada gozlemsel bir ¢aligma tasar-
lanmugtir. Hastaneye akut abdominal agrili pankreatit
dolayistyla bagvuran hastalarin; Alipogene Tiparvovec
uygulamast alan kisiler olup olmadig incelenmis,
ayrica pankreatit gelisiminin Alipogene Tiparvovec
uygulamasindan 6nce mi sonra mi gerceklestigi de-
gerlendirilmistir. Cox regresyon analizi kullanilarak
yapilan degerlendirmeler sonucunda,Alipogene Ti-
parvovec uygulamasiyla pankreatit riskinin belirgin
olarak azaldig1 saptanmugtir. Pankreatit hikayesiyle
hastanaye bagvurmus ve Alipogene Tiparvovec te-
davisi yapilmis tiim hastalar degerlendirildiginde,
pankreatit gelisiminin tedavi sonrast stiregte %56-67
oraninda azaldig1 belirlenmistir. Ayrica bu hastalarin,
hastanede kalis stireleri azalmig ve hicbirinde siddeti
gittikee artan bir pankreatik sendrom gozlenmemistir.
LPL yetmezligine sahip Alipogene Tiparvovec tedavisi
alan 13 hastada 6 yillik takip sonrast degerlendirme-
ler g6z 6niine almarak yapilan CT-AMT-011-05 ¢alis-
masinda, pankreatit riskinin azaldig: belirtilmigtir. Bu
hastalarin pankreatit sebebiyle hastaneye yatma oran-
larinda, tedavi 6ncesine gore % 59 oraninda azalma
oldugu gozlenmistir .

g. Alipogene Tiparvovek’in Giivenilirlik Profili

Alipogene Tiparvovec, genellikle klinik deneysel ¢a-
ligmalarda hastalarin toleransinin yiiksek oldugu bir
ilag olarak degerlendirilmektedir. Yapilan ¢aligmalar-
da, doz smirlandirict herhangi bir toksisite etkisi ra-
por edilmemistir. En yaygin yan etkiler olarak, 6dem,
bacaklarda agr1 ve kramp gibi enjeksiyona bagl olu-
san lokal reaksiyonlar tanimlanmistir ve bu yan et-
kilerin birka¢ giin icerisinde gectigi gozlenmistir.
Alipogene Tiparvovec tedavisi almig hastalarin {igte
birinde, enjeksiyonu takip eden giinlerde ekstremite
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agris1 gozlenmistir. Genel olarak oldukea yaygin ka-
tegoride degerlendirilen, bas agrist, ekstremite agrist,
hipertermi ve morarma gibi yan etkilerle birlikte;
%10’'dan daha az oranda goriilen istah azalmasi, hi-
poglisemi, yanma hissi, bag donmesi, hipertansiyon,
pulmoner emboli,abdominal agr1 ve enjeksiyon bol-
gesinde olusan reaksiyonlar gibi yan etkiler de tanim-
lanmigtir. Alipogene Tiparvovec tedavisi uygulanan
hastalardan sadece birinde, 7 hafta sonra pulmoner
emboli geligmistir, ancak bu durumun LPL yetmez-
ligi veya Alipogene Tiparvovec uygulamasi ile iligki-
lendirilecek bir durum oldugu diistiniilmemektedir.

h. Alipogene Tiparvovek Dozaji ve Uygulama Sekli

Alipogene Tiparvovec, ailesel LPL yetmezligi hastast
olan ve besinle alinan yagin kisitlandigi diyet uygula-
malarina ragmen siddetli ve ¢oklu pankreatit ataklari
geciren erigkinlerde kullanim i¢cin onaylanmusg bir gen
tedavi Urtintidtr. Uygulamanin yapilabilmesi igin,
LPL yetmezliginin tanisinin genetik testlerle dogru-
lanmig olmast ve hastalarda az da olsa tespit edilebilir
seviyede LPL proteini sentezlenmesi gerekmektedir.
Uygulama; egitimli personeller tarafindan; ardarda
yapilacak bir seri intramuskular enjeksiyonlar halin-
de, toplam doz 1 x 10** gen kopyasi/kg olacak sekilde
yapimalidir. Kesinlikle intravendz uygulama yapil-
mamalidir (Sekil 20.12).

Alipogene Tiparvovec uygulamasindan 6nce ve uy-
gulamay1 takiben 6. ve 12. aylarda, AAV1 ve LPL-
S447X ‘akarsi T hiicre yanitlarinin ve notralize edici
antikorlarin 6l¢timii ile tedavi takibi yapilmalidir. Te-
daviye baslamadan 3 giin 6ncesinden itibaren teda-
vinin 12. haftasina kadar, siklosproin (3 mg/kg/day)
ve mikofenolat mofetil (2 x 1 g/day) kombinasyonun-
dan olusan imminsiipresan destegi 6nerilmektedir.
Ayrica, ¢ok sayida ardarda enjeksiyon yapilma gerek-
liligi dolay1styla, Alipogene Tiparvovec uygulamasin-
dan 30 dakika 6ncesinde, intravenéz methylpredni-
solone (1 mg/kg) enjeksiyonu yapilmasi gereklidir.
Methylprednisolone, genel olarak anti-inflamatuvar
olarak kullanilan bir kortikosteroiddir.

1. Ailesel Lipoprotein Lipaz Yetmezliginde
Alipogene Tiparvovek’in Giincel Durumu

Alipogene Tiparvovec, daha 6nce tedavisi miimkiin
olmayan LPL yetmezligini gidermek maksadiyla LPG
genine fonksiyon kazandiran 6zel bir gen varyant
kullanarak olusturulan gen nakil vektodrlerinin kas
hticrelerine enjekte edilmesiyle gelistirilen bir gen
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Lipoprotein Lipaz

Glybera®
(Alipogene Tiparvovec)

Serbest Yag Asitleri

Sekil 20.12 Glibera uygulamast. 1x10" genom kopyasi/kg dozda intramuskular glibera enjeksiyonu ile LPL yetmezligine sahip hastalarda
LPL aracili serbest yag asit tiretimi ile hipertrigliseridemi ve hiperkilomikronemi olusumu engellenebilir.

tedavi stratejisidir. Bu tedavi ile LPL yetmezligine
sahip hastalarin trigliserit ve kilomikron seviyelerini
normalize etmek amaglanmigtir. Klinik c¢aligma-
larda Alipogene Tiparvovec uygulamasinin, 12-14
hafta siireyle LPL yetmezligine sahip hastalarin
plazma trigliserit seviyelerini %40-60 oraninda dii-
sturdiigl gozlenmigtir. Her ne kadar bu hastalarin
trigliserit seviyeleri 16-26 hafta sonunda tedaviden
onceki seviyelerine ylikselme egiliminde olsa da, te-
davi uygulanan hastalarin postprandiyel kilomikron
metabolizmalarinda gelisme oldugu gozlenmistir.
Ayrica enjeksiyon yapilan kas hiicrelerinde artmig
LPLS447X gen ekspresyonu ile birlikte 52 haftalik
takip siiresince biyolojik olarak aktif LPL'ye rastlan-
mustir. Tedavi edilmis hastalarda 6 yil stire sonunda
yapilan gozlemler, bu siirecte hastalarin pankreatit
ve akut abdominal agr1 hikayelerinde belirgin bir
azalma oldugunu gostermistir. Ayrica lokal bolgede
olusan, gegici, enjeksiyona bagh reaksiyonlarin di-
sinda Alipogene Tiparvovec ile yapilan klinik ¢alis-
malarda ciddi bir reaksiyon olusmamistir. Bu agidan
hasta tolerans: yliksek bir tedavi olarak degerlendi-
rilen Alipogene Tiparvovec uygulamalarinda doza
bagli herhangi bir toksisite vakasiyla da kargilagilma-
mistir. Gen transferi i¢in kullanilan rAAV vektorle-
rinin var olan avantajlar1 ve givenlik profilleri goz
oniine alindiginda, rAAV vektorlerinin kalitsal hasta-
liklarin tedavisinde tercih edilebilecek vektorler olab
ilme potansiyelleri yiiksektir. Diger yandan, rAAV
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vektorlerinin tiimorojenik potansiyelleri ve immiin
yanit olusturma etkileri gibi endiseler dolayisiyla bu
vektorlerin etkinligi ve giivenilirligi ac¢isindan endi-
seler de mevcuttur. Her ne kadar, AAV vektorlerinin
tiimorojenik potansiyelleri ile ilgili endigeler varsa
da, Alipogene Tiparvovec ve diger rAAV vektorleri
ile ilgili yapilan preklinik hayvan c¢aligmalarinda bu
vektorlerin; ozellikle kas gibi yavas boliinen hiicre-
lere uygulanmasi durumunda tiimorojenik potan-
siyellerinin ¢ok diisitk oldugu belirlenmigtir. rAAV
vektorlerine karst olusan immiin yanit ise; uygulama
yontemi, hedef doku, vektor serotipi ve dozu, hedef-
lenen hastalik ve transgenin ekspresyon seviyesi gibi
bir¢ok faktore bagl olarak degismektedir. Alipogene
Tiparvovec tedavisinde, olugan immiin yanit LPL
transgeninin ekspresyon seviyesini; eksprese olan
LPL proteininin biyolojik aktivitesini veya tedavi-
nin glvenilirligini olumsuz yonde etkilememekte-
dir. Alipogene Tiparvovec tedavisi; Avrupa'da onay
aldiktan sonra Bat1 diinyasinda onaylanmig ilk gen
tedavi stratejisi olma 6zelligi kazanmis ve gen tedavi
stratejilerinde gelisimi tegvik eden ve bu stratejileri
gelecege tasiyan 6nemli bir adim olmustur. Alipoge-
ne Tiparvovec su an itibariyle Amerika ve Kanada da
dahil olmak tizere birgok iilkede LPL yetmezligine
sahip hastalarda kullanilmak {izere onay asamasin-
dadir. Hastaligin nadir gortlen 6zelligi dolayistyla,
Alipogene Tiparvovec ile yapilan klinik ¢aligmalar ki-
sith kalmaktadir. Bu nedenle Alipogene Tiparvovec’



in daha fazla iilkede onay almasiyla bu yeni gelistiril-
mis gen tedavi stratejisinin uzun donemli etkilerinin
ve glivenilirliginin daha iyi tanimlanabilmesi miim-
kiin olacaktir.

20.8 GUVENILIRLIK VE ETIK GORUSLER

Gen tedavisi, yakin gelecekte farkli hastalik tiirleri
icin standart bir tedavi haline gelebilecek, terapotik
potansiyeli ¢ok yiiksek bir yaklagim olmasima rag-
men, bahsedildigi tizere yapilan tedavi amaglh dene-
melerin ve retilen terapdtik ilaglarin yeterliliginin
onaylanmasi agamasinda cesitli giiven ve etik prob-
lemleri yasanmaktadir. Tartigmaya agik bir yaklagim
olmasi, gen tedavisine karst belirsizliklerin ve olasi
sonuglarin agiga ¢ikarilmasi agisindan bir hayli 6nem
tagimaktadir. Insanlara yapilacak gen aktariminin
potansiyel etkileri giivenlik ve germline yaklagimlar
tizerinde yogunlasmistir. Simdilik, yasal diizenleme-
ler sadece somatik hiicrelere gen tedavi yapilmasia
izin vermektedir.

Aktarimi yapilan transgenin konak hiicredeki eks-
presyonunun seviyesi ve stabilitesi gen tedavisinin
bagarisini etkileyen faktorler arasindadir. Hastada
olusabilecek riskler ve insan genetik mithendisligi
konusundaki siire gelen korkular, gen tedavi dene-
melerinin insanlar {izerinde gergeklestirilmesinin
neden bu kadar yavas siirdiigiintin ve zorlu oldugu-
nun Onemli gOstergelerindendir. Viral vektorlerin
kullaniminin hastalarda tehdit olusturabilecegi du-
stincesi 0zellikle giivenlilik agisindan stiphe uyandir-
maktadir. Bu endiselerden bazilar1 retrovirus temel-
li gen aktarimlarina karst gelismistir. 2000 yilinda
Science dergisinde yayinlanan bir makalede ilk kez,
X’e bagimh agir immiin yetmezlik hastaligina dair
gelistirilen gen tedavisi agtklanmistir. Ne yazik ki bu
ilk basaridan sonra, takip eden denemelerde vektor
kaynakli insersiyonel mutagenez gelismis ve hasta-
larda l6semi (sonradan kemoterapiyle tedavi edilmis)
ortaya ¢ikmustir. Ayrica, kronik graniilomat6z has-
taliginin gen tedavisinde de, kullanilan gen transfer
vektoriine bagli olarak benzer problemlerle karsila-
silmistir.

Fakat zamanla gelisen vektor teknolojileri sayesinde,
daha sonra yapilan denemelerde yine entegre olma
ozelligine sahip vektorler kullanilmis olsa da herhan-
gi bir hastada insersiyonel mutageneze rastlanma-
muistir. Yine de, insersiyonel mutagenez riski, entegre
olma 6zelligine sahip vektorlerin kullanimimda major
bir olumsuz etken olarak klinikte gen tedavi araglari-
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nin kullaniminda endiselere yol agan bir durumdur.
Bu vektorlerin karakteristik 6zelliklerinden dogan
ana riskler, vektorlerin regiilator gen bolgelerine veya
aktif transkripsiyonel bolgelere entegre olmast ve
dolayistyla insersiyonel mutagenez veya onkogeneze
yol agma olasiligindan kaynaklanmaktadir. Tiim bu
problemler gz 6niine alindiginda, gliniimiiz vektor
gelistirme teknolojilerinde, transgenlerin daha dnce-
den belirlenmis genomik bolgelere hedefli entegras-
yonu {izerine galigmalar nem kazanmaktadir. insan
hticrelerine hedeflenmis entegrasyon i¢in en etkili
metodlardan birisi, DNA'da cift zincirli kirik olustur-
duktan sonra homolog rekombinasyonun tetiklen-
mesi yaklagimidir. Genomik DNAda olusturulacak
bolgeye 6zgii kiriklar, zinc finger niikleazlar (ZFNs),
meganiikleazlar veya transkripsiyon aktivatér benze-
1i efektor niikleazlar (TALENSs) araciligiyla gergekles-
tirilebilmektedir.

Retroviruslarla ilgili endigelerin artmast, bilim adam-
larmni baska viruslarin kullanima yonlendirmis ve ¢a-
lismalarda adenoviruslarin kullanim siklig1 artmistir.
Adenoviruslar, genel olarak immiinojenik olarak de-
gerlendirilmektedir. Bununla birlikte, kardiyovaskii-
ler hastaliklarin ve malignant gliomalarin adenoviral
aracili insan gen tedavisi ¢alismalarindan elde edilen
veriler incelendiginde, hedef dokuya lokal olarak ya-
pilan vektor uygulamalarindan giivenilirlik agisindan
oldukea iyi sonuglar alinmigtir. Adenoviral vektor
uygulamasia karsi notralize edici antikor yaniti
oldukga hizli olup ayni hizla viicuttan temizlenebil-
mektedir. Her ne kadar bazi ara ¢aligmalarda insan-
lara uygulanan adenoviruslarin yeteri kadar giivenli
oldugu belirtilmisse de, uzun siireli giivenilirlik ile il-
gili oldukea az bilgiye sahibiz. Glivenilirlik agisindan
degerlendirildiginde; insan gen tedavisine karst ¢ika-
rilan en 6nemli arglimanlardan biri, gen tedavi ya-
pilan bireyde kontroliin diginda olusabilecek bir ge-
netik degisim ve daha kotiisti bu degisimin nesillere
aktarilmasi olasiligidir. Oysa, onaylanmis birgok te-
davi yaklagiminda, yiiksek oranda kullanilan kimya-
sallarin da benzer genetik degisimlere yol agabilecegi
gercegi goz ardi edilmektedir. Ornegin, bircok muta-
jenik ilag, radyoterapi gibi tedavilerle benzer genetik
degisimler olasidir ve bu degisimlerin germ hattinda
olmast sonucu diger nesillere aktarimi da séz konusu
olabilmektedir. Gen tedavi iirtinlerinin bu etki me-
kanizmalar1 dolayisiyla; ozellikle insan hastaliklari-
nin tedavisii¢in kullanilacak trtinler ile ilgili, bilim
camiasinda birtakim etik endigeler bulunmaktadir.
Ik insan gen tedavi klinik denemesinden énce, 1972
yilinda Theodore Friedman; gelecekteki gen tedavi
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tekniklerine, gelisimine ve klinik uygulamalarina 151tk
tutmasi amaciyla, tiim bilimsel etik kriterlerini kap-
sayan bir 6neri sunmustur. Onciil buluglarin sahiple-
ri Rogers ve Cline ise, gen tedavisinin insanlarin duy-
gularini harekete geciren bir olgu oldugunu belirtmis
ve eger isler ters giderse neler yapilabilir sorusunun
cevabini aramiglardir. Cline’in bu agiklamasiyla gen
tedavisinin rasyonelligi ve etik durumu hakkinda yo-
gun tartigsmalar baglamigtir. Tiim bu tartigmalar ve
endiseler insan gen tedavisini beklenenden ¢ok daha
kompleks bir tedavi yontemi haline sokmustur.

20.9 SONUC

Yillar boyunca siire gelen ¢aligmalar ve beraberinde-
ki tartigmalara ragmen, klinik veya preklinik dene-
melerde kullanilan gen tedavi protokolleri oldukca
umut vaad eden sonuglar dogurmaktadir. Bunlara
verilebilecek en iyi 6rnekler, erigkinlerde hemofili B
ve lipoprotein lipaz yetmezliginin tedavisi i¢in yapi-
lan iki ¢aligmadir. Bununla birlikte her iki denemede
de, vektor uygulamasina baglh olarak olusan immiin
yanit nedeniyle, karaciger ve kasta diizeltilmis genle-
ri iceren hiicrelerin yikimi gergeklesmis ve ne yazik
ki gecici bir klinik yarar saglanmistir. Bu istenmeyen
immiin yanittan kaginmak i¢in, immiin sistem mo-
dilasyonu veya gegici siireyle immiin baskilama gibi
coziimler gelistirilmeye caligilmistir. Gen tedavisinin
siddetli endikasyonlari olan bir hastaliga uygulanma-
st hastaligin klinik belirtilerinin hafifletilmesi veya
tamamen yok edilmesi olasiligina dair verilebilecek
en iyi 6rnek; hemofili B ile ilgili yapilan ¢aligmadir.
Bu caligmada hastalara farkl dozlarda vektor uygu-
lanmig ve imminstipresan kullanilmamasma rag-
men, 6 hastadan 4tinde FIX profilaksisi bitmis ve
spontan kanamalar sona ermistir. Diger iki hastada
profilaktik enjeksiyon sikliklar1 azalmugstir. Yiiksek
doz vektor alan iki hastadan birinde AAVS spesifik T
hticreleriyle birlikte serum aminotransferaz seviyele-
rinde gegici bir artig gozlenmigtir. Diger hastada ise
karacigerenzim seviyelerinde bir miktar artig olmus-
tur. Bu iki hastada da yapilan kisa siireli glukokorti-
koid tedavisi ile aminotransferaz seviyeleri normale
digmiis ve transgen ekspresyonunda kayip gozlen-
memistir. Her ne kadar daha uzun stireli ve daha
fazla sayida hastada takibi gerektiren bir stire¢ olsa
da, gegici siireli hepatik disfonksiyon riskine ragmen,
bu yaklagimla bir hastaligin siddetli formundan daha
hafif seyirli bir forma dontistiiriilmesinin veya tama-
men iyilestirilebilmesinin miimkiin oldugu gosteril-
misgtir.

518 | BOLUM20 / Salih Sanlioglu

Takashi ve Yamanaka, dort farkl tanskripsiyon fak-
tortinin ektopik ekspresyonlari ile somatik hiicre-
lerin, pluripotent dzellik kazanacak sekilde yeniden
programlanabilir oldugunu kesfetmislerdir. Bu ¢alig-
ma, gen tedavisinde kilometre tag: olarak nitelendi-
rilecek gelismelerden birisi olmustur. Somatik hiic-
relerin yeniden programlanabilmesi, gen ve hiicre
tedavilerinde kullanilabilecek gii¢lii bir potansiyel
arag olarak kabul edilmis ve hastaya 6zgii tedavi ge-
listirilmesi icin rejeneratif tip alaninda bir doniim
noktast olmustur. Bu hiicreler indiiklenmis kok hiic-
reler (iPS) olarak tanimlanmis olup, morfolojik ve bii-
ytime 6zellikleri agisindan embriyonik kok hiicrelere
(ES) benzerler. Bu yaklagim, gen tedavisi yaklagimla-
rinda klinik olarak uygulanabilir hale gelmesinden
once birtakim 6nemli sorunlarin ¢dziilmesi gerektigi
yeni bir arastirma alani olarak degerlendirilmektedir.
Aragtirilmas1 gereken konular arasinda, yeniden
programlanma etkinligi, gelisim potansiyeli ve tire-
tilen iPS hiicrelerinin kalitesi ve in vivo giivenilirlik
profilleri gibi konular gelmektedir. ilk olarak retrovi-
ral vektor aracil aktarimla gelistirilmis bir teknik olsa
da, giivenilirlik konusundaki endigeleri ortadan kal-
dirmak amaciyla genoma entegre olmayan vektorler
kullanarak ve gecici ekspresyon saglayarak transkrip-
siyon faktorlerinin istenenden uzun siireli ekspres-
yonunu engelleyerek insersiyonel mutagenez riskini
ortadan kaldirmak gerekmektedir. Globallesen diin-
yada, gen tedavisi s6z konusu oldugunda insanla-
rin inang ve endiselerine saygr duymak 6nemli bir
gerekliliktir. Gen tedavisinin kabul edilebilir olmasi
icin seffaflik gerekmektedir, bu dogrultuda yapilan
galigmalarin sonucunda 6grenilen bilgiler ulagilabilir
olmalidir. Sonug olarak, gen tedavi ¢aligmalar yapi-
lirken, terapotik ve bilimsel konularla birlikte, etik ve
gevresel bir ¢ok konuyu da kapsayan sorulara yanit
aramaya ¢aligmak gen tedavinin gelecegi, uygulanila-
bilirligi ve kabul edilebilirligi i¢in izlenmesi gereken
yol olmalidur.
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