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Giris

Genomik, proteomik, farmakogenomik, kOk hicreler ve
klonlama sUrecleri hakkindaki bilgilerimizin artisina bagli
olarak “terapotik” (therapeutics) adli yeni bir alanin
dogmasina yol acmustir.
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Therapeutics

Bu yeni alan;

Kistik fibrozis,

Parkinson,

Hemofili,

Ailesel hiperkolesterolemi,
Kalp hastaliklar

Kanser

: gibi hem genetik hem de sonradan kazanilan hastaliklar
IZLE Uzerinde calismaktadir.
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Therapeutics

Her ne kadar tedavi edici yeni yontemler geleneksel
yontemlerin yerini tamamen alamasalar da, hastaliklara
karsi kullanilan silahlarin sayisint dnemli dlcUde artiracaktir.
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GEN TERAPISI
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Gen terapisi

Hastaliklarin tedavisinde genlerin kullanimi 20 vil dncesine
kadar kurgusal bir hikayeden ibareft idi.

Gelisen teknoloji ve cevresel uygulamalardaki
dUzenlemeler, arastincilar gen terapisi yolunda
cesaretlendirmistir.
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Gen terapisi

Spesifik bir bozuklugun duzeltiimesi icin normal genin
hUcre icine transteri, ilacla tedaviye alternatif bir yoldur.

Yakin gelecekte genlerin, ilaclar gibi recete edilebileceqi
dusUnUlmektedir.
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Gen terapisi, kanser ve AIDS gibi sonradan kazanilmis
ve/veya genetik hastaliklarn tedavisinde dnemli bir
noktadir.

Gen terapisi etik acidan tartisimaya devam etse de, bu
konuda yapilan calismalar kuruluslar tarafindan kabul
gormeye baslamistir.

Etkili ve guvenli gen transferi yontemlerinin gelistiriimesi
icin yogun caba ve para harcanmaktadir.
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Gen terapisi yontemleri

ki tip gen terapisi tanimlamak mUmkindur:
O Somatik gen terapisi
O Germ hatti gen terapisi




Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Somatik gen terapisi

Bu tipte bireyin yalnizca somatik (vicut) hucreleri kullanilrr,

Embriyonik gen terapisi de somatik gen terapisi icerisinde
yer alr.
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Somatik gen terapisi

1. Cells are removed 2. In the laboratory,
frrom patient. a wirus iz altered
=0 that it cannot
Q reproduce.
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11



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Germ hatti gen terapisi

Bu tipte ise yumurta ya da sperm hicrelerinde kaliCi
modifikasyonlar gerceklestirilir.

Bu degisiklikler dogrudan gelecek nesillere aktarllr.

GUnUmuUzde yalnizca cocuk ve yetiskinlerde somatik
hUcrelere uygulanan gen terapisine izin veriimektedir.
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Germ hatti gen terapisi

Gamet hicrelerine uygulanan gen terapisi, gunUmuzun
en sicak tarfisma konularindan birisidir.

Germ hucrelerinde genetik duzeltme ya da modifikasyon
yapilimasi hem guvenlik hem de etik acidan énemli
sonuclara yol acabilecektir.

13
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Germ hatti gen terapisi
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Genetik bozukluklar

Bir ya da daha fazla sayida gende veya kromozomdd
meydana gelen mutasyonlar sonucunda olusan tibbi
problemlerdir.

Mutasyonlar, DNA'da bulunan gen veya gen olmayan
bolgelerdeki nUkleotid sekanslarinda meydana gelen
degdisikliklerdir.
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Genetik bozukluklar

Birey dogustan mutasyona sahip olabileceqi gibi,
vasaminin herhangi bir evresinde de kazanabilir.

Mutasyonlar, genin normal fonksiyonunu veya urunlerini
etkiledikleri zaman soruna yol acarlar.

Mutasyonlarin neden oldugu spesifik tibbi hastaliklara
“aenetik hastaliklar” adi verilir.
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Kategoriler

Genetik hastaliklar dort kategoride toplanabilir:
O Yalnizca bir gende meydana gelen mutasyonlar
O Coklu gen bozukluklari

O Mitokondriyal bozukluklar

O Kromozom anormallikleri

17
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Yalnizca bir gende meydana gelen
mutasyonlar

Bir gende meydana gelen tek bir mutasyon proteini
etkileyebillir.

Orak hUcre anemisi bu tarz bir genetik bozukluktur.

Bu hastalikta yalnizca bir tek aminoasitlik degisiklik
proteinin yapl ve fonksiyonunu etkilemek icin yeterlidir.
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Coklu gen bozukluklan

Bu tarz hastaliklar genellikle cevresel etkilerle de birlikte,
birden cok gende meydana gelen mutasyonlarla ortaya
cikar.

Tedavisi oldukca guc¢ durumlardrr.

Kanser, kalp hastaliklar ve diyabet yalnizca birkac
ornektir.
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Mitokondriyal bozukluklar

Bircok organ sistemini etkileyen hastaliklardr.

Mitokondriyal DNA'da meydana gelen mutasyonlar
sonucunda olusmaktadirlar.

20
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Kromozom anormalliklert

Bazi durumlarda kromozomun kendisi ya da bir parcasi
kaybolabilir, miktar iki katina cikabilir veya modifiye
olabillir.

Down sendromu bu tarz hastaliklara ornek olarak
verilebilir. 3
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Gen hedefinin secimi

Yalnizca tek bir gen bdlgesi tarafindan olusturulan
genetik bozukluklar gen terapisi calismalanyla tedavi
edilebilmektedir.
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Kistik fibrozis Y4.500 Kistik fibrozis Akciger
(kafkaslar) transmembran
regUlator (CFTR)
Duchenne kas 1/10.000 Distrofin Kas doku

distrofisi (erkek bireyler)

Ailesel 1/500 Karaciger LDL Hepatositler
hiperkolesterolemi reseptori

Hemoglobin 1/600 Hemoglobin Kemik iligi hiucreleri

eksiklikleri (6rn:
talassemi)

(bazi spesifik etnik
gruplar)

bilesenleri

Hemofili

A 1/10.000 (erkek)
B 1/20.000 (erkek)

Pihtilagma faktor VI
Pihtilagsma faktor IX

Fibroblastlar veya
hepatositler

AglI kombine immun
yetmezlik (SCID)

Cok nadir

Hastalarin % 25’ inde
adenozin deaminaz
(ADA)

Kemik iligi veya T
lenfositler
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Gen hedefinin secimi

Ancak birden fazla gen bdlgesi ya da kromozomda

meydana gelen degisikliklerin yol actigl bozukluklar
tedavi etmek simdilik oldukca guctUr.

Bu tip durumlar daha komplekstir.
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Gen hedefinin secimi

Gen terapisi icin oncelikle normal ve mutant genler tespit
edilmeli ve dzellikleri arastinimalidir.

Mutasyonun yol actigl hastalik oldukca iyi anlasiimis
olmaldir.

Olasi tedavi ydntemlerini test etmek ve hastaliklar
calismak icin hayvansal modeller gelistiriimelidir.
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Gen hedefinin secimi

Hedef genin aktarmi icin mutlaka onaylanmis bir
protokolun bulunmasi gerekmektedir.

Ayrica aktarilan genin veya gen aktarm araclarinin
potansiyel toksik etkileri ve olusabilecek immuun yanitlar
da goz dnUnde bulundurulmalidr.
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Gen hedefinin secimi

Dikkat edilmesi gereken diger durumlar sunlardir:
O Genin dogru hucrelere aktarimasi,

O Genin konak kromozomuna entegre olmasi (dolayisiyla
konak hGcrede yikimamasi),

O Genin dodru ver ve zamanda aktive olmasi
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Gen aktarrm metotlari

GUnumuzde yapilan arastirmalarla kas hicreler,
lenfositler, hepatositler, hemapoietik kdk hUcreler ve
fibroblastlar gibi hucre tiplerine etkili gen aktarm
yontemleri gelistiriimeye calisimaktadir.
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Gen aktarrm metotlari

Gen aktarrminda iki temel strateji kullanilmaktadir:
O Ex vivo gen terapisi
O In vivo gen terapisi

29
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Ex vivo gen terapisi

Bu yontemde hedef hucreler vicuttan izole edlilir.

Gen aktanmi vicut disinda gerceklestirilir.

HUcreler yeterli sayiya ulasana kadar kultUir ortaminda
cogaltilr.

30
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Ex vivo gen terapisi

Daha sonra infUzyon veya transplantasyonla vicuda
verilir.

Bu teknikte eger hastanin kendi hucreleri kullanilirsa
genellikle immuUn yanit ortaya ¢cikmaz.

Karsilasilan en buyuk sorun genellikle aktarm yapilan
hUcrelerin transplantasyonudur.
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Ex vivo Gene Therapy

Isolating cells Growing the Infecting the Recombinant
with the gene isolated cells target cell RNA of normal
defect from a in culture with retrovirus gene form
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Ornek: Transkaryotik terapi

Bireyden cilt biyopsisi yoluyla elde edilen hucrelere hedef
agen bdlgesinin aktarimi gerceklestirilir.

Transforme hucreler in vitro ortamda kuUltUre alinir.

Hedef proteini yeterli miktarda ureten hicre sayis
arttiginda cilt altina tekrar enjeksiyon yapillir.

Uretilen protein tUm vicuda yavilr.
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In vivo gen terapisi

Bu teknikte hedef gen dogrudan vucutta bulunan spesifik
bir hUcreye aktarnlir.

DNA'NIn spesifik hUcrelere ulastinimast icin genellikle
vektdr kullanmak gerekmektedir.

Bu ydntemde bazl teknik zorluklar yasanmaktadir.

34
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In vivo gen terapisi

Teknik zorluklar;

O Aktarilan gen baz durumlarda stabilitesini kaybedebilir.

O Hocrenin yasami boyunca ifade edilmesi gerekirken yalnizca
gecici olarak ifade edilebilir.

O HUcreler vucuttan izole edilmeden transfekte edildiginden,

ex vivo gen terapisinde oldugu gibi spesifik degildir ve
kontrol etmek daha gUctUr.
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In Vivo Gene Therapy

In vivo gene therapy involves
introduction of therapeutic DNA
directly into the patient's body. The
DNA is introduced by cell-specific
direct injection into tissue in need.

DNA in the form of a plasmid vector (2)

is introduced by a dermal genetically-
. . i . altered

vaccination. Modified liposomes are  pNA s

not currently used for gene ; ‘inscrtt.cd(.
therapy, but they will likely be the "““pogy

next advancement in therapeutic by Ocil_l
gene delivery as cell-specific P ey
receptor-mediated DNA carriers. injection

Once inside the body and in contact
with the specifically targeted cells,
e inserted DNA is incorporated

o the tissue's cells where it

D7\ \N

copies of therapeutic gene
are inserted

into viral DNA,
liposome,

N\ orin form of

'(’] plasmid DNA

\J rb 0
-
¥ .

(3)
Inside the body, the
inserted DNA is
incorporated into
the cells of the
specific tissue it
was injected into.
These cells now
encode and produce
the needed protein
encoded by the
inserted gene
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Ex vivo gen terapisinin avantajlar

En dnemli avantqjl vektdrin yalnizca hedef hicre
icerisine alinmasidir.

Bu yontemde vektdr, vicutta ya da dolasim sisteminde
hareket etmez (yer degistirmez).

Dolayisiyla bireyin immun sistemi vektor ile dogrudan
temas kurmaz.
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Ex vivo gen terapisinin avantajlar

Ancak bu yontem gunumuzde halen oldukca pahali ve
zaman alicidr.

Enjekte edilebilen in vivo tedavi yontemleri daha pratiktir
ve muhtemelen en cok tercih edilen metotlardan birisi
olacaktir.
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Gen aktarnm modelleri

Cesitli gen aktarim modelleri Uzerinde arastirmalar
yapillimakta ve bazlaricin denemeler
gerceklestirimektedir.

Bilinen ve en sik degerlendirilen ydntemler sunlardir:

O VirGslerin kullanimi (adenovirUsler, adeno baglantili virGsler,
retrovirUsler, Herpes simplex virUs)

O Lipozomlarin kullanimi
O Ciplak DNA'nin aktarmi

Bu ydontemlerin her birinin kendine has avantgjl veya
dezavantaj vardir.
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Viral vektorler

Viral aktarim sistemleri, bircok gen terapisi surecinde
basari ile uygulanan metoflardrr.

Bu alandaki calismalar 6zellikle guvenilir ve efkili viral
vektorlerin gelistiriimesi Uzerine odaklanmaktadirr.
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Retrovirusler

insanlan enfekie eden RNA virUsleridir.

Yalnizca bolUnen hucreleri enfekte edebilirler.

Dolayisiyla bolunme yetenegini kaybetmis hUcreler icin
kullanilamazlar.

Bu yontemde fransfer edilebilecek maksimum DNA
uzunlugu 8 kb'dir.
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Retrovirusler

Aktarilan genin konak genomuna enftegrasyonu rastgele
gerceklesir, kesin noktayl dnceden tahmin etmek
mMUMkUN degildir.

Viral gen entegrasyonu sonucunda tumor baskilayici
agenler inaktive olabilecegi gibi, onkogenler de aktif hale
gelebilir.
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Retroviruslerin dezavantaj !l

Bu yontemin en dnemli yan efkisi, virdsun, konak
organizma immaun sistemini uyarmasi olasiligidir.
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Adenovirusler

Hem bolunen hem de bolunemeyen hucreleri enfekte
edebilmektedirler.

Bu nedenle in vivo gen terapisi icin potansiyel
araclardandirlar.

Virisun hedef hucreye ulasabilmesi icin kilif Uzerindeki
proteinler modifiye edilebilir.
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Adenovirusler

Bu yontemle aktarnlabilecek DNA'nin maksimum uzunlugu
/.4 kb'dir ve ifade edilme orani cok yuksektir.

Solunum sisteminin bdlinemeyen hicreleri enfekte
edilebildiginden adenovirUsler Ozellikle kistik fibrozis ve
diger akciger hastaliklarinin fedavisinde kullaniimaktadir.
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Adenovirusler

Adenovirusler konak genomuna entegre olmazlar.

Dolayisiyla mutasyon riski daha dusuktur.

Ancak bu virUsler, enfekte ettikleri hucreleri lizise ugratiriar.
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Adenovirusler

Dolayisiyla bu virUslerin konak hucreyi 8ldirmeyen
formlarn gelistirilmistir.

Bu ydntemin bazi sakincalar mevcuttur.
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Adenoviruslerin dezavantajlar !

Aktarilan gen konak kromozomuna entegre
olmadigindan gen ifadesi gecici olabilir.

Bazi gen urlnleri, konak hUcrenin, tumaor hicresi
potansiyeli kazanmasina yol acabilir.

Bu gen UrUnleri ayrnca hucreler icin toksik olabilir veya
Immun yanit gelisimini tetikleyebilir.
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Adeno-baglantili virUsler

Bu virUsler bdlunebilen ve bdlunemeyen cok sayida hucre
tipini yUksek etkinlikte enfekte edebilir.

Ancak konak hucre icinde replikasyon icin yardimci bir
virise ihtiyac duyarlar.

Bu yontemle transfer edilebilecek maksimum DNA
uzunlugu 5 kbb'dir.
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Adeno-baglantili virUsler

Bu virUsler genetik materyali konak hcre genomuna
entegre edebilirler.

Ama enfeksiyonlarin % 925’'inde entegrasyon 19 no'lu
kromozomun spesifik bir bolgesine gerceklesir.

Genellikle virUs herhangi bir immun yanit olusumuna yol
acmaz.
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Viral olmayan aktarnm metotlari

Bu tarz yontemler, viral yontemlere gére daha guvenli
olabilmektedir.

GuUnumuzde yapilan calismalar dzellikle spesifik hucre
tiplerine gen aktarmi Uzerine yogunlasmistir.
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Viral olmayan aktarnm metotlari

Ayni zamanda genetik materyalin immuon yanit
olusturmamasi ve kisinin dolasim sisteminde zarar
adrmeden hedef hucreye kadar ulasmasi gerekmektedir.

Bu nedenle lipozomlarla gen aktarmi gundeme gelmistir.
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Lipozomlarla gen aktarmi

Bu yontemde DNA, membran kirecikleri (lipozomlar)
icerisine paketlenir.

Lipozomlar, hucreler ile karnistinldiginda hucre membrani
ile kaynasabilir.

Boylelikle hedef DNA transfer edilmis olur.
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Lipozomlarla gen aktarmi

Bu yontemde, istenilen bUyUklUkte DNA parcasi transfer
edilebillir.

Ayrica lipozomlar, hucre tipi ayirmaksizin tm hocrelerle
kaynasabilirler.
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Lipozomlarla gen aktarmi

Yontemin etkinligi viral yontemlere gbore daha dusuktir.

Lipozomlar genellikle immuUn yanit olusturmazlar.

Bu yontem, daha ziyade ex vivo gen terapisi icin
uygundur.
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Lipozomlarla gen aktarmi
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Gen terapisi ornekleri

GUnumuzde yapilan calismalarla kalp hastaliklar, AIDS ve
kansere ilave olarak 13 farkll genetik hastaliga karsi gen
terapisi protokolU gelistirilmistir.

Bu alandan villik 400 milyon dolardan daha fazla para
harcanmakta ve 100'den fazla klinik insan deneyi
yapilimaktadir.
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Gen terapisi ornekleri

Ancak simdiye kadar tedaviyi tam anlamiyla
gerceklestirebilecek bir metot gelistirilememistir.

Sadece baz vakalarda sinirll dlcude basariya
ulasilabilmistir.
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Ik gen terapisi |

Ik gen terapisi, 1990 yilinda Birlesik Devletler Ulusal Sagdlik
EnstitGsinde (US-NIH);

O Dr. W. French Anderson,
O Dr. Michael Blaese ve

O Dr. Kenneth Culver
tarafindan gerceklestirilmistir.
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Ik gen terapisi !l

Arastincilar, Ashanthi de Silva adli 4 yasindaki kiz
cocugunun ciddi kombine immun yetmezlik [SCID veya
adenozin deaminaz eksikligi (ADA)] sorunu oldugunu
tespit etmislerdir.

Bu hastalik, adenozin deaminaz genindeki bir
mutasyondan kaynaklanmaktadir.

62



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Ik gen terapisi !l

Hastalik sonucunda toksik bir metabolik atik olan
adenozin birikimi gerceklesmektedir.

Normal ADA genine sahip olmayan bireyler fonksiyonel
ADA enzimi Uretemez.

ADA, immun sistemin normal fonksiyonlarini
gerceklestirebilmesiicin gereklidir.
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Ik gen terapisi !l

Bu bozukluga sahip cocuklar ciddi immuun yetmezlikler
yasar ve yasami tehdit eden enfeksiyonlardan ¢cabuk
etkilenir.

ADA eksikligi, enzimin sentetik bir formu olan polietilen
glikol (PEG)-ADA ile tedavi edilebilir.
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Ik gen terapisi !l

PEG-ADA yonteminin yillk maliyeti 100.000 dolardan
fazladrr.

Hasta, tUm yasami boyunca enjeksiyon olmak zorundadirr.

ADA eksikligi gen terapisiicin ilk aday olmustur.

CUnkU;
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Ik gen terapisi !l

Bu hastalikla ilgili klinik arastirmalar 1970'lerde baslamistir
ve artik cok iyi bilinmektedir.

Bu hastalik, tek bir gen bdlgesinde meydana gelen bir
mutasyonla ortaya cikmaktadir.
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Ik gen terapisi !l

Genin regulasyonu cok karmasik deqildir ve surekli ifade
edilmektedir.

VUucutta gereksinim duyulan ADA miktarn fam olarak
kontrol altinda tutulmak zorunda degildir.

KOcuk bir miktar ADA tedavi icin yeterlidir, ama yuksek
miktarlar toksik de dedildir.
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Ik gen terapisi !l

Ashanthi, ADA geni iceren modifiye T-lenfositlerle tedavi
edilmistir.

4 ay sonra ikinci bir hastaya (11 yasindaki Cynthia
Custhall) da ayni tfedavi uygulanmistir.

Hastalann her ikisine de yaklasik 11-12 uygulaoma tekrar
gerceklestirilmistir.
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Ik gen terapisi |

Terapi yalnizca birkac ay boyunca tedavi saglamis,
sonrasinda tekrar edilmesi gerekmistir.

Ancak tedaviden 3 vil sonra, Ashanthi’'nin kan
dolasiminda bulunan T hucrelerinin % 50'den fazlasinin
normal ADA genini icerdigi belirlenmistir.
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Ik gen terapisi !l

Ancak bu hasta halen PED-ADA enjeksiyonu olmaya
devam etmektedir.

Cynthia’da ise durum biraz farkhdir.

Bu hastanin dolasimdaki T hucrelerinin yvalnizca % 0.1-1.0°
rekombinant ADA geni tasimaktadir.
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Ik gen terapisi !l

Bu da terapinin etkinliginin birevler arasinda degistigini
gostermektedir.

2003 yilina gelindiginde Ashanthi’nin hiGcreleri halen
fonksiyonel ADA ekspresyonu yapmakta idi.

Cynthiq, retrovirUs gen aktarnm sistemine karsi immun
yanit gelistirmistir.

BugUn Ashanthi halen yasamina devam etmektedir.
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Susan S. BARNUM

ADA gen terapisi !l

1993 yiinda arastirmacilar, ADA eksikligi ile dogan iki
bebegdin gbbek kordonu kdk hucrelerini kullanmuslardir.

ADA geni kdk hucrelere aktariimis ve tedavi amaciyla bu
cocuklarda kullaniimistir.
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ADA gen terapisi !l

Her iki birey de T hucrelerinde ADA genini ifade etmeyi
basarmistir.

Bu gelismeden sonra baska bireyler de bu ydntemle
basaryla tedavi edilebilmistir.
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ADA gen terapisi !l
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Kistik filbrozis

In vivo gen terapisi yontemleri, solunum yollarini etkileyen
hastaliklarnn tedavisinde arastinimistir.

Genler, pamuk sicanlarinin solunum yolu epitel
hUcrelerine adenovirs vektorleri yoluyla etkili bir bicimde
aktarilmistir.
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Kistik filbrozis

Bu denemelerde genler yalnizca sinirli bir sure ifade
edilebilmistir.

Kistik fibrozis (CF), Birlesik Devletler’'de yaklasik 30.000 Kisiyi
ilgilendiren genetik bir hastaliktr.

Bu hastalarda hucrenin plazma membraninda bulunan
lyon tasiyict molekulde bozukluk s6z konusudur.

76



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

(Mutant CFTR Channel
does not move chloride ions,
© o causing sticky mucus to build
up on the outside of the cell

‘Mucus

AAKXET T Y X X Xy : .

. » . '-"‘
UOTATTALY T
ATARR TR ALY,

L B B & F B B 8

o

: © Op
Chloride lons

) () ° oo oo

e o o © © ©

Normal CFTR Channel |
moves chloride ions to |
the outside of the cell

7



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Kistik filbrozis

CF, solunum yollarni ve pankreas, bagirsaklar gibi diger
baz organlar etkiler.

1989 yiinda CF geninin 7. kromozom Uzerinde bulundugu
belirlenmistir.

Bu asamadan sonra arastincilar, gen bolgesinin kodladigi
proteinin fonksiyonunu arastirmaya baslamistir [kistik
fibrozis transmembran iletkenlik duzenleyici (CFTR)].
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Kistik filbrozis

Bu protein, hastalik semptomlarina karsi etkili tedavi
yontemi gelistiriimesi ve genetik bozuklugun kalici olarak

dUzeltimesi amaciyla kullaniimaktadir.

CFTIR, halkasal (cyclic) AMP'ye duyarli, dUsuk iletkenlige
sahip bir klor kanali proteinidir.
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Kistik filbrozis

Ter bezleri, bagirsaklar, akciger ve pankreasta bulunan
salgl epiteli hUcrelerinin membranlarinda normal sartlarda
bulunmaktadir.

CF hastalarinda ortamda cAMP bulunmasina yanit olarak
klor iyonlar epitel hUcreleri tarafindan dizenli bir sekilde
tasinamaz.
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Kistik filbrozis

CF hastalannda bazi belirgin fenotipik semptomlar ortaya
clkar:

O Mukus Uretiminde artis,
O Akcigerlerde bakteriyel enfeksiyonlar,

O Bagirsak epitel dokusunu etkileyecek sekilde, epitel
hucrelerin iyon transfer sisteminde bozukluk.

81



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Kistik filbrozis

Burada en dnemli soru sudur:

O Bu sorunlar, dodgrudan mutant CFTR proteininden mi
kaynaklanmaktadire

82



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -

Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Kistik filbrozis

Bu nedenle CF hastaligina neden olan 200'den fazla
mutasyon belirlenmistir.

Bu mutasyonlar arasinda sunlar bulunmaktadir:
O Protein isleme asamasindaki duzensizlikler,
O Gen ifadesinin duzenlenmesindeki aksakliklar,

O Proteinin asin ifadesi,
O Splice mutasyonlar (pre-mRNA'nin hatall kesimi)
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Kistik filbrozis

Yogun arastirmalar sonucunda hastalarin % 70'inde F508
mutasyonunun bulundugu belirlenmistir.

Bu mutasyon, 3 nUkleotfidlik bir delesyon anlamina
gelmektedrr.

Sonucta CFIR proteininde fenilalanin aminodasidinin
eksikligi ortaya cikmaktadir.
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Kistik filbrozis

Fenilalanin eksikligine bagli olarak protein, duzenli bir
post-tfranskripsiyon surecinden gecemez.

Uc boyutlu katlanmasini dUzglin gerceklestiremeyen
protein, hUcre membranina yerlestirilemez.
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CF ve gen terapisi

CF, gen terapisi icin mukemmel bir adaydir.

Bircok genetik hastalikta bUyUk miktarlarda fonksiyonel
proteine ihtiyac duyulmaktadrr.

Ancak bu hastalikta hucre basina 10-100 protein
molekUlU yeterlidir.

Bu da cok dusuk bir ifade duzeyi demektir.
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CF ve gen terapisi

Gen terapisi denemeleri hem epitel hucre kUltUrlerinde
hem de transgenik CF farelerde basarili olmustur.

CFIR geni deneysel olarak lipozomlarla paketlenmis ve
cesitli CFTR bozuklugu tiplerine sahip farelerin akciger
epiteline, alveollerine ve trakealarina transfer edilmistir.
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CF ve gen terapisi

Aktarilan CFTR geni basariyla ifade edilmistir.

Epitel hUcrelerinin sodyumu absorbe etme ve klor
salgilama etkinikleri normal epitel hucrelerine dzdes
olmustur.

Ancak gen ifadesi gecici duzeyde kalmistir.
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CF ve gen terapisi

Etkili bir tedavi icin daha uzun sureli CFIR ifadesi
gerekmektedir.

Bu da denemelerin tekrarlanmasi anlamina gelmektedir.
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Adenoviruslerle CFIR tedavisi

Bu alanda yapilan bir baska deneme de, normal CFIR
geni tasiyan adenovirdslerin, hasta bireylerin burnundan
sprey seklinde uygulanmasidrr.

Boylelikle CFT geni, nazal bdlgedeki hUcre hattina transfer
edilebilir.
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CF ve gen terapisi

Rekombinant hucreler geni ifade edebilir ve kismen de
olsa hastalik semptomlarini ortadan kaldirabilir.

Ancak maalesef transfer edilen gen, daha uzak
bolgelerdeki organlarda (6rn; pankreas) semptomlari
ortadan kaldirmaya yeterli deqildir.
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CF ve gen terapisi

Ayrica gen aktarmi yapilan hicreler, birkac haftadan
daha uzun sure yasayamamaktadir.

Dolayisiyla hastalar surekli terapiye maruz kalmak
zorundadir.
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CF ve aerosol enjeksiyonu

Bu hastaligin tedavisindeki diger bir ydntem ise hastanin
aerosol (DNA-lipozom) enjeksiyonuna maruz
birakilmasidir.

Aerosoller daha dusuk maliyetlidir ve daha kisa zamandad
hazirlanir.
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CF ve aerosol enjeksiyonu

Tedavinin tekrarnnin gerektigi durumlarda uygulamalari
daha basittir.

Akciger disindaki organlarnn (érn; pankreas) fedavisi icin
daha gelismis yontemlere gereksinim vardirr.
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Karaciger hastaliklar

Gen terapisi uygulanan hepatositleri fekrar karaciger
veya dalaga aktarabilmek basarili olamamistir.

Enjekte edilen hicrelerin yalnizca % 10'v karaciger
dokusu ile butUnlesebilmistir.

Hepatosit asist, fransforme hucreleri karaciger dokusuna
aktarma konusunda daha efkili olmustur.
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Karaciger hastaliklar

LDL reseptdr geni (LDLR) retroviral ve adenovirUs vektorler
yoluyla hem (in vivo hem ex vivo) hepatositlere transter
edilmistir.

LDLR geninin ifadesi hUcrelerde gecici duzeyde kalmistir.

Ancak kismi hepatektomi uygulandiginda (karacigerin bir
parcasinin alinmasi) ekspresyon daha uzun sure devam
etmistir.
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Allesel hiperkolesterolemia (FH)

Haziran 1992'de Michigan Tip Merkezi'ne, 29 yasinda bir
hasta basvurmustur.

Bu hastada nadir gorulen bir genetik koroner arter
hastaligi tespit edilmistir (Ailesel Hiperkolesterolemi-FH).

FH, LDLR eksikligi sonucunda ortaya cikmaktadir.
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Allesel hiperkolesterolemia (FH)

Kandaki LDL kolesterol seviyesinin normalin 10 kati
dUzeyine cikmasina neden olmaktadrr.

Bu da genellikle ani dlumlere neden olan kalp
hastaliklarinin olusmasina onculUk etmektedir.
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Allesel hiperkolesterolemia (FH)

Hasta, LDLR gen mutasyonu acisindan homozigottur.

Sonucta hucreler kolesterolU dolasimdan alamamakia ve
metabolize edememektedir.

Hastanin LDL/HDL kolesterol orani normalden daha

yUksek tespit edilimektedir.
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FH-Gen terapisi

Hasta karacigerinin yaklasik 250 g'lik kismi cikarilarak
kOltdre alinmistir.

Hepatositler, normal LDLR geni tasiyan retrovirUslerle
kanstinlmislardir.

HUcrelerin yaklasik % 251 virUs ile enfekte olmustur.
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FH-Gen terapisi

Transtekte hicreler, portal vena'ya girilen bir kateter
yardimiyla hastaya transfer edilmistir.

Daha sonra yapilan testlerde hucrelerin normal LDLR
genini ifade ettikleri dogrulanmustir.
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FH-Gen terapisi

Hastanin LDL/HDL orani dusmeye baslamistir.

Daha sonra iki farkl hasta daha bu ydontemle tedavi
edilmistir.

Sonuclar, Aralik 1992'de Birlesik Devletler Rekombinant
DNA Danisma Komitesi'ne sunulmus ve onay alinmistir.
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KLINIK DENEMELER
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Klinlk denemeler

Gen terapisi ticarilestirimeden dnce, hayvanlar ve daha
sonra da insanlar Uzerinde cok sayida calisma yapiimali,
auvenligi ve etkinligi belirlenmelidir.

Klinik denemeler, gdnullU insanlarin kullanildigl arastirma
calismalandir.
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Klinlk deneme turleri

Klinik deneme tUrleri sunlardir:

O Teshise yonelik denemeler: Hastaliklarn teshisine yonelik
yontemler test edilir.

O Tedaviye yonelik denemeler: Yeni terapi veya ilaclar test
edilir (6rn; AIDS'in anfiviral ilac kokteylleri ile tedavisi).

O Onlemeye ydnelik denemeler: Hastaliklarn olusmasini
onlemeye yonelik ydntemler test edilir (6rn; daha dnce hic
menenjit gecirmemis bir bireyde menenjit asisinin
denenmesi).
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Klinlk deneme turleri

O Yasam kalitesine yonelik denemeler: Kronik hasta bireylerde
yasam kalitesinin artinlmasina iliskin ydntemler test edilir.

O Taramalar: Spesifik hastaliklann tespitine iliskin yollar test edilir
(6rn; yuksek kan basinci, yuksek kolesterol, kanser tUrleri vb).
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“Faz" testleri

Tedavi edici her protokol, genis Olcekli kullanima
sunulmadan once cesitli duzeylerde test edilmelidir.

Ik dnce pre-klinik calismalar gerceklestiriimelidir.

Bu arastirmalar, hayvansal organizmalar Uzerinde
gerceklestirilen in vitro deneylerdir.
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“Faz" testleri

Klinik denemeler su sirayi izlemelidir:
O Fazl denemeler

O Fazll denemeler

O Fazlll denemeler

O FDA onayinin alinmasi

O Faz |V denemeler
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Faz | denemeler

Surec, 20-30 kisilik gdnullu hasta bireyler Uzerinde denenir.

Boylelikle doz limitleri, uygulama sekli, surecin toksik etkileri
ve guvenilirligi test edilir.
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Faz Il denemeler

Surecin etkinligi tespit edilir.

Daha fazla sayida hastadan olusan bir grup Uzerinde

(100-300 hasta) toksik etkiler ve glvenlik acisindan ilave
bilgiler edinilir.

EQer tedavi ydnteminin etkin ve givenilir oldugu tespit
edilirise Faz lll'e gecilir.
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Faz lll denemeler

Daha fazla sayida hastadan olusan bir grup test edilir
(1000-5000 kisi).

Elde edilen sonuclar Faz | ve Faz II'den gelenlerle
birlestirilir.

Boylelikle uygulanan yontemin/maddenin tedavi edici
rolUne iliskin tutarl bilgiler ortaya konulur.
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FDA onayinin alinmasi

Faz lll calismalardan sonra onay icin FDA'ya (Food and
Drug Administration) basvuru yapillr.
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Faz IV denemeler

FDA veya diger Ulkelerdeki yetkili kurumlardan onay
alindiktan sonrqg,

Yontemin/maddenin etkinligi veya guvenilirligi hakkinda
herhangi bir soru isareti kalmissa, bu asamada
gideriimeye calisilir.
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Uzun ve zahmetli bir yol

Bu sUrec oldukca uzun ve pahalidr.

ADA eksikligine ydnelik calismalar 30 yildan daha eskiye
dayanmaktadirr.

Bu hastaligin gen terapisi ile tedavisinin onaylanmasi icin
15 yildan uzun suren klinik testler gerceklestirilmistir.
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Uzun ve zahmetli bir yol

Dogrusu, bu hastaligin tedavisi icin Faz |l klinik denemeler
yapilmamistir.

Dolayisiyla ADA gen terapisi, hastaligin tibbi tedavisinde
genel kabul gbérmus bir ydntem olamamistir.

115



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Su

san S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

GEN TERAPISINDEKI
GUNCEL BASARILAR




Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Gen terapisinde durum !

BugUne kadar henUz hicbir hasta gen terapisi
yontemleriyle tedavi edilebilmis degildir.

Bu alanda simdiye kadar yogun arastirmalar yapilmis, cok
zaman harcanmis ve cok para aktarimistir.

Ancak yine de gunumuzde elde edilen basarilar, gen
terapisinin, gelecekte tedavisi zor hastaliklarin Ustesinden
gelebilecegdini dusundurmektedir.
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Gen terapisinde durum !

Vektor teknolojilerinde gelismeler kaydedilmesi ve daha
uygun hayvansal modellerin kullaniimasi ile (kOpek,

primatlar vib) dnemli pre-klinik sonuclar elde
edilebilecektrr.
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Gendicine-llk lisanh OrOn 11

Ekim 2003'de Cin hUkumeti, dunyanin ilk ficari lisansl gen
terapisi uygulamasini gelistirmistir:

O Shenzen SiBono Gene Technologies Co.

Bu terapi “Gendicine” adi altinda pazarlanmis ve kalp ve
boyun hucre kanserlerinde kullaniimistir.

llac, 5 yildan daha uzun suren klinik denemeler
sonucunda lisanslanmistir.
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Gendicine-llk lisanh OrOn 11

llac bir yil icerisinde 100 milyon dolar ticari hacime
ulasmistir.

Gendicine, p53 tumor baskilayicr gen tasiyan bir
adenovirUs iceren enjekte edilebilir bir ydontemdir.
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Gendicine-llk lisanh OrOn 11

Hastalkta son safhaya gelmis bireylerde enjeksiyondan 8
hafta sonra hastalann % 64'unde tumor famamen
ortadan kalkmistir.

% 32'sinde ise tUmorun hacmi kuculmustur.

3 villik periyodun sonunda hastalarda tUmaor olusumu
tekrarlamamistir.
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Gendicine-llk lisanh OrOn 11

llacin rapor edilen tek yan etkisi dUsUk dereceli nezleye
yol acmasidir.

llac, kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte
kullanilabilmektedir.

Boylelikle ilacin etkinligi daha da artmaktadir.
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GEN TERAPISINDE
YENI YAKLASIMLAR
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Gen terapisinde yeni yaklasimlar

Gen terapisinde tfemel hedef, mutant genin normal
kopvyasini vucuda verlestirerek ifade edilmesini
saglamakiir.

Diger yandan genin mutant formu da vUcutta ifade
edilmeye devam eder.

Bazi durumlarda genin normal kopyasini transfer etmek
hastalik semptomlarini ortadan kaldirmaz.
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Dominant negatif genler

Mutant gen Urunu tarafindan, normal proteinin
fonksiyonunun gerceklestirimesi engellenebilir.

Boylesi mjutant genlere “dominant negatif genler” adi
veriimektedir.

Bu durumda gen terapisine farkl bir yaklasimda
bulunulmasi gerekmektedir.
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Splaysozom araciligiylo

eklestirilen RNA trans-splicing

Kisaca SMART olarak da bilinir.

Bu yOntem temelde, hastaliga yol acan mutant gen
tarafindan sentezlenen mRNA'yI hedef alarak tamir

etmeye calisrr.

Splaysozom, RNA ve proteinden olusan bir mekanizmadirr.
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Splaysozom araciligiylo

eklestirilen RNA trans-splicing

Transkripsiyondan sonra pre-mRNA'daki intronlar
uzaklastinlr ve ekzonlar birbirine baglanir.

Bu ydntemde genin normal kopyasini vicuda transfer
etmekten ziyade, mRNA'nIn etkilenen bdlgesi tamir
edilmeye calisilir.
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Splaysozom araciligiylo
eklestiriien RNA trans-splicing

Mutant transcript

NN NNNU B X —

Bu yOntemde; \
O mMmRNA'nin mutant ekzon bolgesinin

bitisiginde bulunan intron bdlgesine
komplementer bir RNA zinciri baglanir.

O Bu RNA zinciri, komsu intrond
bagdlanabilecek kbcuUk bir
komplementer bdlge icerecek sekilde
modifiye edilmistir.

cleavage of
target transcript

Ribozyme-catalysed
l vage

O Bu zincir ayni zamanda normal ekzonu
da icermektedir.
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Splaysozom araciligiylo
eklestiriien RNA trans-splicing

Mutant transcript

O RNA zinciri introna baglandiginda, \
olusan cift zincirli yapi splaysozomun
hedefi olur.

O Boylelikle intfron ve mutant ekzon
kesilerek uzaklastirilir.

O Geri kalan ekzonlar, normal ekzonu da
icerecek sekilde birlestirilir.

O Boylelikle fonksiyonel mMRNA molekUlu
sentezlenmis olur.

cleavage of
target transcript

Ribozyme-catalysed
l vage
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Bu yOntemde sentetik
oligonUkleoftidler, DNA'nIn
spesifik bazi kisimlarnna
baglanarak U¢ zincirli (tripleks)
yapllar olustururlar.

Bu bdlgeler sayesinde baz
MRNA'larnn sentezi gecici olarak
bloke edilmis olur.
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Tek zincirli oligonukleoftidin
baglanmasi sonucunda olusan
uc zincirli yapt DNA'nin mMRNA'ya
transkribe olmasini engeller.

: 4 3 Strands
DNA

Boylelikle mutant protein
Uretilemez.

Bu asamada normal genin
transfer edilmesi, bu proteinin
tek basina ifadesine olanak
saglayacaktir.
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Antisens tferapi

Dogrudan mutant mRNA'yI hedef alan bir ydntemdir.

Boylelikle protein sentezi franslasyon asamasinda bloke
edilmis olur.

DNA mMRNA Proteins
)

-
f

Transcription Translation

= J) e ¥

g < Drug
(Oligonuclectide)

mwPmw-—07

T/
»r
Traditional Drug
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Antisens terapi

1980'li yillann baslannda arastincilar, bazi
mikroorganizmalarn, gen ifadesini duzenlemek icin
antisens RNA Urettiklerini tespit etmislerdir.

Daha sonraki yillarda bitki ve hayvan hucrelerinin de gen
ifadesini duzenlemek icin antisens RNA kullandigi

anlasiimistir.

133



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Antisens terapi

Antisens terapi, herhangi bir genin asir ifade edildiQi
durumlarda (pek cok kanser hucresinde)
kullanilabilmektedir.

Kanser turlerine 6zgu antisens terapi yontemleri de
gelistirimektedir.
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Antisens terapi

Ekim 2003'de, Genta (Berkeley Heights, New Jersey)
Aventis ile birlikte (Stresbourg, Fransa), “Genasense™ adi
verilen antisens ajanin faz lll klinik calismalarini
tamamlamistir.

<Genasense
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Antisens terapi

Genasense, son asamaya gelmis ko610 huylu (malign)
melanoma tirlerinde kemoterapi ile birlikte
kullaniimaktadir.

Bu antisens terapinin; akciger, prostat, karaciger,
pankreas, kolon, gdgus, bdbrek ve dzafagus kanserlerine
karsi klinik denemeleri gerceklestiriimistir.
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Antisens terapi

Genasense, pek cok farkl kanser turinde asiri ifade
edilen mMRNA molekUllerini hedef almaktadir.

Asin ifade edilen gen 0Urunu (bcl-l) apoptoz surecini bloke
etmekte ve kemoterapiye direnc gostermektedir.
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Ribozim terapisi

Ribozim terapisi, antisens terapi ile birlikte bazi genlerin
MRNA'larini elimine eder.

Ribozimler, enzimatik aktivite gdosteren mRNA
molekUlleridir.

Bu molekUller normal hucresel surecte pre-mRNA'dan
infronlarin kesilerek uzaklastinimasinda kullanilir.
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Viroterapi

Virusler, hucrelere girebilen ve enfeksiyvona yol acan efkili
ajanlardir.

Pek cok hastaliga yol acarlar (viral meneniit, SARS vb).

Cogu zaman da halk arasinda buyuk paniklere yol
acarlar (6rn; 2003'deki influenza pandemisi).
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Viroterapi

VirUsler genellikle konak hicre yuzeyinde bulunan spesifik
bir reseptdre baglanir.

Enfeksiyondan sonra cogunlukla konak hucreyi dldUruUrler.

Her bir virGs tipi, genellikle farkli reseptor tiplerine
baglanmaktadrr.

Boylelikle virUsler hUcre fiplerine 6zgu spesifiklik
gostermektedirler.
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Viroterapi

Arastirmacilar, virUslerin bu ozelliklerinden faydalanarak
kanser hucrelerini ortadan kaldirabilecek bir ydntem
Uzerinde calismaktadirlar (Viroterapi).

Bu yontemde virUsler, 1tUmor hucrelerini secici olarak
enfekte ederek dldurebilecek dUuzeyde modifiye
ediimeye calisimaktadir.
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Viral replication Normal cell
Normal cell inhibited spared

Cancer cell Viral replication Tumor lysis—
(genetic target) proceeds virus spread
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KOk hucreler

GUNnUmMUz arastirmalarnnin bir cogunda, genetik acidan
modifiye edilmis, farkllasmamis kdk hUcrelerin tedavi
edici gjanlar olarak kullaniimasi hedeflenmektedir.

Bu kdk hucreler, cok sayida farkl hucre tipine
donusebillirler.
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KOk hucreler

Ornegdin; kemik iligi kdk hicrelerinden kirmizi ve beyaz kan
hUcreleri elde edilebilir.

Bazilarn da beyin ve sinir dokusu hucrelerini meydana
getirebillir.
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KOk hucreler

GUNUMUz teknolojisi ile kdk
hucreleri kulturde yetistirmek ve
transforme etmek mumkundur.

Yapilan calismalarla kok
hUcrelerin plastisite’ye sahip
oldugu kanitlanmustir.

Yani pek cok farkl hucre tipine
ddénusebilme yetenekleri vardirr.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Pluripotent Stem Cells

In vivo
fertilized egg
Blastocyst

Neural cells

Cardiac muscle
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KOk hucreler

Ornegdin; kemik iligi kdk hicrelerinden karaciger veya
bobrek hucreleri elde etmek mUmkUundur.

EQer hasta bireyin kendi kdk hUcrelerinden rejenere
edilen doku transplante edilirse, immun yanit meydana
gelmeyecektir.

146



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

KOk hucreler

Diger yandan gen akfarimi .

yapilan kék hicrelerin @ - (& { — Human Fetus
bireye aktarimasiile ¢esitli - "
dokularda saglikl

hGcrelerin sayisini arfirmak / l \
MUMKONdUr. X

AI’CIg.Tlrm O C | | O r, ké |< Circulatory System ?’\ h‘ Immune System

hucreleri 5 gunluk
embriyodan (blastosist) ‘ T
izole etmektedir.

Nervous System
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KOk hucreler

Bu hUcrelere, embriyonik -
kOk hucreler adl g\:’ | — Human Fetus
veriimektedir. -

Yetiskin dokulardan elde
edilen kok hucrelerin
aksine, embriyonik kdk
hUcreler, vOcuttaki tUm
hUcre tiplerini
olusturabilecek yetenege ‘ p—
sahipfir.

: AFY
Circulatory System h‘ Immune System

Nervous System
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Parkinson hastaliQl

Kok hicre terapisinde N —
temel hedef, hasarli \neuron
dokuyu tamir etmekdir. \ Dopamine
—Dopamine transporter (DAT)

— Methylphenidate (MPH)

Parkinson hastaliginda

dopamin néronlarr adl

verilen beyin hucrelerinin

cef oo . Dopamin

SlumU meydana sl
] (DRD4)

gelmektedrr. :
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Parkinson hastaliQl

Dopamin, kas hareketlerini kontrol eden bir kimyasal
habercidir.

Semptomlarin Ustesinden gelebilmek icin hastaya
disaridan dopamin verilse bile, hastalik hizla ilerler ve
tedavi edilemez.

Muhtemel tedavi ydntemlerinden ilk akla gelen, dopamin
Ureten kdk hucrelerin tfransplantasyonudur.
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Kok hucre kullanimina iliskin sinirlamao

2000 yiinda Birlesik Devletler Ulusal Saglik EnstitGsU (NIH),
embriyonik k&k hucrelerin kullanimina iliskin cesitli
dUzenlemeler getirmistir.

Bu dUzenlemelere gore, in vitro ddllenme ile meydana
gelen dondurulmus embriyolardan elde edilen hUcrelerin
arastirmalarda kullanilabilecegi dngdrulmustur.
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Kok hucre kullanimina iliskin sinirlamao

2001 yiinda dénemin ABD Baskani
Bush, NIH yénetmeliginde yapilan
dedisikligi bizzat duyurmustur.

Bu tarinten sonra arastirmacilar,
embriyonik olmayan k&k hicreleri
kullanabilecek sekilde
sinrlandinlmustir.

K&k hUcre arastirmalarnna getirilen
sinilamalar ile arastirmalar daha
yavas ilerlemeye baslamistir.
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KOk hucre tiplert

Embriyonik kdk hUcreler
Fetal kok hucreler
Gobek kordon kani kdok hucreleri

Yetiskin kdk hUcreleri
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KOk hucre tiplert

Stem Cells

Human Developmental Continuum ————»

s
Single-cell 3-day 5.7 day J-week 6-week
Embryo Embryo Embryo Embryvo Embryo Infur /
L
¢ Teratocarcinoma
. Fetal Tissue (germ cell tumor)
Embryonic Stem = 2
(ES) cells Stem cells Adult™ Stem cells
% Embrvonic Germ Muripotemt Pluripotent
Totiprortent "_i, cell or or
by Oree Multipotent Vultipotent Embryonal

T (prmordial germ cells) Carcs
IZ L E Cord Blood Stem cells P e rg
Pl went . "( 1k
e s I"lacental Stem cells LIA) CEI

? 4
Pluripotent or Multipotent Pluripotent
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Embriyonik kok hucreler

Vucuttaki tUm hocre tiplerine donusebildikleri icin en
degerli k6k hucreler olarak bilinmektedirler.

Ik insan embriyonik k&k hucreleri 1998 yilinda kUltUrde

Uretilmistir. Stem Cell Cultivation
In Vitro Blastocyst
Fertilized Stage Inner Stem
Egg LINE Cell Mass
. |

Y W

Cultured Undifferentiated \.~
Stem Cells
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Embriyonik kok hucreler

Bu hUcreler, ekstra dollenmeler  siem cell cultivation

sonucunda elde edilen ve i Blastosrst
implante ediimeyen e Cal Mass
embriyolardan izole a xg&

edilmektedir.

Ciftlerin yasal izniyle bu
hUcreler bilimsel o

Cultured Undifferentiated
arastirmalarda Stem Cells
kullanilmaktadir.
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Fetal kok hucreler

Bu tip pluripotent kdk hicreler, fetus beyin dokusunda
bulunmaktadir.

Dopamin néronlarinin dogal kaynagini teskil ederler.

Parkinson hastasi bireyler icin oldukca édnemlidirler.
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Fetal kok hucreler

Bu hUcreler, premature sekilde sonlandirlan gebeliklerde
fetusten izole edilmektedir.

Insan embriyosu ddllenme olayindan 8 hafta sonra fetUs
olarak adlandinimaktadir.
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GoObek kordon kani kok hucreleri

Kordon kani kdk hucreleri
Mmultipotent kdk hucreler olarak
bilinmnektedir.

Bu hUcreler kan hucreleri ve
Immun sistem hucrelerine
donuUsebilecekleri gibi, diger pek
cok hucre tipine donusme
potansiyelleri de vardrr.
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GoObek kordon kani kok hucreleri

Kordon kani kdk hUcreler acisindan zengindir.

Bu hucrelerin yUzevinde, immun sistem tarafindan taninan
antijenler henUz gelismemistir.

Bu nedenle immun yanit olusturma olasiligr daha
dUsuktlr.
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GoObek kordon kani kok hucreleri

Ayrica gobek kordon kani, alicinin vucudunda reaksiyona
yol acabilecek olgun immun sistem hucreleri icermez.

Gunumuzde insanlarnn kordon kanlari, kordon kani
bankalarnnda saklanabilmektedir.

ANKARA UNiVEJ‘SiTESi
) | TP FAKULTESE ———
‘¥ KORDON KANI PANKASl
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Yetiskin kOk hucreleri

Vucutta cesitl multipotent yetiskin kOk hucreleri
bulunmaktadir.

Bunlarin her biri, farkl bir spesifik doku tipinin hucrelerine
doénusebilir.
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Yetiskin kOk hucreleri

Bu hUcreler, meydana getirebilecekleri doku fiplerinin
cesitliliglr acisindan diger kok hucrelere gore daha dusuk
esneklige sahipfir.

GUnumuzde yapilan arastirmalarla yetiskin kok hucrelerin
diger hucre tiplerine dénusebilmesiicin yeni protokoller
gelistirimeye calisimaktadir.
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Kok hucre hatlari

K&k hicre deneylerinin cogunda hucreler, steril petri
plaklannda kuoltore alinir.

Bu hUcreler, insan kaynakli olabilecegi gibi, fareler gibi
cesitl hayvanlardan da elde edilebilir.
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Kok hucre hatlari

Kok hUcreler laboratuvarlarda surekli blyUme gdsteren
“kdk hicre hatlan” seklinde Uretilir.

KOk hUcreler dogal olarak ikiye bdlunurler ve
farkllasmadan kalmayi basarirlar.

Transplantasyonun basaril olmasi icin kdk hucreler uygun
doku tipine farklilasmis olmali ve kontrollU bir sekilde
bolunebilmelidir.
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Kok hucre kaynaklart

Gunumuzde kdk hucreler cesitli kaynaklardan elde
edilebilmektedir:

O Kemikiligi

O Periferal kan
O Gdobek kordon kani
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Kemik iligi fransplantasyonu

En yaygin ve geleneksel
transplantasyon fipi, kemik iligi
transplantasyonudur.

Bu yontem, [6semi ve cesitli kan
hastaliklarini tedavi edebilmek icin
kullanilmaktadir.

Losemi, beyaz kan hucrelerinin
kanserlesmesi olayidir.
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Kemik iligi transplantasyonu

Beyaz kan hucrelerinin kdkeni kemik iligidir.

Kemik iliginde bulunan k&k hucreler beyaz kan
hUcrelerine ddnuserek kan dolasimina verilirler.

Losemi tedavi yontemlerinden birisi de kemoterapi
yoluyla kanserli hUcreleri dldUrmektir.
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Kemik iligi transplantasyonu

Kemoterapinin, 1tUm kanserli hUcreleri ortadan
kaldiramadigl durumlarda kemik iligi transplantasyonu
gerceklestirilir.

Saglikli bir dondr bulunduktan sonra, hastanin kemik iligi
ve anormal beyaz kan hucreleri guclU ilaclar ve
radyasyon kullanilarak ortadan kaldirilr.
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Kemik iligi transplantasyonu

Dondr kdk hicreler, hastanin kemik iligine goc edecek,
bolunecek ve kemik iligi populasyonu meydana
getirmeye baglayacaktrr.

Daha sonra da saglikli beyaz kan hucrelerini olusturmaya
baslayacaklardir.
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-~ O

Kemik iligi fransplantasyonu

Vericinin iligi legen kemiginin arka \ Alinan ilik do'ndurultur ve yOksek doz
kismindaki kemiklerden alimir. + kemoterapiden birkag gin sonra
s toplardamar araciigiyla hastaya
S— “/Q"' . . verilecedi gane kadar saklanir.
o }YQ s = < )

: o Yiksek d
. oz
kemoterapi

Vericinin iligi
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Kan dolasimindaki kok hucreler

Baz kdk hucreler kan dolasimindan da elde
edilebilmektedir.

Bu hUcreler, kemik iliginden elde edilenlere benzer sekilde
kullanilabilirler.
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Kan dolasimindaki kok hucreler

Bu yontemin en buyuk sikintisi, kan dolasimindan yeterli
miktarda hucrenin toplanamamasidir.

CUnkU bu hucreler kanda cok dusuk miktarlarda
bulunurlar.
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Tedavi edici klonlama ve embriyonik

kOk hucreler

Daha once de belirtildigi gibi, genetik hastaliklan tedavi
etmenin yollanndan birisi, bireyin mevcut kdk hucrelerini

manuple ederek kullanmaktir.

Terapotik (tedavi edici) klonlama ise, embriyonik kdk
hUcre Uretiminin bir baska yoludur.
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Tedavi edici klonlama ve embriyonik

kOk hucreler

Bu tarz klonlama uygulamalarn dnemli dlcude tibbi
potansiyele sahiptir ve “tedavi edici klonlama” veya
“somatik hUcre nukleus transferi (SCNT)"” olarak

adlandirilir.
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Tedavi edici klonlama ve embriyonik

kOk hucreler

Bu yontemde, yetiskin dondr hucrenin nukleusu, cekirdeqi
cikarnlmis alict yumurta hucresine fransfer edilir.

Yumurta hucresi bolUnme icin uyarllr.

Yeni transfer edilen nukleusun ydnetiminde embriyo
olusumu ile sonuclanan bir surec baslatiimis olur.
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Tedavi edici klonlama ve embriyonik

kOk hucreler

Bu hUcreler disi bireye implante edilmez, kultUr ortaminda
tutulur ve sUrekli bdlunmeleri saglanir.

Bu sayede dondr hucreye dzdes bir hucre hatti elde edilir.

Cekirdek transferinden 5-6 gun sonra kdk hucreler
toplanabilir.
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Tedavi edici klonlama ve embriyonik
kok hucreler

Insan somatik hiicre niikleus transferi (SHNT)
(klonlama)

Oosit Cekirdek

2igot

Embriyo
@\
Q d / Blastosist
Transfcri
-
@ .09
b o l

Yiicut
Hiicresi

-

P /

,&f'ﬁ.:_ " ‘
\> Ureme Amach Tedavi Amach
Klonlama Klonlama
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Etik tartismalar

KOk hUcre arastirmalar, etik tartismalar da beraberinde
getirmistir.

Siklikla gondeme getirilen sorulardan bazilar séyledir:

179



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) -
Susan S. BARNUM Prof. Dr. Bektas TEPE

Etik tartismalar

Insan embriyonik kdk hicreleri arastirmalarda kullaniimall
midire

insan hayatini olusturan etmenler nelerdir?

Embriyonik kdk hUcrelerin kullanimi insan hayatina
sinilamalar getirir mie
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Etik tartismalar

HUkUmetler, embriyonik kOk hUcre arastirmalarini
dUzenlemeli midire

In vitro ddllenme yoluyla elde edilen dondurulmus
embriyolar kdk hUcre arastirmalarnnda kullaniimali midire

Tedavi edici klonlama, embriyonik kdk hucre elde etmek
icin tibbi olarak kullanilabilir mi?
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ASILAR
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Asllar

Asilar, enfeksiyon hastaliklarini tanimasi ve savasmasi icin
vUcuda yardim eden etkenlerdir.

Klasik asilarda patojenitesi zayiflatiimis ya da dldurdlmus
mikroorganizmalar kullanilarak immun sistem uyarilir ve

hastalik direncinden sorumlu antikorlarin olusturulmasi
saglanir.
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Asllar

Rekombinant DNA teknolojisinde yasanan gelismeler ile
veni jenerasyon asilar gelistirmek mumkunddr.

Bu sayede yeni asi vektorleri, immuUno-enhansirlar (immun
sistem kuvvetlendiricileri) ve hatta nukleik asitler
kullanilabilmektedir.
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Asllar

Simdiye kadar pnédmoni, sitma, herpesvirus, ishal, solunum
sistemi enfeksiyonlari, kizamik ve kolera gibi pek cok
hastaliga karsi asi gelistirilmistir.

Son gunlerde biyoterdrizm saldin gjanlarindan olan
sarbon ve SARS Uzerinde yogunlasiimaya baslanmistir.
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Asllar

Arastirmalarda ayrica diyabet, Alzheimer ve kanser
tUrlerinin asilarla tedavi olasiliklar da ele alinmmaktadir.

Yeni nesil asilarn buyuk bir kisminda mikroorganizmmanin
kendisinden ziyade ilgili antijen kullanilimaktadir.
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Asllar

Bu asilarda genellikle genetik olarak manuple edilmis
mayalar ve diger konak hucreler kullanilarak protein ya
da antijen Uretilmeye calisilir.

Daha sonra protein saflastinlr ve ticari olarak satisa
sunulur.
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DNA asilart

Yalnizca antijen iceren asilara ornek olarak hepatit B asisi
verilebilir.

Bir diger asi t0r0 de DNA asilandir.

Mikroorganizmalardan elde edilen kUguUk bir parca DNA
enjeksiyonu sonrasinda da antikor Uretimi
uyarilabilmektedir.

HIV ve sitmaya karsi gelistirlien DNA asilarinin klinik
denemeleri devam etmektedir.
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DOKU MUHENDISLIGI
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Doku muhendisligi

Milyonlarca insan, doku ya da organlarnnin fonksiyonlarini
yitirmeleri sonucunda sikintt cekmektedir.

Bunlardan bazilar hayatlarini mekanik aygitlar kullanarak
devam ettirebilmektedir.

Ornegdin; diyaliz makinesi, kalp pili, yapay kalp vb.

EALSSN
} VI Pacemaker
o

\pulse generator
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Doku muhendisligi

Diger baz hastalar da organ transplantasyonlar veya
rekonstruktif cerrahi yoluyla hayata tutunmaya
calismaktadrr.

Doku ve organ hasarlan genellikle 8lUmcildur.

Hastalan tedavi etmenin maliyeti oldukca astronomiktir.

Bu rakam tahminen yillik 400 milyar dolarn asmaktadir.
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Doku muhendisligi

Birlesik Devletlerde her yil doku ve organ sorunlanyla ilgili 8
milyondan fazla cerrahi operasyon gerceklestirimektedir.

En onemli sorunlardan birisi uygun donor bulmadaki
zorluktur.

Bu nedenle organ bekleyen adaylarin cogu hayatini
kaybetmektedir.
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Doku muhendisligi

Doku mUhendisligi, bu problemin asiimasi icin dnemili bir
alternatif sunmaktadir.

Bu feknik, mUhendislik ile biyolojinin temel prensiplerini bir
araya getirir.
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Doku muhendisligi

BOyume faktdrleri gibi doku uyarici bilesenler, farkli
dokulann buyume ve gelismelerini uyarmak icin sinyal
gorevi yaparlar.

Gerekli gdrUlmesi halinde izole edilen hUcreler,
transplantasyondan 6nce modifiye edilir ve fonksiyonunu
kaybetmis hUcrelerle degistirilebilir.
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Doku muhendisligi

HUcreler kollajen veya sentetik polimer gibi hucre disi bir
matrikse tutundurularak hasta dokuya entegre
edilebilirler.

Uygun kosullann mevcut olmasi durumunda, bu hucreler
orijinal doku yapisini tekrar olustururlar.

cells scaffold bioactive
factors

lissve-engineered
construct
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Doku muhendisligi

Bu asamada kullanilan sentetik polimerler, doku
bUTUNIOQUNUN saglanmasina yardimci olurlar.

Polimerler, cesidine gdre hasta vicudunda kalici olarak
yer alabilir veya ilerleyen asamalarda vUcut tarafindan

vikilabilir.

cells scaffold bioactive
factors

lissve-engineered
construct
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Doku muhendisligi

iImplantasyondan sonra kan damarlar geliserek yeni
dokuya oksijen ve besin maddelerini saglarlar.

Devam etmekte olan calismalarla; sinir sistemi, Cilt,
korneaq, karaciger, pankreas, kemikler ve kikirdak, kaslar
ve kan damarlarn gibi cok sayida doku icin Umit vaat
eden sonuclar elde ediimektedir.
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Diyabet

Bu konudaki en dnemli gelismelerden birisi de diyabettir.

Amerikalilann bircogu diyabetten dolayr hayatini
kaybetmektedir.

Pankreastaki adacik hicreleri zarar gérdigunde kandaki
glukoz seviyesini kontrol etmek mUmkun olamamaktadir.
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Diyabet

Diyabetik glukoz seviyesi normalde diyet veya insulin
enjeksiyonu yoluyla kontrol altina alinabilir.

Ancak maalesef semptomlar yaslanmayla birlikte
agqirlasir.
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Diyabet

Doku mUhendisligi arastrmalar kapstllenmis fonksiyonel
adacik hicrelerinin transplantasyonu uzerine
yogunlasmuistir.

Pankreasin insulin Ureten Langerhans adacik hucreleri,
aliinat ile kaplandiktan sonra deneysel olarak
kullaniimislardir.
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Diyabet

Yontemin, diyabet hastalar icin guvenilir ve etkili oldugu
sonucuna varimistir.

Aktarlan hUcreleri cevreleyen yar gecirgen kapsul,
alukozun gecisine izin vermektedir.

Diger yandan hucreler, yine bu kapsul sayesinde konak
organizmanin immun sistem saldinlarindan
korunabilmektedir.
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Diyabet

Bu yontemde dondr hicreler olarak genelde domuz
adacik hucreleri kullanilmaktadir.

Ancak gunun birinde genetik olarak dizayn edilmis insUlin
Ureten insan adacik hucrelerinin kullanilabilecegi umit
edilmektedir.

Ratlar Uzerinde yapilan denemelerde 2 yildan daha uzun
bir sUre boyunca glukoz ve insulin seviyesinin normal
duzeylerde kaldigi belirlenmistir.
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Xenotransplantation

Son verilere gore dUnyada organ bekleyen hasta sayisi
resmi rakamlarla 60.000 civarindadir.

Diger yandan bu sayiya 100.000 yeni hasta eklenecedi
tahmin edilmektedir.
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Xenotransplantation

Ihtiyaci karsilayabilmenin bir yolu da hayvanlardan
insanlara doku fransplantasyonu anlamina gelen
“xenotransplantation”dur.

Bu yontemde en dnemli engel, alicinin immun sistem
reddinin hizli gelismesidir.
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Xenotransplantation

Ancak arastincilar bu sorunu asabilmek icin yogun caba
gostermektedir.

Arastincilar, organlar immun sistem saldirlarindan
koruyacak insan savunma proteinleri Uzerinde
calismaktadirlar.
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Xenotransplantation

Bu proteinlerin sentezinden sorumlu gen bolgeleri dondr
hayvana aktarilabilirse, elde edilecek organlar insan
proteinleri sentezleyebilecektir.

Boylelikle immun sistem reddine iliskin problemler
azalacaktir.

Primatlar ve farelerde yapilan denemelerin sonuclari
oldukca Umit vericidir.
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Membran kofaktor proteini (MCP)

Membran kofaktor proteini (MCP) ve cUrime hizlandinci
faktdr (decay accelerating factor-DAF) gibi koruyucu
proteinler insanlarda hiucre yUzeyine bagl halde
bulunmaktadir.
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Membran kofaktor proteini (MCP)

Bu proteinler, hUcreyi immun sistem saldirlarina kars
koruyan diger bazi proteinler ile isbirligi icerisinde calisirlar.

Domuzlar en elverisli donorlerdir.

Domuz organlarn sekil ve buyuklUk acisindan insan
organlarnna en fazla benzerlik gosterenlerdir.
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Membran kofaktor proteini (MCP)

Ayrica domuzlardan insanlara transfer olma riski bulunan
hastalik sayisi da oldukca azdrr.

Deneysel olarak MCP ve DAF genlerinin yani sira CD46 ve
CDJ59 genleri de domuzlardan aktarimis ve séz konusu
proteinlerin Uretimi saglanmistir.
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Astrid-llk MCP transgenik domuz

23 Aralik 1992'de dogan "Astrid”, koruyucu proteinleri
sentezleyen ilk fransgenik domuzdur.

1994 yiinda cesitli koruyucu proteinleri sentezleyen iki
farkll transgenik domuz hatti Oretilmistir.

210



Kaynak: Biotechnology (An Introduction) - Prof. Dr. Bektas TEPE

Susan S. BARNUM

Astrid-llk MCP transgenik domuz

1996 yiinda Astrid’den yeni bir jenerasyon uretilmistir.

Bu hat, klinik calismalarda dondr organ kaynagi
olabilecek dlcUde koruyucu protein Uretmeyi basarmistir.

1999 yiinda 160 kisiye domuz hucreleri aktariimistir.
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Astrid-llk MCP transgenik domuz

Deneye katilan bireylerden hicbirinde transplantasyona
reaksiyon gelismemistir.

Bu alandaki gelismeler her ne kadar hizla ilerlese de, etik
tartismalar surmeye devam etmistir.

Genetik olarak manUple edilmis hayvanlarin, insan vucut
parcalarnnin Uretimi icin kullanilabilme olasiligr halen
tartisimaktiadir.
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