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Gen Terapisl

Eksik ya da hatali protein tGretimine neden olan, bozuk gen tasiyan hlicreye
normal geni yerlestirme yontemine gen tedavisi denir. Gen tedavisi,

hastaliklari nukleotid dizeyinde tedavi etmeyi amaclar.

Gen tedavisinin en yaygin bicimi, mutasyona ugramis bir genin fonksiyonunun
duzenlenmesi icin genomik bolgeye fonksiyonel genlerin bir vektor araciligiyla

eklenmesidir
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Gen terapisi ile
hastaligin digerilmesi 4
sekilde gerceklesebilir:

Gen Terapisi e Gen ilavesi
e Gen degisimi

e Gen ekspresyonunun
inhibisyonu

e Ozgiin hicrelerin dldurilmesi




e Gen ilavesinde bozuk genin islevsel

kopyasinin _verilmesi amaclanir. Hdicrede

mutant gen kalmakta ancak buna
fonksiyonel gen ilave edilmektedir. Fonksiyon
kaybina yol acan genetik hastaliklarin
duzeltilmesinde faydalidir. Ornegin kistik'

fibrozis gen ilavesi icin uygun bir hastaliktr. /
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Gene augmentation therapy
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* Gen degisimi ise cok daha zor ve karmasiktr.
Amac, mutant geni fonksiyonel kopyasi ile

. degistirmek veya mutasyonu in situ

Gen Deg|§|m| diizeltmektir. Mutant gen Griiniiniin hiicreye

zarar verdigi islevin geri kazanimi sonucu

duzelebilecek genetik hastaliklarda tercih

edilecek bir yontemdir.







e Gen ifadesinin baskilanmasi  Gzellikle
enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde

kullanilan bir vyaklasimdir. Bu yontemde

Gen hedef patojenin fonksiyonunun

Ifadesinin baskilanmasi amaclanir. Ayrica bu yaklasim
ENUERINEN kanserde aktif hale gecmis onkogenlerin

sessizlestiriimesinde, otoimmuin
hastaliklarda ve belki fonksiyon kazanimina

bagli genetik hastaliklarda kullanilabilir. /
> 4




Antisense DNA
oligonucleotide

MRNA

Y Transcription

DNA

Ribosome Amino acids Protein




» Spesifik hiicrelerin oéldiiriilmesi yontemi ise
Ozellikle kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Bu
amacla toksik kemoterapotik ajan, toksik

olmayan on ila¢ (prodrug) formunda vicuda

Spesifik

. : verilirken, bu 6n ilaci aktifleyen enzimi kodlayan
hUCfEIerln gen de kanser hucrelerine aktarilmaktadir. Bu

oldirilmesi yaklasima intihar gen tedavisi denilmektedir.

* Uygulamada, aktif on ila¢c hedeflenmemis komsu
hiicrelere de vyayildigindan glcli bir ilave
(bystander) etki olusturmaktadir. /
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Belirli Hiicrelerin Oldiiriilmesi




Types of Gene Therapy

Target cell — © Germ line gene ther apy

@ Somatic gene therapy

Delivery method == .o ex vivo gene therapy
@ /n vivo gene therapy
n situ

systema tf’.ca_(




 Germline gen terapisi; gametler (sperm ve

vumurta) ve zigot lizerinde vapilan ve

E§ey Hicre Gen degisikligin bir sonraki kusaklara aktarildigi gen
Tedavisi tedavisidir. Germline gen terapisinin kullanimi

etik sebeplerden dolaylr Avrupa'da yasaklanmis

olmasina ragmen; Amerika'da FDA tarafindan bu

alanda yapilan calismalara izin verilmektedir.



* Esey hiicre gen tedavisinin amaci tedavi edici
geni hem viicut hem de esey hicrelerine
aktarmaktir. Sonuc olarak hem kisinin

Egey Hucre Gen hastaligi ortadan kaldirilmis olacak hem de

dizeltilmis genotipe sahip gametler

Ted dViS| olusturarak saglikli nesiller elde edilecektir.
Esey hlicresi gen tedavisi ydontemi, vicudun
tum hicrelerini olusturabilen erken donem
embriyo, gamet ve zigotta yapilan genetik
degisikliklerle uygulandigi icin bu
degisiklikler gelecek nesillere aktarilabilir.
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Somatik Hlcre Gen Terapisi

 Somatik hlicre gen tedavisi uygulamasinda, tedavi

edici gen somatik hiicrelere transfer edilir. Hastanin

kemik iligi, kan ve deri hicrelerine gen transferi,
vicut hucresi gen tedavisi kategorisinde yer alir.

Sonucta genler diizeyinde vyapilan degisiklikleri ve

gen tedavisinin farkl etkileri sadece viicut hiicreleri

diizeyinde kalir; esey hiicrelerine ve ardindan

gelecek nesillere aktarilmaz
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TYPES OF GENE THERAPY

SOMATIC CELL GENE . .
GERM LINE GENE THERAPY
THERAPY : :

Therapeutic genes Therapeutic genes
transferred into the somatic transferred into the germ
cells. cells.
Eg. Introduction of genes Eg. Genes introduced into
into bone marrow cells, eggs and sperms.
blood cells, skin cells etc.
Will not be inherited later Itis heritable and passed on
generations. to later generations.
Atpresent all researches For safety, ethical and
directed to correct genetic technical reasons, it is not
defects in somatic cells. being atten]pted at present.




Ex Vivo Gen Terapi

e Hastadan alinan hiicreler doku kiiltiirlerinde iretilip rekombinant

genlerden olusan bir vektor ile transdiiksiyon yapildiktan sonra hastaya

geri verilir Bu transfer edilen DNA dizisi hedef hicrelerinin

kromozomundaki DNA'ya stabil olarak baglanr.



Bacterium carrying . . Klug & Cummings 1997
plasmid with cloned normal Genetically disabled (Klug 9 )

human ADA gene retrovirus

Cloned ADA gene is

T cells incorporated into virus

with disabled ADA gene
isolated from SCID patient

cells are reimplanted,

Genetically altered )
produce ADA 1

Retrovirus infects . .

T cells, transfers

ADA gene to cells  Cells are grown &
in culture to ensure

‘1 ADA gene is active




* In vivo gen tedavisi ise, alici hucrelerin in vitro

kiltliriiniin __ yetersiz  oldugu (or. beyin

hiicreleri) veya kiiltiri _yapilan hiicrelerin

In Vivo Gen
Terapi

hastaya re-implantinin __etkili _bir sekilde

yapilamadigi durumlarda tek secenektir. Doku

hedeflemesi bu yontemde énemli bir sorundur.




In Vivo Gen Terapi

* Transfer edilen gen dogrudan hedef dokuya veya genel dolasima verilebilir

ancak aktarim icin kullanilan vektor sadece hedeflenen hiicreler tarafindan

alinacak sekilde veya sadece hedeflenen hiicrelerde gen ifadesi olacak

sekilde tasarlanmis olmalidir.

* Bu yontemde geni almis veya ifade eden hicreleri cogaltma ve se¢cme imkani

olmadigindan in vivo gen tedavisinin basarisi gen aktarimi ve ifadesinin

(ekspresyonunun) etkinligine baglidir.



Ex vivo gene therapy In vivo gene therapy
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EXVIVO GENE THERAPY

[solate cells with genetic defect from a patient

= /l

Grow the cells in culture

4

Introduce the therapeutic genes.

-] =
N\ /

Select genetically corrected cells and grow.

4
Transplant the modified cells to the patient.




IN VIVO GENE THERAPY

 Direct delivery of therapeutic gene into target
cell into patients body.

* Carried out by viral or non viral vector
systems.

* It can be the only possible option in
patients where individual cells
cannot be cultured in vitro in
sufficient numbers (e.g. brain cells).



Vektorler

e Hedef hiicrelere tedavi edici geni sunmak icin kullanilan

tasiyicilara vektor denmektedir. Gen tedavisi basarisi buylk

Olcide gen parcasini aktarabilen vektore baglidir. Uygun bir
vektor, DNA parcasini secimli ve verimli bir sekilde, en az

toksisite ile hedef hiicrelere sunabilmelidir.



VECTORS IN GENE THERAPY

$.:®:0

Viruses  Cationic I’ulxmm Dendrimers — CP Poptides  Liposomes

* To transfer the desired
gene into a target cell,

a carrier is required.
Such vehicles of gene
delivery are known
as vectors.

.
o
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* 2 main classes
— Viral vectors

— Non viral vectors
Uptake and Biological Activity



Hicre cekirdegine ulasincaya kadar genlerin hem hicre
disinda hem de hiicre icinde degradasyonu onemli
sorunlardandir

Dolayisiyla tedavinin basarisi, esas olarak terapotik genin
herhangi bir biyodegradasyon olmadan hedeflenen hicreye
girisine baghdir.

Bununla birlikte DNA 'nin biyolojik ortamdaki nukleaz
duyarlihgi, polianyonik hidrofil ve oldukca bulyuk
makromolekil yapisi hiicre zarindan pasif bir sekilde gecisini
sinirlandirir




|deal Vektdrin Ozellikleri

DNA parcalarini aktarabilmesi icin yeterli kapasiteye sahip olmali,

Kolaylikla yuksek konsantrasyona ulasabilmeli,

Hedef dokuya spesifik olmali,

Stabil olmali,

Immun yanit olusturmamali, toksik olmamali,

Etkinligi yUksek olmali,

Uzun sureli gen ifadesi saglamal..



|deal
Vektorun
Ozellikleri

1- Vaskuler endotelyal hiicreler ve kan bilesenleri ile

etkilesim icinde olmamali,

2- Retikuloendotelyal sistemden (RES) kacabilme
yetenegine sahip olmali, glcli bir immin yanit

olusturmamali,

3- Hucre zarindan gecip hedef bolgeye ulasabilecek
kadar ktcuk olmall,
4- Hazirlanmasi kolay ve buyuk miktarlarda ticari

olarak Uretimleri ucuz olmalidir.



Vektorler

* Su ana kadar, bu o6zelliklerin timuine sahip olan

mukemmel bir vektoér bulunamamistr.

* Hasta doku 6zellikleri ve bozuk genin buyukltgline gore

her hastalik icin 6zel bir vektdr tasarlamak gerekir.

e Cunku her vektor, belli 6lctlerde, disardan verilen DNA
parcasini tasiyabilir. Genlerin buayukligl de vektor

secimi icin 6nemlidir.



Viral

Vektorler

* Terapotik genleri tasiyan non-patojenik hale
getirilmis viruslere viral vektorler denir.

* Vektor olarak kullanilan virGslerin genlerinin
hastalik yapici kisimlari genetik muhendisligi
uygulamalarindan yararlanilarak uzaklastirilir ve
bu genlerin yerini terapotik genler alir

* Tastyici olarak en cok kullanilan virisler; adeno
virusler, retro virusler, adeno-iliskili virusler,
herpes virusudur




Retrovirus Aracili Gen Terapisi

Retrovirls aracili gen terapisi icin iki virts yapisinin kullanilmasi gerekir.

1. Bunlardan biri tedavi edici vektordir ve klonlanmis saglam geni ve
paketleme sinyalini tasir;

2.digeri ise uzun terminal tekrarlari (LTRs) ile cevrelenmis retrovirtisin ¢
yapisal genini tasiyan viris RNA’sidir ve paketleme sinyali icermez.




RetrovirUs Aracili Gen Terapisi

* Yapisal vektér kapsid proteinlerinin Uretilmesi ve virlUsin montaji icgin
gereklidir; gag, pol ve env genlerini tasir. (GAG: matriks proteini, POL:

revers transkriptaz enzimi, ENV: envelope proteinini kodlar).

* Vektor, paketleme sinyali icermedigi icin Uretilen virls partiklllere giremez

ve hastayi enfekte edemez.



Retrovirus
Aracili Gen

Terapisi

e Her iki viris vyapisi ayni anda mevcut
oldugunda, klonlanmis geni iceren tedavi edici
vektor, kapsit icine paketlenir.

* Tedavi edici  vektorin kapsit icine
paketlenmesi, uygun bir htcre kultlri
kullanilarak gerceklestirir, bu htcre hattina
“paketleme hiicre hatt” denir.

* Gag, env ve pol genlerinin delesyonu vektor
replikasyonunu defektli hale getirir ve bu
yuzden paketleme htcre hatti kullanihr



A) TYICAL RETROVIRUS GENOME
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B) RETROVIRUS VECTOR SYSTEM
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A) Retrovirus genomunun yapisi

B) Retrovirias vektorun ddaretilmesi igin
gereken DNA parcalan

1- Yapisal vektor

2- Terapotik vektor
um om
Yapisal ve terapotik vektor

ayn anda bir memeli hicre
hatina verileceklir

Paketleme hucre hatt

Terapotik retrovirus partikulleri
‘ Hastaya nakil edilmesi



Tablo-1. En Sik Kullanilan Viral Vektérler ve Ozellikleri (24).

Adenovirus AAV Retrovirus / Lentivirls Herpesvirus
Aile Adenoviride Parvoviride Retroviride Herpesviride
Genom dsDNA ssDNA ssRNA" dsDNA
Bolunen ve Bolunen ve Bolunen ve

Enfeksiyon / tropizm

bolunmeyen hucreler

bolunmeyen hucreler

Bolunen hucreler

bolunmeyen hucreler

Konak¢i genomu ile

Entegre olmaz

Entegre olmaz

Entegre olur

Entegre olmaz

etkilesimi
Transgen ifadesi Gegici Potansiye: uzun Uzun émiirli Potanslye: uzun
omurlu omurlu
Paketleme 7.5 kb 45 kb 8 kb >30 kb
kapasitesi

AAV: Adeno-assosiye virus, +: Pozitif iplikgikteki RNA, dsDNA: Cift zincirli DNA, ssDNA: Tek zincirli DNA



Adenovirus
DNA

Retrovirus
RNA

No integration

Integration to |,
to the genome

the genome




Viral Vektorlerin Dezavantaijlari

 Retroviriis bolinmeyen hiicreleri enfekte edemez,

Adenoviriis immiunolojik yanit gosterir, herpesvirlisiin

sitotoksik etkisi vardir ve adeno-assosiye virus kisitli

vabanci genetik materyal tasiyabilme kapasitesine

sahiptir.

 Tum virtslerin ortak dezavantaji genin yanlis bir yere

verlesme tehlikesidir.




Viral Vektoérlerin Dezavantaijlari

e Bu sekilde konakci hiicrenin diger genlerini keserek
kansere ya da baska bozukluklara yol acabilir. Birden
fazla hiicre cesidini enfekte edebilme ozelligi ve esey :

hiicrelerine girme ihtimali, onlarin diger dezavantajlari
olarak bilinir.

* Ancak gunimuzde bu dezavantajlari ortadan kaldirmak
icin cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Virise ait kapsit
proteinlerini degistirip spesifik bir dokuya, o0Ornegin
karaciger hepatosit hucrelerine girebilme  06zelligi
kazandiran viral vektorlerin elde edilmesi gibi calismalar
yapilmaktadir




Non-Viral Vektorler

* Non-viral vektorlerler nispeten glivenli,
e dustik immun cevap olusturan,
* hazirlamasi kolay,

e dustik maliyetli ve

e buylk miktarlarda tretimi mimkun olan
tastyicilardir.




Non-Viral Vektorler

* Ayrica farkli ve buluyuk genlerin tasinmasini gerceklestirebilirken,
stabilitelerinden dolayr uzun sire depolanabilirler. Fakat dusuk
transfeksiyon verimine sahip olmalari genis bir yelpazede

kullanimlarini sinirlamaktadir



QO

_ 1. Tasiyic Sisteme lhtiyac
Non-Viral

Vektorler

Duymayan Uygulamalar

2. Tastyici Sistemler




* Herhangi bir tasiyici sisteme ihtiyac duymadan
hiicre zarini daha gecirgen hale getirmek icin
fiziksel kuvvetlerin kullanildigi ilk grupta htcre

zarini gecici olarak zayiflatmak icin mekanik,

ultrasonik, elektrikli, hidrodinamik ya da lazer

Non-Viral
Yontemler

tabanli sistemlerden yararlanilir.

 Hicre zarindaki bu gecici degisim tasinan

DNA'nin hedef hiicreye girisini saglar




Elektroporasyon

* Elektroporasyon yonteminde; hiicre zarinin
gecirgenligini kontrolli bir elektrik alan uygulayarak
arttirmanin sonucunda aktarilacak olan DNA'nin hucre

icine gecisi saglanir.

* Basarili bir sekilde cesitli dokularda kullaniimistir (Deri,
kas, karaciger ve tumor vb.).

e Guvenli, verimli ve tekrarlanabilir bir yontem olmasina
ragmen in-vivo uygulamalarda kisitlamalara sahiptir
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e Gen tabancasi yonteminde; hedef hicre
veya doku icerisine gonderilecek gen;

biyvouyumlu, hizlandirilmis altin, tungsten,

Gen giimis gibi agir metal partikiilleri
Tabancasi kullanilarak taginir.

* Ideal partikul tasiyici; biyouyumlu, inert ve

I

ktictk capli olmalidir

/
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: Particle gun
Particle DNA
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Transformation

No vaccuum required. Portable

Microcarriers coated on the inside of a plastic tube
and accelarated using pressurized He.

Biolistic




Gen

Tabancasi

Tastyicilar, plazmit DNA ile kaplanir ve gerekli
hizlandirma yuksek voltajli elektrik kivilcimi
altinda su buharlastirma veya helyum desariji
aracihigiyla saglanir.

Gen tabancasi araciligiyla transfer yonteminin
pek cok avantaji vardir.

Hizli sekilde gerceklestirildiginde yuksek seviyede
ve uzun omurli gen ekspresyonu basarilabilir.

Fakat; tim dokuya gen transferinde dusik
penetrasyondan dolayi verimlilik oldukca azdir
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Helium Gas
Plastic Disk

DNA Coated
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Screen
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Sonoporasyon

e Ultrason aracili gen transferi ya da sonoporasyon; ultrason dalgalari kullanilarak hticre zarinin
gecirgenligini, zarda meydana gelen porlar ya da akustik kavitasyonlar araciligiyla arttiran yeni
yontemler arasindadir. Guvenli olmasi, non-invaziv olmasi ve ameliyat gerekmeden i¢ organlara
ulasabilmesi gibi avantajlari bulunmaktadir
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Tastyicl

Sistemler

* Non- viral tasiyici sistemlerin ikinci
grubunda; DNA cekirdege ve hlcre icerisine

cesitli
sentez
vektor

c<imyasal reaksiyonlar araciligiyla
enmis tastyicilarla tasinir. Kimyasal

er viral vektorlerin tasidiklari

sakincalari asmak icin ortaya ¢cikmis umut

Verici,

alternatif tasiyici sistemlerdir.



Nonviral gene vectors
lipoplex

lipopolyplex
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cationic lipid (e.g. DOTAP)

b

fusogenic lipid (e.g. DOPE)

b

neutral lipid (e.g. Chol)

PEG-lipid

cationic polymer
(e.g. PLL)
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nucleic acids

PEG-lipid (e.g. transferrin, TAT)
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e Bu vektorler hicre cekirdegine gen

transferini iyilestirmek icin U¢c amac tasirlar:

1- DNA'nin () vyukdni  maskelemek,

Non-Viral
Vektorler 2- DNA'y1 daha kucuk yapmak icin sikistirmak,
3- DNA'yi hucre ici nukleazlar tarafindan
yikimdan korumak. '
> 4




e Bu amaclar anyonik DNA ile polikatyonlar

arasindaki elektrostatik etkilesimler,
biyobozunur polimerler araciligiya

enkapsulasyon veya DNA’ya adsorbsiyon ile
gerceklestirilir

Non-Viral

* DNA ve polikatyonlar arasindaki elektrostatik
etkilesimlerden yararlanilarak olusturulan
gen salim sistemleri anyonik DNA ile
katyonik lipitler veya polimerler arasindaki
elektrostatik ilgiyi kullanirlar '

/

Vektorler
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Non-Viral Vektorlerin Avantajlari

* Virds haricindeki vektor sistemlerinin Gretimi kolay ve goreceli olarak
ucuzdur, paketleme kapasiteleri buyuktir ve her seyden onemlisi
biyoglvenirliligi yuksektir.

* Laboratuvarda yabanci DNA'yi hiicre icine aktarma gorece olarak
kolaydir ve viral sistemlerin glivenlik problemlerinin kontrol altina
alinamadigi durumlarda bu yontemlerin bazilarinin gen tedavisinde
kullanilma potansiyeli vardir. Ancak giinimuzde tim bu yontemlerin,
disuk gen transfer etkinligi ve kisa streli ekspresyon olusturabilme
problemleri vardir



Lipozomlar

* Lipozomlar, memeli hicrelerinin membran yapisi model alinarak
yvapay olarak belli lipidlerin sivi ortamda karistirilmasi ile olusturulan
sentetik araclardir.

Hydrophobic drug

Aqueous
solution

f Hydrophobic tail

Hydrophilic drug Hydrophilic head
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Lipozomlar

* Ornegin fosfolipidler, biyolojik membranlarin yapisini taklit eden cift
tabakali arac olusturur. Fosfolipidlerin olusturdugu aracta hidrofilik
fosfat gruplari dis tarafta, hidrofobik lipid kuyruklari i¢c tarafta bulunur.

* Aktarilacak DNA in vitro lipozom ile paketlenir ve in vivo hedef dokuya
dogrudan gen transferi icin kullanilir. Lipozom-DNA kompleksi
lipopleks, polimer-DNA kompleksi ise polipleks olarak adlandirilir.

Katyonik lipozomlarin pozitif yizey yukt oldugundan DNA ile dogal
olarak kompleks olusturur.
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Lipozomlar

* DNA'nin lipid kilif ile sarilmasi DNA'nin in vivo ortamda

parcalanmasini dnler ve hticre icine endositoz ile alinmasini saglar.

e Katyonik lipozomlarin gen aktarim etkinligi daha iyi oldugundan
(negatif yukli membranlara kolaylikla penetre olur) ve hitcre icinde
aktarilan DNA'yi yikimdan etkin bir sekilde koruyabildiginden, gen

aktarim deneylerinde en fazla tercih edilen formdur



Lipozomlar

* Ancak, gen aktarim etkinligi
viral vektorlerden 10 000 kez
dusuktir ve aktarilan DNA
kromozomal DNA icine
entegre olacak sekilde
tasarlanmamistir.

Hydrophilic drug

DNA/RNA/sIRNA

Brush regime
(High PEG density)

Targeting ligand ( A.)
ﬁ“%‘i Protein
\}r Antibody

0000 reptide

o .. Carbohydrate

% small molecule

Surface-
conjugated
drug

Mushroom regime <

(Low PEG density)
Hydrophobic drug

Crystalline drug



* Lipidler kimyasal ve yapisal 6zelliklerine gore
membrandan gecis yollari degisse de yapilan
calismalardan cogu, klatrin-aracili endositoz ile
membrandan gectiklerini gdostermistir. Lipidler,
membrandan gectikten sonra DNA'yi
sitoplazmada serbest birakirlar.

* Kompleksten ayrilan DNA molekullerden ¢cok
dusuk bir miktari ntkleusa ulasabilmektedir.
DNA’nin nukleusa transportu lipofektin
araciligiyla gerceklesir. Nikleusta DNA, nuklear
membranin yapisinda bulunan nuklear gozenek
kompleksi (nuclear pore complex, NPC) ile
korunur

Lipozomlar




e Gen transferinde kullanilan polimerler
DNA'ya afinitesi ve hlcreye transferi en
viuksek olan katyonik polimerler olup

: DNA/Polimer kompleks vyapisina polifleks

PO“merler denir. Bu katyonik polimerler; linear, dalli ya

da dendrimerik yapiya sahiptirler. Polimerin

pozitif yukli amin grubu DNA’ya baglanir




Dogrusal Polimer

Dallh Polimer

Dendrimer




e Polimerik nanopartikiillerin en o6nemli

ozellikleri biyouyumluluk, biyobozunurluk,

kimyasal transformasyonlar araciligiyla

Polimerler

kolaylastirlimis  yuzey modifikasyonlari,

miikemmel farmakokinetik kontrol ve

kontrollu ilac salimidir

/
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 Fakat bu sistemde de hazirlama kosullarindaki

olumsuzluklardan (organik solventler, yiiksek

sicaklik, yiiksek kayma kuvveti) dolayi transfer

PO“merler edilecek DNA'nin  parcalanmasi,  dusiik

enkapsitilasyon verimliligi, dusuk DNA

biyoyararlanimi sebebiyle tamamlanmamis DNA

salimi gibi problemler mevcuttur




