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1.GIRIS

1.1. Gen Tedavisi

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Iilag Dairesi (FDA) kurumunun
tanimlamasina gore insan gen tedavisi, bir gen iirliniin ekspresyonunu diizenlemek
veya terapotik kullanim amaciyla konak¢i dokuya yabanci genomik materyalin
verilmesi ve biyolojik 6zellikleri degistirmenin amaclanmasidir (FDA ve Cber, 2020).
Genetik hastaliklarin tedavisi i¢in gelistirilse de simdilerde basta kanser olmak {izere
farkl1 hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir. Cesitli gen diizenlemelerine
olanak saglamaktadir: (i) hastaliga neden olan bir genin, saglikli bir kopyas1 ile yer
degistirilmesi, (i1) diizgiin ¢alismayan, hastaliga neden olan bir genin susturulmasi,
(111) bir hastaligin tedavisine yardimci olmak i¢in viicuda yeni veya modifiye edilmis
bir genin sokulmasi, (iv) kanser, genetik hastaliklar ve bulasici hastaliklar gibi
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in gen terapisi tiriinleri gelistirilmektedir. 2021 yilina kadar,
klinik gen tedavi ¢alismalarinin %67,4’0 kanser hastaliklar ile iligkilidir (Wiley Veri
Tabani, 2021). Genom miihendisligi teknolojilerinin ilerlemesi, hastaliklar1 nleme ve
yonetmede gen terapisi uygulamasini kolaylastirmistir ve tedavinin basarisini dnemli
olgiide etkilemistir (Belete, 2021). Viral vektorler de gen terapisi i¢in gelistirilen
tirtinlerden biridir ve kanser hastaliginda terap6tik amag ile kullanilmaya baglanmustir.
2003 yilinda gen tedavisi i¢in gelistirilen bir {irlinlin klinik uygulamasini onaylayan ilk
iilke Cin’dir. Boylece ilk ticari onay1 alan gen tedavi iiriinii Gendisin, hiicre dongiisii
kontroliinde 6nemli olan insan p53 cDNAs1 ile E1 geni degistirilmis bir replikatif
olmayan bir adenoviral vektordiir ve bas-boyun yassi hiicreli karsinom tedavisinde

kullanilmigtir (Daley, 2019).

19 Temmuz 2012 yi1linda Avrupa Komisyonu, siddetli lipoprotein lipaz eksikligi
ile ortaya ¢ikan genetik metabolik bozuklugun tedavisi i¢in gerekli genetik materyalin
transferini tasinmasini adenoviriis kullanilan Glibera isimli ilact onaylamistir (Wirth

ve ark., 2020). Bati iilkelerinde kullanimi onaylanan ilk gen terapisi olan Glibera’nin



maliyeti ¢ok yliksek oldugu i¢in yalnizca 31 hasta kullanmistir ve 2017 yilinda ilag
piyasadan g¢ekilmistir (Daley, 2019).

Avrupa Tibbi Uriinler Ajansi’nin (EMA) tanimina baktigimizda, gen tedavi ilact
insanlara uygulandiginda hastalikla ilgili genetik dizinin diizenlenmesi, onarilmasi,
degistirilmesi, silinmesi veya eklenmesi gibi degisikliklerde yer alacak rekombinant
niikleik asitlerden olusan DNA veya RNA aktif bilesenler igermelidir. Ek olarak, gen
tedavi ilacinin profilaktik veya diagnostik etkisinin direkt olarak icerdigi rekombinant
niikleik asit dizisinden veya bu dizinin ifadesi ile olusan RNA, protein gibi iiriinden
kaynaklanmasi gerektigini dile getirmistir. Bu tanima baktigimizda; EMA, enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisi ic¢in gelistirilen {riinleri gen tedavi ilact kapsamina

almamaktadir (EMA, 2022).

Gen Terapisi Klinik Caligmalari ile Ele Alinan Endikasyon

m Kanser Hastaliklari %67.4 (n=2144)

m Monogenik Hastaliklar %11.6 (n=370)

w Kardiyovaskiler Hastaliklar %5.8 (n=186)
Enfeksiyon Hastaliklari %5.8 (n=186)

m Nérolojik Hastaliklar %1.7 (n=55)

m Goz Hastaliklar %1.5 (n=47)

m Enflamatuar Hastalik %0.5 (n=15)

m Diger Hastaliklar %2.0 (n=65)

m Gen isaretleme %1.5 (n=49)

m Saghkh Gonilliler %2.0 (n=63)

Sekil 1.1. Klinik gen tedavi ¢aligmalarinin dagilimi (Wiley Veri Tabani, 2021).



1.2. Gen Dagitim Yontemleri

Gen dagitim sistemi, ilgilenilen hiicre i¢gindeki gen fonksiyonunu diizenleyen
plazmit bazli gen ekspresyon sistemi, hedef proteini temsil eden bir gen ve plazmit
DNA’nin spesifik geni viicuda verilmesine yardimci olan bir dagitim sistemi olmak
izere 3 bilesenden olusur (Han ve ark,2000). Gen iletim sistemleri sayesinde transgen
yani genetik materyal hedef dokuya taginir. Bunun i¢in gegmisten giiniimiize kadar
bircok gen tagima sistemi iizerine ¢alisiimaktadir. Ideal gen iletiminin saglanmasi igin
yeterli miktarda transgen tasimali ve yeterli ekspresyon diizeyine giivenli bir sekilde
cikabilmelidir. Bu sartlar1 saglayabilmek i¢in de viral ve viral olmayan tagima
sistemleri gelistirilmistir (Wang ve ark., 2021). Viral olmayan sistemlerde fiziksel ve
kimyasal yontemler gibi fizikokimyasal yaklasimlar iizerinden gidilir. Kimyasal
yontemlere baktigimizda uzun stireli gen ifadesi goriilse de immiinojenisite, hedefe
Ozgiilliglin az olmasi, kanserojenite, yiiksek maliyet ve yeterli boyutta transgen
tagimay1 saglamamasi gibi onemli sinirlamalar1 vardir (Bouard ve Cosset, 2009). Viral
olmayan gen iletim ydntemlerine baktigimizda DNA enjeksiyonu, elektroporasyon,
gen tabancasi, sonoparasyon, manyetofeksiyon ve lipopleksler gibi birgok ¢esit sistem
karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 1.1.). Genleri hedef dokuya ulagtirmak i¢in viriislerin
secilmesinin bu noktada ayirt edici Ozellikleri vardir. Viriisler iizerindeki ylizey
proteinleri konak¢i hiicrede endositozu aktive ederek onunla etkilesime girer
(Goswami ve ark., 2019). Viral olan gen iletim sistemlerinde en ¢ok lentiviral,
retroviral, herpes simpleks viral, adenoviral ve adeno-iliskili viral vektorlere
odaklanilmistir. Kanser tedavisinde, tiimdr baskilayici genleri, tiimoérle iliskili
antijenleri, inflamatuvar destekleyici faktorleri, immiin kontrol noktasi inhibitorlerini,
anti-anjiyojenik proteinleri, kiigiik enterferans RNA’y1 (siRNA), kanser stromasini
bozan enzimleri ve sitotoksik donistiiriiciileri igerir (Wan ve ark., 2021). Lentiviral
vektorlere baktigimizda konak¢1 genomuna entegre oldugu ve onkogen genleri aktive
edip tiimor baskilayici genleri inaktive edici riskinin oldugu bilinmektedir (Fischer ve
ark., 2005). Herpes simpleks viriisiine (HSV), adenovirtis ile karsilastirildiginda hedef
bolgede gecici ekspresyonu kisitlamasi sebebiyle konakgiya fazla miktarda vermek
gerekmektedir bu da konakgiya agir gelmektedir. Adeno-iliskili virlis (AVV) de

giivenilir bir tagima sistemi olsa da biiyiik boyuttaki transgeni tagimak icin yeterli



degilidir (Nayerossadat ve ark., 2012). Viriisler mutajenez ve sitotoksisite riski tagir
bu riski ortadan kaldirmak i¢in de epizomal yani konak¢1 genomuna entegre olmayan
vektorler gelistirilmistir. Bu vektorlerin basarili gen iletimini yapmasi i¢in konak¢inin
genomuna entegre olmadan hedef dokuda iletilen genin yeterli ekspresyonunu

saglanmasi ve sabit kalmasi gerekir (Sung ve ark., 2019 ve Lee ve ark., 2017).
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Sekil 1.2. Gen tedavi yonteminde kullanilan vektorlerin gesitleri (Belete,2021).

1.3 Adenoviral Vektorler

1.3.1 Adenoviriis Yapisi ve Genomu

Adenoviriis, igerisindeki 26-45 kb. uzunlugundaki ¢ift sarmallit DNA genomunu
cevreleyen dis protein kabuk ile olusmus yaklasik 70-90 nm boyutunda gelismemis bir
ikosahedral pargaciktir (Singh ve ark., 2019). Viriis kapsid yapist esasen hekson
protein trimerlerinden ve protein Illa (pllla), pVI, pVIII ve pIX iceren diger



bilesenlerden olusur. Kapsid koselerinde bulunan pentonlar, hiicre yiizeyine
baglanmadan sorumlu lif protenini tutturmak i¢in hareket eder (Watanabe,2021).
Adenoviriislerin DNA genomu, her iki ucunda 100-140 baz gifti (bg.) iki ters terminal
tekrar1 (ITR) igerir. Kiigiikk genom boyutuna sahip oldugu i¢in de faaliyetlerini
siirdiirebilmek ve yasamina devam etmek icin farkli yollar kullanir. Ornegin, her iki
DNA ipliginden de protein kodlar, alternatif birlestirme uygular ve mRNA’sin1 farkli
poliA modifikasyonlarini kullanir. Adenoviral genler, 5 erken ve 5 ge¢ gen olarak
adlandirilir. Adenoviriis hedef hiicrelere verildiginde, protein sentezi ve replikasyonu
icin gerekli E1A, EIB, E2, E3 ve E4 genlerini konak¢i gen ekspresyonunu
diizenleyerek bu genleri ifade eder. Geg¢ gen olarak simiflandirilan L1-L5 genleri de
konakg1 hiicrenin serbestlesmesi ve pargalanmasi i¢in gereklidir (Singh ve ark., 2018

ve McConnell ve imperiale,2004).

A Penton

Penton

(A) Adenoviriis, ikosahedral simetri sergileyen biiyiik, zarfsiz bir viriistiir. Hekson, penton baz ve
diigiimlii lif, gen iletimi i¢in en 6nemli kapsid proteinleridir. (B) Hekson, viral kapsidin 20 tiggen
yiiziinii olusturan ana proteindir. Kapsidin 240 altigen kapsomerinin her biri diger alti trimerle
etkilesime giren trimerlerdir.12 kose penton kapsomerinden, tig fiber kopyadan olusan penton
tabaninin bes kopyadan olusan bir kompleksten olusur. Her penton kapsomer, bes yiiziin her

biri Gstte birlegsen bes altigen kapsomer ile etkilesime girer. Diigiimli lif, lif tabanindan ¢ikinti yapar.
Ek olarak, adenoviriis genomunun 50 termini, 6ncii terminal proteinine (pTP) kovalent olarak baglidir.
Viral genom DNA's1 histon benzeri bir proteine sarilir ve replikasyonun kokeni olarak islev goren ters
terminal tekrarlarin1 (ITR'LER) igerir (Cody ve ark., 2017).

Sekil 1.3. Adenoviriis yapisi.
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(*) ile kirmiz1 ile gosterilen bolgeler ¢esitli adenoviral vektorlerde silinir. E1 ve E3 bolgeleri birinci
nesilde silindi ve ikinci nesil adenoviral vektorlerde E1, E2, E3 ve/veya E4 silindi. Yardimci bagiml
adenoviral vektorler olarak adlandirilan en yeni adenoviral vektorler, yalnizca ITR'leri ve paketleme
sinyallerini igerir (Singh ve ark., 2018).

Sekil 1.4. Cesitli erken (E) ve ge¢ (L) transkriptleri ve her transkript tarafindan kodlanan
proteinleri gdsteren adenoviriis genom organizasyonu.

1.3.2. Gen Tedavisinde Adenoviral Vektorlerin Kullanimi

Adenoviriislerde, belirli gen dizilerini silerek kanser ve gen tedavi vektorleri
olarak insanda kullanimi i¢in giivenli ve etken hale getirilmesi ilizerine uzun siiredir
calismalar yapilmaktadir ve bu konu lizerine énemli gelismeler elde edilmektedir
(McConnell ve Imperiale, 2004). Insan adenoviriisleri, A-G olarak 7 alt gruba ve
serolojik ozelliklerine gore de 80 ilizerinde serotip olarak ayrilir (Dhingra ve ark.,
2019). Adenoviriislerin C alt tipinde bulunan serotip 5 (AdV-5), hedef hiicrelere
verimli sekilde ulastig1 ve ilgili geni ilettigi i¢in kanser gen terapisinde yaygin olarak
vektor olarak kullanilmaktadir (Uchino ve ark., 2014). Replikasyon eksikligi olan
adenoviral vektorler as1 tasiyict ve gen terapisi vektorleri olarak caligmalarda
arastirtlmaktadir (Dahlman ve ark., 2020). Bu tedavilerin yarar saglayabilmesi igin
genin hedeflenen bdlgeye ulagmasi ve toksistiteyi sinirlamak i¢in olabildigince sadece

hedeflenen bolgeyi enfekte etmesi gerekli ve orada basarili bir tedavi cevabi i¢in uygun



olabilecek yeterli siirede ekspresyonun saglanmasi gerekir (Dhingra ve ark., 2019).
Tedavi cevabini olumsuz etkileyebilecek bu tip sorunlarin {istesinden gelmek igin
simdiye kadar bircok ilerleme kaydedilmistir ve bu gelismeler her gecen giin devam

etmektedir. Gelistirilen stratejiler 3 ana baslik altinda toplanmaktadir.

1.3.2.1. Birinci Nesil Adenoviral Vektorler

Adenoviral vektorlerden viral promotorlerin aktivasyonu ve dolayisiyla
genlerinin ekspresyonu icin gerekli olan E1 dizisi ¢ikarilarak replikasyon kusurlu hale
getirilmis ve transgen i¢in 4.5 kb’ye kadar alan olusturulmustur (McGrory ve ark.,
1988 ve McConnell ve Imperiale, 2004). Ayrica, E1 bolgesi viriisiin onkojenik
donlisim fonksiyonlarm1 da kodlar. Bu nedenlerden dolayi, E1 bdlgesinin
transgenlerle degistirilmesi, adenoviriis vektorlerinin yapiminda kullanilan ve birinci
nesil vektorlere yol acan ilk stratejidir. Adenoviral vektoriin replikasyonunu
saglayabilmesi i¢in ise viral E1 bolgesi igceren insan embriyonik bobrek hiicre hatti
(HEK293) gelistirilmistir (Graham ve ark., 1977). Ileriki yillarda, adenoviral E3
bolgesi proteinlerinin immiinolojik yolaklari inhibe ettigi aydinlatilmistir (Wold ve
ark., 1995). Bu yiizden de E3 bdlgesi in vivo viral amplifikasyonu etkilemeden kismen

veya tamamen silinmistir (Wold ve ark., 1999).

1.3.2.2. ikinci Nesil Adenoviral Vektorler

Birinci nesil vektorlerdeki E1 bdolgesi silinmesine ek olarak hedef hiicrede
replikasyonu igin gerekli proteinleri kodlayan E2 veya E4 bolgelerinde de silinmeler
yapilmistir ve birinci nesilde oldugu gibi HEK293 hiicreleri (insan embriyonik bobrek
hiicre hatt1) ile bu eksiklik tamamlanmistir (Engelhardt ve ark., 1994 ve Lusky ve ark.,
1998). Boylece 10.5 kb boyuta kadar ek alan saglanmistir fakat diisiik verimli vektor
amplikasyonu gozlenmistir ve buna bagli olarak daha diisiik transgen ekspresyonu ile
sonu¢lanmistir. Konakg¢r tarafindan immiinolojik tanimma ve hiicresel toksisite

olugmasindan endise duyulmaktadir (Bett ve ark., 1995 ve Wang ve ark., 1996).



1.3.2.3. Ugiincii Nesil Adenoviral Vektorler

En yiiksek kapasiteli adenoviral vektorlerdir, 36 kb’ya kadar transgen
yerlestirilebilir. ITR ve paketlenme sinyali digindaki tiim viral dizinin silinmesiyle
olusturulmuslardir (Kochanek ve ark., 1996 ve Ishizaki ve ark., 2018). Cogu viral
genin yoksunlugundan dolay1r hiicre kiiltiirii ile tamamlamak yerine adenoviral
proteinlerin sentezlenmesi ek bir yardimer adenoviriis ile saglanmaktadir (Fisher ve

ark., 1996 ve Hardy ve ark., 1997).
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Sekil 1.5. Gelistirilmis adenoviral vektor tipleri (Cody ve ark., 2017).
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Sekil 1.6. Vahsi tip adenoviris tip 5 (Ad5) genomunun semasi ve replikasyon defektor AdV-
5 vektor (Bulcha ve ark., 2021).

Vahsi tip AdS5, 36 kb genom, dort erken transkripsiyon elemanindan (E1, E2, E3 ve E4), bes ge¢
ekspresyon geninden (L1-L5), cis-paketleme elemanlarindan ve iki ITR’den olusur. E1A (kirmiz1 ok)
geni, her biri 6zel hiicresel proteinlerle etkilesime giren dort korunmus alan (CR1-4) igerir. E1B geni,
iki farkli tiimor antijeni, 19kDa (19K) ve 55kDa (55K) proteinleri kodlar. E2 geni, DNA baglayici



proteini (DBP), terminal proteini (pTP), IVa2 ve DNA polimerazi (Pol) kodlar. E4 geni 1-7 a¢ik okuma
cercevesini kodlar. Baglica gec haberci rna'lar (L1-L5) esas olarak virion yapisal proteinleri i¢in kodlar
ve alternatif ekleme ve poliadenilasyon yoluyla biiyiik bir ge¢ promotor (MLP) tarafindan bir dnciil
mrna'dan tiiretilir. L1, I1la ve 52K i¢in kodlar. L2, penton baz geni (kapsid protein III) ve ¢ekirdek
proteinler V, pVII ve pX i¢in kodlar. L3, hekson (kapsid protein II), kapsid protein onciisii (pVI) ve
proteaz (Pr) genlerini kodlar. L4, 100K, 33K, 22K ve pVIII i¢in kodlar. L5, lif genini kodlar (kapsid
proteini 1V). rAd vektorlerinin b-e diyagramlari. b Cogaltma-arizali (RD) vektor. E1A ve E1B bolgeleri
silinir ve eksojen bir promotor ve ilgilenilen bir transgen igeren bir ekspresyon kaseti ile degistirilir (kat
kirmizi X ve sar1 okla gosterilir). E3 ve E4 bolgeleri genellikle daha biiyiik eklemelere uyum saglamak
i¢in silinir ve diger viral genlerin sizdiran ekspresyonunu ortadan kaldirir (Bulcha ve ark., 2021).
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(A) Birinci nesil. Hedef gen, 5'-ITR, bir paketleme sinyali ve homolog rekombinasyon dizisini igeren
bir mekik vektoriine klonlanir. Bu mekik vektoérii ve bir adenoviral omurga vektéric HEK-293
hiicrelerine transfekte edilir ve iki vektdr arasinda homolog rekombinasyon yoluyla adenoviral vektor
olugturulur. (B) Birinci veya ikinci nesil. Hedef gen, 5'-ITR, bir paketleme sinyali ve bir LoxP bélgesi
(ler) igeren bir mekik vektdriine klonlanir. Bu mekik vektorii ve LoxP iceren bir adenoviral omurga
vektorii, in vitro veya HEK-293 hiicrelerinde Cre rekombinaz aracili rekombinasyon yoluyla bir araya
getirilir. (C) Birinci veya ikinci nesil. Hedef gen, 5-1TR, bir paketleme sinyali ve iki homolog kolla
cevrili kanamisin igeren bir bakteri replikasyon dizisi igeren bir mekik vektdriine klonlanir.
Dogrusallastirilmis mekik vektorii ile ampisiline direngli adenoviral omurga vektorii arasindaki
homolog rekombinasyon bakteri hiicrelerinde (BJ5183) gergeklesir ve adenoviral plazmidler kanamisin
iizerinde segilir. Bu plazmid, adenoviral vektor tiretimi icin HEK-293 hiicrelerinde dogrusallastirilir ve
transfekte edilir. (D) Ugiincii nesil. Hedef gen, yalnizca ITR'LER ve bir paketleme sinyali igeren bir
transfer vektoriine klonlanir. Adenoviral vektorii olusturmak i¢in bir yardimeci adenoviriis kullanilir.
Modifiye HEK-293 hiicreleri, paketleme sinyalinin silinmesi nedeniyle yardimci adenoviriisiin
paketlenmesini 6nleyen adenoviral {iretim igin kullanilir (Singh ve ark., 2018).

Sekil 1.7. Farkli tiplerde adenoviral vektorlerin hazirlanmasi (Singh ve ark., 2018).



Adenovirlis genomu 1iyi karakterize edilmistir, genetik olarak stabildir ve
konak¢inin genomuyla biitiinlesmez, hiicre ¢ekirdeginde epizomal DNA olarak kalir
(Athanasopoulos ve ark., 2017). Ek olarak, adenoviral vektorler viral replikasyonu
kontrol etmek i¢in modifiye edilmistir, biiyiik bir klonlama kapasitesine sahiptir, hem
bolinen hem de hareketsiz hiicreleri iletebilir, yiiksek in vivo transdiiksiyon
verimliligine sahiptir ve kolay iiretilebilirler (Lee ve ark., 2017 ve Gao ve ark.,2019).
Adenoviriisler bu 6zellikleri nedeniyle terapétik gelisime giren ilk DNA viriisleridir
(Tessarallo ve ark., 2021). Farkl1 tiplerde gelistirilen bu adenoviral vektorler, in vitro
ve in vivo olarak as1 ¢aligmalari, onkolitik ajanlar veya gen transfer vektorleri gibi gok
cesitli bilimsel olarak mekanizma aydinlatma ve tedavi amacgh terapotik gelisimler i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Konakg¢iya adenovirtis verildiginde ortaya ¢ikan hiicre
disi, hiicre i¢i ve membran bagl reseptorlerleri iceren karmasik bir bagisiklik yanit ag
vardir. Verilen bagisiklik yanit adenoviriisiin verilis tipine, icerdigi DNA genomuna
ve virionun enfeksiyondan once karsilastigi hiicre disi ortama kadar bir¢ok degiskene
baglidir. Bu degiskenler de adenoviral tabanli tedavinin etkinligini arttirabilir veya
smirlayabilir. Ozellikle dogustan gelen bagisiklik sistemi, kendisine yabanci olan
transgenlerin hedefe verilmesi ile gii¢lii bir sekilde tetiklenecektir ve makrofajlar
tarafindan biiyiik miktarlarda enflamatuvar sitokin salinimi baslayacaktir (Muruve ve
ark., 1999). Ote yandan, adenoviral vektorler, viral proteinlerin genetik
manipiilasyonu, psodotipleme ve polimerler veya biyolojik membranlarla
konjugasyon dahil olmak iizere biyolojik yapilarinin modifikasyonu igin stratejilere
uygundur. Bu tiir modifikasyonlar, hedef hiicreye daha fazla 6zgiilliik ve sistemik
uygulamada daha iyi giivenlik saglar; bu nedenle, antiviral konak tepkilerinin
azaltilmasi, kanser immiinoterapisinde adenoviral vektorlerin  kullanimini
destekleyecektir (Tessarallo ve ark., 2021). Sonu¢ olarak Adenoviriislerin
giivenirlilikleri, genis hiicre tropizmi ve gii¢lii bir bagisiklik tepkisini uyarma
yetenekleri gibi birgok 6zelligi, gen terapisinde ve onkolitik kanser tedavisinde viral
vektor platformu, gen dagitim aract olarak kullanilmalarini desteklemektedir.
(Coughlan ve ark., 2020 ve Ricobaraza ve ark., 2020). Bir¢ok avantaja sahip olan
adenoviral vektor tabanli tedavileri kanser gen tedavisinde daha etkin kullanabilmek

adina adenoviral vektor viicuda girdiginde ona karsi olusabilecek dogustan gelen
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immiin sisteminin ve hiicrelerinin cevabini anlama gayretinin siirmesi gerekmektedir

(Zachary ve ark., 2008 ve McConnell ve imperiale, 2004).

1.3.2.4. Gen Tedavide Kullamlan Adenoviral Vektorlerin Hiicre icerisine

Girmesi

Viriis ile hiicre etkilesimine baktigimizda, bilgi hem viriisten hiicreye hem de
hiicreden viriise dogru aktarilir (Greber ve ark., 1993). Bdylece enfeksiyon, hiicre ve
viriisiin gidisatin1 ayarlar (Greber ve ark., 1993). Ornegin viriisiin hiicre reseptdriine
baglanmasi ile hiicreye girisi baslar ve sinyal yolaklar1 aktifleserek hiicre biitiinliigiinii
bozarlar. Bu da hiicre biiylimesini, konak¢t immiin sistemi hiicrelerini veya membran
onarim bilesenlerinin aktivasyonunu tetikleyebilir (Greber ve ark., 1994). Hiicreden
viriise giden sinyal ile de virlisiin kararlilk durumunu ve virlisiin yapisinda
olusturabilecegi degisiklikleri kontrol edebilir (Johnson ve ark., 2010). Bu siirecte
bircok sinyal alici, baglayici ve siireci kolaylastirict molekiil rol oynar (Lasswitz ve
ark., 2018). Tip 5 adenoviriisten iiretilen vektorlerin klasik yolla hiicrelere girisinde
fiber topuz (knob) domainin Coxsackie ve Adenoviriis reseptoriine (CAR) baglanmasi
aracilik eder. Bu giiclii baglanmadan sonra, adenoviral vektore ait penton yapisi ile
hiicre yiizeyindeki integrinler (avB3 ve avl35) arasindaki etkilesim sayesinde viral
vektoriin hiicreye girisi kolaylasir (Lord ve ark., 2016 ve Wickham ve ark., 1993).
Viral vektor, membrandan niikleusa dogru ilerledik¢e kapsidi kademeli olarak kapsid
yapisi bozulmaya baslar (Greber ve ark., 1993).Viral vektoriin, endosom vesikiiliinden
c¢ikist ile vektor mikrotiibiil ag1 lizerinde bulunan niikleer gzenek kompleksine taginir
(Stewart ve ark., 1993 ve Wodrich ve ark., 2010).Vektoriin bu tiibiile yerlesimi ile
hiicresel protein etkilesimleri artar ve kapsid yapisinin ¢oziilmesiyle ortaya ¢ikan
transgeni de iceren viral DNA, bir sonraki gen ekspresyonu i¢in niikleusa dogru geger

(Coughlan ve ark., 2010).
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Sekil 1.8. Adenoviral vektoriin hiicreye girmesi. (Alnasser, 2020).
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Sekil 1.9. Hiicreye giren adenoviral vektdriin genetik materyalinin niikleusa girigi
(Coughlan,2020).
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1.4. Adenoviral Vektorlerin Hedef Dis1 Etkileri

Giliniimiizde artik ticari olarak satis1 onaylanmig birkag¢ viral vektor bazli gen
tedavi ilaglar1 bulunmakla birlikte kanser gen terapisinde kullanilabilecek ¢ok sayida
viral vektor caligmalari, klinik 6ncesi deneyler ve klinik denemelerin farkli
asamalarindadir (Shirley ve ark., 2020). Terapotik transgeni tasima kapasiteleri ve ¢cok
cesitli memeli hiicre tiplerini verimli/etkin sekilde enfekte etme yeteneklerinin olmasi
tizerine viriislerin replikatif ve patojenik yeteneklerinin ortadan kaldirilmasi, onlar1
gen terapisinde kullanima ideal hale getirir (Nayak ve ark., 2010). Bununla birlikte,
tedavide kullanilan vektor ve tasidig terapdtik transgenin iirlinlerine karst konakgida
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkileri olusmasi gen tedavilerinde viral vektor
ile gen tasinmasi Oniinde 6nemli engeller olusturarak kullanimini sinirlandirmaktadir
(Shirleyn ve ark., 2020). Bu durum da kanser gen terapisinde viral vektor kullanimi
etkinligi ve giivenirliligi lizerine bazi endiseler dogurmaktadir; hedef doku, transgenin
hedefe tasinmasi, ekspresyonu ve konak¢inin verecegini immiin yanitlar. Bu sorunlari
asmak i¢in de viral vektorler gelistirilmektedir. Su ana kadar lentiviriisler, adenoviriis
ve adeno-iliskili viriisler lizerinde ¢aligmalar yapilarak gen terapi tedavisini daha etkin
ve daha giivenilir hale getirilmeye calisilmaktadir. Zhang’e gore (1999), transgenin
etkin bir sekilde taginmasi i¢in vektorlerin belli basli baz1 6zelliklere sahip olmasi

gerekmektedir (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Transgenin etkin bir sekilde tasinmasi i¢in vektorlerin sahip olmasi gereken bazi
ozellikler

Transgenin Etkin Bir Sekilde Tasinmas I¢in Vektérlerin Sahip Olmas1 Gereken
Baz1 Ozellikler

Yiiksek gen transfer verimliligi
Biiyiik boyutta gen tasima kapasitesi
Tasman transgenin seleksiyonu
Sitotoksitite konrolii
Immiinojenisite regiilasyonu

Kolay iiretim ve manipiilasyon

Ucuz iiretim

Giivenli ve kullamish uygulama

Klinisyen ve hastalar tarafindan kabul edilebilirlik
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Bu 6zellikleri baz aldigimizda adenoviral vektorlerin diger vektorlere gére daha
etkin bir potansiyel gen dagitim sistemi aday1 oldugu diisiiniilmektedir. Adenoviral
vektorlerin en biiylik avantajlarindan biri, ¢cok cesitli hiicre tipleri i¢in diger viral
vektor sistemleri arasinda en verimli gen transferini saglamalaridir. Ozellikle genleri
hem c¢ogalan hem de ¢ogalmayan hiicrelere aktarabilirler (Breyer ve ark., 2006).
Ayrica, yasam dongiisii konake¢1 hiicre genomuna entegrasyon gerektirmediginden,
Adenoviral vektdorler tarafindan verilen yabanci genler epizomal olarak eksprese edilir
ve in vivo olarak uygulandiginda diisiik genotoksisiteye sahiptir (Zhang, 1999 ve
Liebert, 2004). Ek olarak, adenoviral vektorler ¢ok yiiksek verime sahiptir, yiiksek
titrelerde kolayca (> 102 pfu/ml) elde edilebilirler. Klinik ¢alismalara baktigimizda
viral vektor tabanli gen terapilerin %50’sinde birgok avantajli 6zellige sahip olan

adenoviriis kullanildig1 gézlenmektedir (Bulcha ve ark., 2021).

a b
Number of
Vectors clincal trials
° Adenovirus 575
50% Adeno-associated Virus 250
'z%°|° Adenovirus Lentivirus 315
Lentivirus Total 1140
&) Adeno-associated Virus ' *

a.Kullanimdaki adenoviriis, adeno-iligkili viriis veya lentiviriis vektorlerinin yiizdesini gdsteren pasta
grafigi. b. Farkli viral vektorleri kullanan mevcut klinik arastirma sayisinin tablosu.(Diinya Capinda
Gene Terapi Denemeleri tizerine Wiley veritabani).

Sekil 1.10. Klinik arastirmalarda vektor kullanimai.

Scibetta ve ark. (2005), E1 ve E2 bolgesi ¢ikarilmis tip-5 adenoviriis (AdS-GFP)
ile insan meme epitel hiicresi olan HB2 hiicre hattin1 enfekte ederek enflamatuar ve
immiin yanit yollarmin aktivasyonunda rol oynayan IL-8, IL-6, ve TNF-a gen
ekspresyon profillerinene bakildiginda vektor enfekte edilmemis hiicrelere gore yukari
regiile edildigi gézlemlemislerdir. Amin ve ark. (1995), beta galaktosidaz enzim geni
iceren bu tip replikasyon eksikligi olan adenoviral vektorleri kullanmis ve kontrol
olarak kullandig1 enfekte edilmemis insan A549 hiicre hattinda da IL-8 artis1 gozlense
de enfekte edilmis hiicrelerde 6nemli bir IL-8 artig1 gormiislerdir. Yine IL-8 seviyesine

bakilan baska bir ¢calisma da HelLa hiicre hattina Beta-glukuronidaz igeren adenoviral
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vektor ve LacZ genini ifade eden kontrol adenoviral vektor verilmis (AdLacZ)
verilmistir. HelLa hiicre hattin1 AdLacZ ile enfekte ettikten 19 saat sonra IL-8
tiretiminin arttigint ELIZA ile gostermis ve adenoviral vektdr enfeksiyonu sonrasi
inflamasyonda yer alabilecegini sdylemislerdir (Bruder ve Kovesdi, 1997). Bir baska
calismada da ortamda sitokin varligi ve yoklugu etkisini karsilastirmak i¢in insan
primer endotel hiicrelerine Beta galaktosidaz enzim geni i¢eren adenoviral vektor
vererek ortamda sitokinlerin varlifinin promotdr etkisi iizerinde etkili olabildigi
gosterilmistir. Sonug olarak, IL-10’un endotel hiicrelerde promotor aktivitesini asagi
regiile ederken, tiimor nekroz faktorii (TNF-a) ve interlokin 1 Beta (IL-1B) promotor
aktivitesini arttirdigini gostermislerdir (Ritter ve ark., 2000). 1996 yilinda Noah ve
ark., insan akciger hiicrelerini kiiltiirlemis ve vahsi tip Adenoviriis 5(wtAdS) ve
reporter gen olan LacZ geni i¢eren adenoviriis tip 5 (Ad.CMV.LacZ) 9‘c¢ maruz
birakmustir. 24, 48 ve 96 saat Ad.CMV.LacZ vektoriine maruz kalan hiicrelerde
sitopatik etki goriilmez iken wtAdS5 vektoriine maruz birakulan hiicrelerde 72.saatten
sonra sitopatik etkiler (yuvarlak ve bagimsiz/kiiltiir tabanindan kalkmis hiicreler)
goriilmiistiir. Bu caligsmada, 24 ve 48.saatte toplanan hiicrelerde IL-6 ve IL-8 salinimi
tespit edilememis fakat ayni kiiltiirleri tiimor nekroz faktorii-alfa stimiilasyonundan 24

ve 48.saatten sonra hem IL-6 hem de IL-8 salinimi1 belirgin bir artig géstermistir.

Sonug olarak adenoviral vektorlerin giivenlikleri, genis hiicre tropizmi ve giiclii
bir bagisiklik tepkisini uyarma yetenekleri gibi bir¢ok 6zelligi, gen terapisinde bir gen
dagitim araci olarak kullanilan bir viral vektor platformu olarak kullanilmalarim
desteklemektedir. (Coughlan ve ark., 2020 ve Ricobaraza ve ark., 2020). Cesitli viral
vektor kullanilan bir¢ok immiinojen tedavi stratejisi uygulanmistir ve hayvan
modelleri ve hastalarda yapilan caligmalar, viral vektorlerin genleri kanser hiicrelerine
tasimak ve anti-timor immiin tepkilerini indiiklemek icin terapodtik potansiyelini

gostermistir (Collins ve ark., 2008).
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1.5. inflamasyonda Etkin Rol Oynayan Faktorler

1.5.1. inflamasyon ve Iimmun Yanit

Inflamasyon hiicreye bir zarar geldiginde viicudun vermis oldugu immiin bir
cevaptir (Song ve ark., 2019). Inflamasyonun. pek ¢ok nedeni vardir: Kanser,
bagisiklik sistemi bozukluklari, zararli Kkimyasallara maruz kalma, fiziksel
yaralanmalar, enfeksiyon patojenleri ve depresyon gibi psikolojik rahatsizliklar (Roe,
2020). Kanser hastalarinin yarisindan fazlasinda goriilen inflamasyon kanser
hastaliginin kendisi ile iliskilidir. Hatta baz1 kanser hastalarinda Klinik kronik
inflamatuar bir tablo goriinmese bile kanser dokularinda inflamatuar hiicre
infiltrasyonu gerceklesebilir (Scand, 2020). Enflamatuvar yanitin devamliligi, kanser
baslangici, ilerlemesi, malign transformasyonu ve metastazini destekler (Song ve
ark.,2019). Inflamasyon hakkinda yorum yapabilmek igin enzimler, proteinler ve
TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8 gibi sitokinler biyobelirteg olarak goriilmektedir (Prasad ve
ark., 2016). TNF-alfa, IL-1Beta, IL-6 gibi sitokinlerin varligi enflamasyon ile dogru
orantilidir, inflamasyonun gidisati ile ifade ve salinim miktarlar1 da artmaktadir (Punt
ve ark.,2019). Adenoviral vektor asilarina yanit olarak salinan sitokinlerin profiline
iliskin veriler sinirlidir. Farelerle yapilan bir ¢alismada, kas igi asilamadan 3 saat
sonrasinda IFN-alfa ve CXCL10, asilama bdlgesinde bulunan lenf diigiimlerinde
saptanirken kas dokusunda saptanamamistir. Kanda da yalnizca asilamadan 24 saat
sonra IFN-y, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 ve IL-15 gozlenmistir (Collignon ve ark.,
2020).Adenoviral vektor aracili tedavilerde,etkinligin verimliligi i¢in damar yolu ile
kanser veya genetik rahatsizlig1 olan hastalara enjekte edilmektedir. Replikasyon
yetenegi olmayacak bicimde tasarlanan terapdtik viral vektorler viicuda girdiginde
bagisiklik sistemi patojen iligkili molekiiler sekiller (PAMP) sebebiyle vektorleri
gercek viral patojen olarak algilar ve bdylece viicut viriis varligia kars1 dogal
bagisiklik mekanizmasini aktiflestirerek kemokin ve sitokin tiretimini tetikler.
Asilama yontemi ile verildiginde 24 saat iginde serumda sitokinler ortaya ¢ikar. Bir
caligmada agilamadan 1 saat sonrasinda IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-alfa inflamatuvari

baslatic1 sitokinlerin varlig1 saptandigi goriilmiistir (Paolo ve ark., 2009). 24
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sonrasinda ise bu yaniti tetikleyici sitokinlerin neredeyse higbirinin kanda bulunmaya
devam etmedigi, temel seviyelere indigi tespit edilmistir (Machiels ve ark., 2019;
Atencio ve ark., 2006). Reid ve ark. (2002) gore, 24 saatlik olan inflamasyon baslatici
sitokin miktar1 artisin1  ortamda bulunan vektér dozuna baglu oldugunu
disiinmektedir. Viral vektor tedavi yonteminin gilivenirliligini arttirict yonde

caligmalar devam etmektedir (Atasheva ve ark., 2020).
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Sekil 1.11. Viriis-hiicre etkilesimi sonucu inflamasyon baglangici. (Shaw ve ark., 2019.)

1.5.2. Interlokin-1Beta (1L-1B)

Tiimoér mikro g¢evresinde (TME) bulunan monosit, makrofaj ve dendritik
hiicreleri gibi immiin sistem hiicreleri, fibroblastlar ve kanser hiicreleri gibi cesitli
hiicre tipleri tarafindan iiretilen proinflamatuar bir sitokindir (Mercogliano ve ark.,
2021). IL-1B onciilii olan Pro-IL-1B aktif hale gelmesi i¢in enflamasyonla aktive
edilmis cesitli proteazlar ile boliinmesi gerekir ve boliindiikten sonra aktif hale gelen
IL-1B reseptorii olan IL-1R1’e baglanarak asag: sinyal akis1 gerceklesir (Pyrillou ve
ark., 2020). IL-1B, enfeksiyonlara karsi konak savunmasinda yer aldig1 gibi doku

homeostazinda ve onariminda da 6nemli bir rol oynar (Mooij ve ark., 2017). Kanserde
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yuksek seviyelerde ifade edilen IL-1B immiin hiicrelerine etki ederek immiin yanitta,
stirekli Niikleer Faktor kappa Beta (NF-kB) aktivasyonunu (Haabeth ve ark., 2015) ve
mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) aktivitesini (Chung ve ark., 2009)
yonlendirerek tiimor gelisimini destekleyen siiregler olan anjiyogenez (Song ve ark.,
2003), metastaz ve gog siireglerinde, kanser hiicrelerinin cogalmasinda etkin role sahip

olan bir interl6kindir (Mercogliano ve ark., 2021).

1.5.3. interlokin-6 (1L-6)

IL-6, aktive olan fagosit hiicreler, fibroblastlar, endotel hiicreler ve baz1 T
hiicreleri tarafindan iretilir (Mak ve ark., 2014). IL-6, enflamatuar reaksiyonlar gibi
cesitli hiicre fonksiyonlarini modiile edebilen ve JAK / STAT3 ve PI3K / AKT sinyal
yolaklarinin aktivasyonunda goérevli olan bir sitokindir (Schafer, 2007). Timor
gelisimini destekler ve anjiyogenez, metastatik gociin diizenlenmesinde rol oynar
(Akira ve ark., 1993; Chen ve ark., 2010 ve Santer ve ark., 2010). Chen ve ark. (2013),
in vitro model olan CE81T hiicrelerinde IL-6 ifadesini susturarak tiimor biiylimesini
onemli dl¢lide baskilamustir ve in vivo hayvan modelleri deneyleri yaparak ayni sonucu
almiglardir. Adenoviriise karsi immiin yanitta IL-6’nin spesifik bir rol oynadigi
goriilmektedir; in vivo galismalarda, AdV-5 intranazal inokiilasyonundan sonra IL-1
ve TNF-alfa gibi diger proinflamatuar sitokinlerden daha oOnce ve yiiksek
konsantrasyonda gozlenmistir (Coussens ve ark., 2002). IL-6 knock-out farelerle
yapilan ¢aligma ile, naif CD4+ T hiicrelerinin efektor IL-4 {iretebilen Th2 hiicrelerine
polarizasyonundaki 6nemi aydmlatilmistir (Rincon ve ark., 1997). Yine vahsi tip ve
IL-6 knock-out farelerle yapilan baska bir calismada, E1/E3 bolgesi silinerek
tasarlanmis adenovirlis enjekte edilerek IL-6’nin akut faz prote