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OZET

Gen tedavisi, geleneksel tedavilerle kiyaslandiginda kanser tedavisinde yeni firsatlar sunmaktadir. insanda ilk olarak kullamima girdigi
zamandan bu yana in vitro ¢alismalarin yaninda 400’den fazla klinik uygulama gergeklestirilmistir. Gen tedavisi bashigi altinda ¢esitli
protokoller ve farkli stratejiler kullanilmaktadir. Bu yazida hem gen tedavisine iligkin kavramlar, tedavide kullanilan stratejiler ana basliklar
halinde agiklanmaya caligilacak hem de bas-boyun kanserlerindeki uygulamalar konusunda bilgiler sunulacaktir.

Anahtar Sozciikler: Gen Tedavi; Bas boyun; Kanser

GENE THERAPY IN HEAD AND NECK CANCERS

SUMMARY

Gene therapy offers new opportunities in cancer therapy other than traditional treatment options. In addition to in vitro studies, more
than 400 clinical trials have been carried out in human subjects since its first application. Various protocols and different strategies do exist
under the gene therapy heading. In these article concepts of gene therapy, treatment strategies will be explained under main headings as well

as applications in head and neck cancers.
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GIRIS

Gilintimiizde genel olarak cesitli kanser tipleri
ile benzer sekilde bas-boyun bolgesi kanserlerinde de
gen tedavisi ile ilgili klinik protokoller artis
egiliminde bulunmaktadir. Siiphesiz bu durumun en
onemli nedenlerinden biri 6zellikle bas-boyun bolgesi
kanserlerinde radyoterapi (RT), kemoterapi (KT),
cerrahi veya bunlarin ¢esitli kombinasyonlarindan
olusan geleneksel tedavi protokollerinin sinirlarinin
az cok belirlenmis olmasidir. Tanida giderek artan
Ozgiilliik ve duyarlilik 6lgiitlerine ragmen geleneksel
tedavi protokolleri ile ulasilan sinirlar beklenin ¢ok
altindadir. Genel olarak bas-boyun kanserlerinde kiir
ancak hastalarin yarisinda saglanabilmektedir'.

KT ve RT, hizla bolinen hiicreleri hedef
almaktadir. Tiimor hiicrelerinde ise her iki yonteme
karsi da belirgin direng gelisimi s6z konusudur. Doz
artinmina gidilmesi durumunda ise hem timor
hiicrelerine yonelik duyarlilik azalmakta hem de
sistemik toksisiteye bagli ciddi sorunlar ortaya
¢ikmaktadir. Diger taraftan bas-boyun bdlgesinde
timor kitlesinin radikal rezeksiyonlarla tamamen
cikarilmasi bile operasyon sonrast dénemde lokal
rekiirrens, bolgesel rekiirrens ve ikincil primer
gelisme riskini tamamen ortadan kaldiramamaktadir.
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Ozellikle bas-boyun bdlgesindeki kanserler
icin ortaya konulan “alan kanserlesmesi” kavrami
cerrahi tedavi sonrasi sik olarak ortaya ¢ikan
rekiirrens ve ikincil primerlerin agiklanmasinda 6nem
tasimaktadir. Bu konu lizerinde ilerideki boliimlerde
daha ayrintil1 olarak durulacaktir.

Geleneksel yontemlerdeki engellere karsilik
molekiiler biyoloji, genetik ve immiinoloji alaninda
son yillarda bagdondiiriici hizdaki kesifler ve
yenilikler, tiimér gelisiminde molekiiler diizeydeki
yolaklarin (pathway) belirlenmesi ile bir yandan
kanser gelisimini gitgide aydinlatirken diger yandan
da bu yiiksek birikimin klinik uygulamalara da
aktarilmasi egilimini dogurmustur. Normalde eriskin
viicut hiicrelerinde ¢ogalma siki  bir kontrol
altindadir: hiicreler, GO veya G1 olarak adlandirilan
hiicre siklusu fazlarinda boliinmeden bulunmaktadir.
Hiicrenin bu fazlarda kalmasi, bolinme fazina
gecmesi  veya apopitozise ugramast pS53  ve
retinoblastoma geni (Rb) proteinleri ile adlandirilan
iki ana yolaktan gelen sinyaller ile yakindan
iligkilidir. Bu yolaklarda bulunan proto-onkojen ve
tiimdr baskilayici genlere ait protein {iriinleri dnemli
rollere sahiptir Bu genlerdeki mutasyon ve
delesyonlar ile genin fonksiyon kaybina ugramasi
sonucu hiicre ¢ogalmasi {izerindeki kontroliin
kaybina yol acabilir. Ger¢i normal hiicreden timor
hiicresine gecis i¢in bir ¢ok gende mutasyonlar ve
fonksiyon kayiplar1 gerekli olmakla birlikte defektli
genlerden sadece bir tanesinin diizeltilmesi bile,
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timoOr  ilerlemesinin  durdurulmasinda

olabilmektedir.

yeterli

Gen tedavisi nedir? Nasil dogmustur?

Gen tedavisi heniiz deneysel asamada olup,
tedavide yaygin sekilde uygulamaya girmis degildir.
Tedavi yaklagiminda genel hedef, hastaligin genetik
temeline kaynaginda miidahale edilmesidir; dogal
“wild” tip “allel”’den elde edilen “transgenik
DNA”nin hastaligin sebebi olan mutant “allel”’i
tastyan hiicrelere aktarilarak anormal durumun
diizeltilmesi ya da daha basit olarak normal genin
bozuk olan fonksiyonu diizeltme amaciyla hiicreye
aktarimidir. Bu sekilde gen aktarimi yoluyla fenotipik
diizelmenin  saglandigit  uygulamalar  hayvan
deneylerinde  basar1 ile  gergeklestirilmektedir.
Insanda gen tedavisi uygulamast ilk defa 1990 yilinda
gerceklestirilmis  ve gilinlimiize kadar 5000’in
iizerinde hastada 400’den fazla klinik tedavi
protokolil uygulanmstir.

Insanda uygulanabilen gen tedavisinde olasi
2 ana tip hiicre bulunmaktadir, germ hiicrelerine ve
somatik hiicrelere yonelik tedavi. Somatik gen
tedavisi viicut (soma) hiicrelerine odaklanir. Buradaki
yaklagimda somatik hiicrelerin bir kismina yonelik
miidahale ile hastalikta diizelme hedeflenir. Metot
olarak once defektif genotip tasiyan hastadan bazi
hiicreler alinir, klonlanarak c¢ogaltilmis olan “wild”
tipdeki normal gen kopyalar1 bu hiicrelere aktarilir.
Son agamada olusan bu “transgenic” hiicreler tekrar
hasta viicuduna geri verilir. Buna karsilik germ
hiicreli gen tedavisinde ise sperm veya ovuma
miidahale s6z konusudur. Bu hiicreler {izerinde
yapilacak iglemlerle kalitsal hastaliklarin Oniine
gecilmesi gibi parlak bir sonu¢ beklentisi olsa da
teknik zorluklarin yaninda ciddi etik problemleri de
biinyesinde tagimaktadir. Bu nedenlerle germ
hiicrelerine yoOnelik yontemin giinlimiizde pratikte
kullanimi olmadigindan, bu yazida somatik hiicrelere
yonelik gen tedavisi lizerinde odaklanilacaktir.

Gen transferinde kullanilan metotlar:

Gen tedavisinde verimliligi belirleyen temel
iki faktér bulunmaktadir; tedavi edici genin
potansiyeli ve hedef hiicreye genin ulagma etkinligi.
Bu nedenle gen potansiyeli ile ulastirma etkinliginin
toplami en iist diizeye ¢ikarildiginda klinik etkinlik te
o denli yiiksek olacaktir. Vektoriin kan dolagimina
enjeksiyonundan sonra etkili olabilmesi i¢in hem
hedef tiimor hiicrelere ulasabilmesi hem de uzun bir
stire ¢esitli  dis etkilerden (immiin  saldiri,
sekestrasyon, degradasyon) korunmasi
gerekmektedir. Hedef tiimore ulasmada “yiizey
hedefleme” (surface targetting) ozellikle
adenoviruslarin ~ tasiyict  olarak  kullanildig:
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durumlarda etkinligi biiyiilk oranda artirmaktadir.
Insan epitelyal hiicre adezyon molekiiliiniin
(EpCAM: Epithelial cell adhesion molecule) mide ve
0zofagus kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore
daha yiiksek ekspresyon gosterdigi saptanmuistir.
Sonucta EpCAM molekiiliilne spesifik antikorlari
bulunduran viruslarin, mide ve 6zofagus hiicrelerini
daha spesifik olarak enfekte ettigi gosterilmistir’.

Giiniimiizde gen transferi amaciyla kullanilan
yontemler viral ve non-viral olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Klinik uygulamalarda kullanilan en
onemli  vektér (tastyic1) viruslar  retrovirus,
adenovirus, adeno-associated virus ve herpes
viruslardir. Bununla birlikte sayilan viruslarin higbiri
ideal gen tedavi sistemi igin gerekli kriterlerin
timiinii saglayamamaktadir. Bu nedenle son yillarda
yari-sentetik veya sentetik viral vektorler Onem
kazanmistir. Viral olmayan tipteki transfer metotlar
arasinda ise lipozom, protein-DNA kompleksi,
kalsiyum-fosfat  presipitasyonu, elektroporasyon,
hiicre igine enjeksiyon veya vektorsiiz olarak
DNA’nin enjeksiyonu bulunmaktadir’.

“bystander” etkisi:

Transfekte gen tasiyan vektor virus ile
enfekte olan tiimor hiicrelerinin, ¢evrelerinde temasta

olduklar1 ‘virus ile transfekte olmamis timor
hiicrelerinde’ hiicre olimiini uyardiklari
gosterilmistir. Bu etkiye “bystander” etki adi

verilmektedir ve bu etkiyi artirmak igin g¢esitli
calismalar yapilmaktadir. Vektoriin timor hiicresine
transferindeki diisiik etkinlik sorunu “bystander” etki
belli bir diizeye ¢ikarilabildiginde asilabilir. Bu yolla
olusan hiicre Olimiinde hiicreler arasinda toksik
metabolitlerin aligverisi, anjiogenezin baskilanmasi
ve Olen hiicreden komsu hiicrelere gonderilen
sinyaller basglica mekanizmalardir. Hiicreler arasi
iletisimi artiran genetik materyaller yardimi ile bu
etki daha da artirilabilir. Ayrica hiicre Olimii ile

olusan immiin uyar1 timor hiicrelerinin lokal
Oliimiiniin artmasina yardimer olur.

Kanserde gen tedavisi stratejileri:

Kanser  tedavisinde  gen  tedavisinin

potansiyeli ve ideal sinirlari, kanser olusumu ve
gelisimine iliskin molekiiler diizeydeki bilgilerle
dogrudan orantilidir. Oniimiizdeki yillarda, insan
genomunda bulunan kanserle iligkili genler mutasyon
analizleri ve “knockout” analizleri ile belirlenecektir.
In-vivo ve in-vitro deneylerle elde edilen
deneyimlerden gen tedavisinde en iist diizeyde
etkinlik saglayacak stratejiler gelistirilmistir. Bu
stratejiler dort ana baglik altinda, 6zellikle bas-boyun
bolgesi gdz oOniline alinarak incelenecektir (Tablo 1).
Bu bagliklar hakkinda daha ayrintili bilgi vermeye
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gegmeden Once basg-boyun bdlgesi kanserlerinin
molekiiler genetigi ve biyolojisi hakkinda &zet bir
bilgi verilmesini faydali buluyoruz.

1. Replasman gen tedavisi
- Onkojen aktivasyonun inhibe edilmesi
- Tiimor baskilayict gen aktivasyonu
2. Immiinoterapi
3. Intihar gen tedavisi (genetik 6n-ilag aktivasyon tedavisi)
4. Tiumorde anjiogenezisin inhibe edilmesi

Tablo 1. Bag-Boyun Kanserlerinde Gen Tedavisi Stratejileri

Bas-Boyun  Kanserlerinin  Molekiiler
Biyolojisi ve Alan Kanserlesmesi Kavrama:

Bas-boyun kanserlerinin anlagilmasinda ve
tani-tedavi segeneklerinin belirlenmesinde “bdlge
kanserlesmesi” (field cancerization) ©Onemli bir
kavramdir. Bu kavram ilk olarak 1953°de Slaughter
tarafindan oral kanserlerle ilgili olarak ortaya
atilmisti.  Genis mukozal ylizeylerin sigara gibi
kanserojenlere uzun siireli maruziyeti sonrasinda ¢ok
sayida ve birbirinden bagimsiz prekanseréz ve
kanser6z odaklarin gelismesi olarak agiklanabilir®.
Bas-boyun bdlgesinde agiz boslugu, orofarenks,
larenks ve Ozofagus kanserlerinde bu kavram
tanimlanmistir. Normal hiicreden kanser hiicresine
gecis cesitli genetik degisikliklerin biriktigi “cok
basamakli karsinojenezis (multistep carcinogenesis)”
siirecidir.

Bu kompleks siire¢ c¢esitli onkojenlerin
aktivasyonu ve timor Dbaskilayicti  genlerin
inaktivasyonunu  icermektedir. Bu  genlerdeki
degisiklikler hiicre siklusu ve apopitozis’i (programli
hiicre 6limi) gesitli diizeylerde etkileyerek normal
hiicreden kanser hiicresine gegise yol agmaktadirlar.
Once kok hiicrelerden biri, bir veya bir kag genetik
degisiklik sonucu normal biiyiime kontroliinii
kaybeder ve komsu hiicrelere gore daha fazla biiylime
avantaji elde eder. Bu sayede bir tek kok hiicre
giderek cogalip bir klon haline doniisiir. Bu klon
genisleyerek cevresindeki normal mukoza
hiicrelerinin yerini alir ve bir “bdlge” haline gelir. Bu
klonu olusturan hiicrelerin komsu normal hiicrelere
gore daha yiiksek biiylime-gelisme kapasitesine sahip
olusu, bu siirecin esas itici giiciinii olusturmaktadir.
Uzun siireli kanserojen maruziyetleri {ist solunum ve
sindirim sisteminin mukozal yiizeyinde bu sekilde
cok sayida Dbirbirinden bagimsiz  bdlgelerin
olusmasia zemin hazirlayabilir. Bu sekilde olusan
cesitli klonlar yeni genetik degisikliklerin (genetic
hit) eklenmesi ile farkli alt-klonlara doniisebilirler.
Her eklenen yeni genetik degisim hiicreye kontrolsiiz
olarak  biiylimesi i¢in daha biiyiik avantaj
kazandirabilir. Bdylece saatli bombay1 andiran bir
siire¢ i¢inde alt-klonlardan biri invaziv bir kanser
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haline doniisebilir. Hastada son  doniisiimiin
gergeklesebilmesi, etkilenen kok hiicrelerin miktari
ve genetik degisikliklerin sayisi ile orantilidir. Bu
modelde iki kritik basamak s6z konusudur: 1) Bir
kok hiicresinden bir bolgeyi kaplayan ve biiyiime
kontrolii olmayan bir grup hiicrenin olugmasi, 2) Bir
bolgede kontrolsiiz biiyliyen klonda, invaziv gelisme
ve metastaz gibi kanser Ozelliklerinden olusan son
transformasyonun ortaya ¢ikmasi.

Bas-boyun bolgesi, meme, deri ve akciger
kanserlerinin gelisiminde normal hiicreden kok
hiicreye geciste en Onemli genetik degisiklik 17.
kromozomun kisa kolunda bulunan p53 timor
baskilayict genindeki inaktivasyondur. Bas-boyun
kanserlerinde mutasyona bagli p53 inaktivasyonuna
%40-70 oraminda rastlanmaktadir’. Bu gendeki
mutasyonlar karsinoma insitu, orta-agir displazi gibi
premalign bdlgelerde ise %20 gibi yiiksek oranlarda
rastlanmaktadir®. p53 genindeki degisikligi takiben,
3p, 9p, 8p ve 18q kromozom bolgelerinde olusan
delesyon ve mutasyonlar, bu bolgelerde yerlesimli
olast tiimoér baskilayict genlerin inaktivasyonu
sonucunu dogurmakta ve neticede daha hizla
biiyliylip gelisen alt-klonlar meydana gelmektedir. Bu
bolgelerden 9. kromozomun kisa kolunda yerlesimli
pl6 (INK4) geninin Dbag-boyun kanserlerinde
inaktivasyonu %50 diizeyinde bulunmaktadir’.

Diger taraftan onkojenlerdeki aktivasyon
daha az belirgindir. Bag-boyun kanserlerinde myc,
ras, neu, bcl ve int onkojenlerinde anormal
ekspresyon saptanmustir®. Larenks kanserlerinde
%25-35 diizeylerinde “Cyclin D1” ve epidermal
bliylime faktoér reseptdriinde - epidermal growth
factor receptor (EGFR) %25-35 diizeylerinde
amplifikasyon rapor edilmistir’. Ozellikle 11.
kromozomun uzun kolunda 11ql13 bandinda
yerlesimli  “Cyclin D1” proto-onkojeni hiicre
siklusunun Onemli diizenleyicilerindendir. Timor
cevresindeki normal veya premalign oOzellikteki
mukozada, bu genin amplifikasyonuna %70 oraninda
rastlanmasi nedeniyle premalign-malign geciste
6nemli bir basamak oldugu iddia edilmektedir'’.

Bag-boyun kanserlerinin  genetik  yapisi
hakkinda verilen bu 6zet bilgiden sonra simdi gen
tedavisinde kullanilan stratejiler bas-boyun kanserleri
de gbz Oniine alinarak incelenecektir:

1. Replasman Gen Tedavisi - Hiicre siklusu
defektlerinin onarmmi: onkojen inaktivasyonu,
tiimor baskilayici gen aktivasyonu.

i-) Onkojenlerin aktivasyonunun inhibe
edilmesi

Onkojenlerin aktivasyonu ¢esitli sekillerde
bloke edilebilir. Hedef onkojene ait niikleotit dizisini
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tamamlayic1 (complementary) DNA parcalart igeren
bir vektor verilebilir. Ornegin onkojenin niikleotit
dizisi ..GAATGGGCC.. seklindeyse
..... CTTACCCGG....... seklinde DNA parcasini igceren
bir  vektér wverilebilir Bu DNA  parcalar
transkripsiyon oldugunda, ortaya ¢ikan “antisense”
RNA, onkojene ait mRNA ile baglanir ve bu sekilde
olusan RNA ¢ift sarmali ile translasyon-protein
sentezi bloke edilmis olur. Gen ekpresyonunun
spesifik olarak inhibisyonu i¢in onkojen mRNA’ s1 ile
tamamlayici 6zellikteki kisa oligodeoksiribonukleotid
(ODN)’ ler de kullanilabilir. Bunlar da benzer sekilde
RNA-protein sentezi asamasinda gen ekspresyonunu
bloke ederler. ODN’ler onkojenin bulundugu DNA
cift sarmalindaki biiyiik oluklara baglanarak {i¢lii bir
sarmal yapisi olusturur ve DNA’dan RNA’ nin sentez
edildigi transkripsiyon safhasim bloke eder''.
Onkojen inaktivasyonunun en 6nemli dezavantaji bu
yolla  tiimdr hiicrelerinin  herzaman ortadan
kaldirilamamasidir. Bu nedenle tiimoriin
baskilanmasi saglamak icin onkojene ait “antisense”
molekiillerin devamli olarak verilmesi gerekmektedir.
Buna ragmen hiicre kiiltiirleri ve “xenograft’lerde
yapilan calismalar erken safhada olmakla birlikte
imit verici goziikmektedir. Epidermal biiyiime
faktorii reseptor genine ait “antisense” gen tedavisi
bas-boyun kanserlerine ait ‘“xenotransplant”lar
tastyan farelerde uygulanmis ve tiimoral yapida
bliylimenin inhibe oldugu gosterilmistir. Ayrica
EGFR genindeki inhibisyonun endotelyal hiicre
gelisimi de baskiladigi gosterilmistir'>. Aym strateji
“Cyclin D17 proto-onkojeni igin bas-boyun
kanserlerine ait hiicre kiiltlirlerinde uygulanmis ve in
vitro ve in vivo olarak tiimor gelisiminin azaldigi
gdsterilmistir'”.

ii-) Tiim6r baskilayici gen aktivasyonu:

Fonksiyonel p53 proteini eksik timdr
hiicrelerinde normal p53 ekspresyonunu yeniden insa
etmenin etkisi lizerine ¢esitli dokulara ait hiicre
kiiltiirlerinde genis sekilde calistlmistir'.

p53 geni hiicre siklusunda G1 kontrol
noktasinin regiilasyonunda &nemli bir rol oynar.
Hiicre DNA’sinda hasar olustugunda p53 geni aktive
olarak hiicre g¢ogalma sistemini durdurur, bdylece
hem DNA’ da olusan hasarin tamiri i¢in zaman
kazanilir hem de DNA’ daki hasarin c¢ogalma ile
bagka hiicrelere gegmesi Onlenmis olur. Tamirin
miimkiin olmadig1 durumlarda apopitozis tetiklenerek
hiicrenin ortadan kaldirilmasi saglanir. Buna karsilik
malign transformasyon gosteren hiicrelerde siklikla
rastlanan mutant tip p53 ise hiicre siklusunu kontrol
yetenegini  kaybettiginden  kontrolsiiz  sekilde
ilerleyen hiicre biiyiime ve gelisimi ortaya ¢ikar.
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Oncelikle bas-boyun kanserine ait hiicre
kiiltiirlerinde adenovirus vektorii ile enfeksiyon
sonrasinda, p53 ekspresyonunda 10 kata yakin artig
saptanmis ve buna paralel olarak da kanser
hiicrelerinde biliyiimenin durdugu goézlenmistir. Ayni
sekilde in vivo olarak bas-boyun kanser kitlesini
tastyan farelerde, p53 genini tastyan adenoviruslerin,
peritiimoral infiltrasyonunu takiben tiimoral kitlede
belirgin kii¢iilme saptanmistir. Daha sonra yapilan
baska bir ¢caligmada da, kanser hiicrelerinde p53 geni
transferi ile gerceklesen biiylimenin durdurulmasinda
etkili mekanizmanin apopitozis oldugu da ortaya
konulmustur'”>. Apopitozisin uyarilmasi ve tiimor
hiicrelerinin ayiklanmasi sayesinde saglanan tiimdral
gelisim baskilanmasi, onkojenlerin inaktivasyonu ve
hiicre siklusunun durdurulmasina goére ¢ok daha cazip
bir yontem olarak goriinmektedir.

Fonksiyonel p53 geni ile enfekte hiicreler ve
enfekte olmayan hiicreler birbirleri ile temas halinde
yetistirildiginde, p53 negatif kanser hiicrelerinde de
%29 oraninda biliylimede inhibisyon saptanmistir.
Buna karsilik hiicreler birlikte ancak birbirleri ile
temasta olmadan kiiltiir yapildiginda bu tiir etkiye
rastlanmamistir. Bu c¢alisma da “bystander etki” nin
p53’ ile iliskisini ortaya koymaktadir'®.

Bas-boyun kanserlerinde p53 disinda baska
tiimor baskilayici genlerin de gen tedavisindeki etkisi
aragtinlmisti. Bu  ¢aligmalardan  birinde p21
(WAF1/CIP1) ile p53’ iin etkileri kargilastirilmisgtir;
p21 geni tasiyan adenoviruslarla enfekte kanser
hiicrelerinde p53” {in tersine biiylimede duraklama
gozlenmemistir'’. Buna karsilik baska bir ¢alisma da
pl6 ve p2l1 genlerinin kanser hiicre kiiltiirleri
iizerindeki etkileri birlikte ve ayr ayr arastirilmistir:
her iki gen de ayr ayr biiylimeyi inhibe ederken,
birlikte enfekte edildiklerindeki etki ayni diizeyde
kalmus sinerjistik veya aditif etkiye rastlanmanustir’.

Bas-boyun bdlgesine ait kanserlerde en sik
rastlanan genetik degisiklerden birisi de p16 (INK4)
timor baskilayic1 geninin inaktivasyonudur. Bu
sebeple pl16 geni, gen replasmaninda ideal bir hedef
olmustur. pl6 genini yiiksek diizeyde iiretebilecek
sekilde dizayn edilen adenovirus (Ad5-pl6) invitro
olarak  bag-boyun kanseri  hiicre  kiiltiiriine
uygulandiginda hiicre biiylimesinin %96’ya varan
etkinlikte inhibe edilebildigi gosterilmistir. Ayni
calismada “flow-cytometric” analizlerle de hiicre
siklusunun G1-S araliginda %90’ a varan diizeylerde
duraklama oldugu tesbit edilmistir'®.

Son yillarda fonksiyonel olarak birbirini
tamamlayan tiimdr baskilayict genlerin birlikte
verilmesi durumunda, apopitozisin uyarilmasinda
koopere sekilde galigabildigi gosterilmistir. Karaciger
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ve kolon kanserlerinde (p53 mutant veya diisiik
diizeyde), p53 ve pl6’nin birlikte verilmesi
durumunda sinerjistik etki elde edilmistir. p16, bir
diger timor baskilayici olan Rb iizerinden etkili
olmaktadir, bu nedenle de Rb geninin saglam olmasi
gerekmektedir. Ancak bu g¢alismada pl6 ile p53’iin

birlikte hangi mekanizma ile sinerjistik etki
gosterebildigi tam anlasilamamistir'.

Tiimor baskilayict  gen aktivasyonunun
kullanildigr  ¢esitli ~ klinikk  uygulamalar da

bulunmaktadir. Rekiirrent lokal-bdlgesel metastazi
bulunan ileri evre bas-boyun bolgesi kanserli 33
hastada intratiimoral enjeksiyon seklinde p53 geni
tastyan adenovirus uygulanmistir. Klinik olarak
degerlendirmesi yapilabilen 18 hastanin 9’unda
belirgin klinik cevap alinmigtir. Hastalarda ciddi bir
yan etki veya doz kisitlayici  toksisiteye
rastlanmamigtir. Geleneksel tedavilere cevapsiz 200
bas-boyun kanserli hastaya benzer yontemle yapilan
faz II bir ¢alismada ise %10 tam veya kismi cevap
g6zlenmistir™.

2. Tiimoére Kkarst immiin cevabin

giiclendirilmesi (immiinoterapi):

Kanser gen tedavisinde ilk kullanilan
protokollerde hastadan taze olarak izole edilen tiimor
hiicrelerinin  sitokinlerle modifiye edilmesi soz
konusudur. Bas-boyun kanserlerinde de bu amagla
IL-2 (sitokin; interlokin 2) kullanilmistir: Aktive
olmus T lenfositleri tarafindan iretilen IL-2 dogal
Oldiirlici  hiicreleri (“natural killer: NK) ve T
lenfositleri uyarmaktadir. Bu yontem, fare modelinde
timorde gerilemeyi saglamistir. Insanda yapilan
uygulamalarda T lenfositleri ve NK hiicrelerinde artig
saglanmistir. Ancak sistemik uygulamanin multipl
organ sistemlerinde ciddi toksisiteye yol agmasi
nedeniyle son uygulamalarda intratiimoral yol tercih
edilmektedir. Ayrica tlimorde olusan gerileme siirli
ve kisa siireli olmasi nedeniyle sonuglar beklenen
diizeyde degildir. Buna ilaveten hastadan timor
hiicrelerinin ~ alinmast  ve  sitokin  genlerinin
modifikasyonu i¢in yeterli siire hiicre kiiltiiriinde
beslenmesi zaman gerektiren, zor ve pahali bir
islemdir.

Gilinimiizde immiinoterapinin onemli
ilerleme yapmasi beklenen iki alan bulunmaktadir;
timorle iliskili antijenlerin belirlenmesi ve antijen
sunucu hiicrelerin (“antigen presenting cell”: APC)
antitimér immiin cevap olusturmadaki merkezi
Ozelliklerinin kullanilmasi. Kansere karsi gen tedavisi
gelistirilmesinde en Onemli basamaklardan birisi
insan timor hiicrelerinden (genellikle melanoma)
timorle iliskili antijenlerin klonlanmasidir. Bu
sekilde timor hiicreleri CD8+ veya CD4+ T
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lenfositleri  tarafindan  taninabilmektedir’’. Bu
gelisme timor hiicrelerinde bulunan antijenlere karsi
gelisecek T lenfosit cevabinin artirilabilecegi inancini
molekiiler acidan da desteklemektedir. Bununla
birlikte tiimorlerin heterojen bir yap1 gostermesi ve
timor hiicrelerinin  tiimiinde sadece bir antijenin
dominant olarak bulunma sansinin diisiik olmasi
nedeniyle birden fazla antijeni iceren ‘“kokteyl”
asilama  protokolleri  kullanilmaktadir.  Burada
karsilagilan bir diger sorun da viicudun immiin
sisteminde antijenlere karsi gelisecek toleransin
ortadan kaldirilmasidir. Cilinkii immiin sistemde kendi
antijenlerine kars1 tolerans sik karsilagilan bir
durumdur. Cesitli arastirmalar, immiin toleransin
yenilmesinde anahtar noktanin tiimér antijeninin
aktive APC hiicrelerine aktarilmast  oldugunu
gOstermistir. Sonucta olusan antitimér cevabin
bliytikliigiini 3 ana  kriter  Dbelirlemektedir:
1.migratuar APC hiicrelerinin hedef timdr bolgesi ile
karsilasip, sonra da bolgesel lenf noduna doénmesi,
2.APC hiicrelerinin timoér antijenlerini hiicre igine
alma ve isleme kapasitesi, 3. APC ‘lerin hedefe
spesifik T lenfositleri uyarma potansiyeli. Diisiik
diizeyde apopitozise giden tiimor hiicreleri APC’lerin
bu 1ii¢ fonksiyonunu aktive etmede yetersiz
kalmaktadir. Buna karsilik APC fonksiyonunu uyaran
bagka tipde hiicre oliim sekilleri bulunmaktadir:
hiicre igeriginin stromaya sacilmasi, hiicredeki
yabanci bir antijene bagli 6lim ya da genis ¢aph
apopitozis geligimi.

Otoimmiin hastalik gelisimi, immiinojen
tedavinin potansiyel bir riskini teskil etmektedir.
Timore karsi  otoimmiinitenin  uyarilmasinda
kullanilan tiimérle iligkili antijenler (ekspresyon
diizeyleri farkli olmakla birlikte) viicuttaki diger
doku ve hiicrelerde de bulunabilir. Bu durumda, bu
tir dokular da hedef olarak algilanarak yikima
ugrayabilir.

3. “intihar” gen tedavi (genetik “prodrug”
aktivasyon tedavisi):

Bu tiir tedavide, once tiimor hiicresine gen
yerlestirilir, daha sonra bu gene ait protein iirlinii
hastaya verilen bir 6n ilact (nontoxic “prodrug”)
toksik iiriinlere cevirerek hiicre oliimiine yol acar.
Herpes simpleks virusu timidin kinaz (HSV-tk) gen
tedavisi bu grupta ilk yapilan ve en ¢ok arastirilan
tipdir. Buradaki yaklasimda tiimor hiicreleri HSV-tk
geni ile modifiye edildikten sonra 6n ila¢ olarak
gansiklovir verilir. HSV-tk enzimi gansikloviri
fosforile ederek gansiklovirmonofosfata g¢evirir, bu
iiriin de normal hiicresel enzimlerle
gansiklovirtrifosfata ¢evrilir. Olusan son iiriin DNA
polimeraz1 inhibe eder, DNA’ya baglanarak zincirin
sonlanmasina ve hiicre Oliimiine yol agar.
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Gansiklovirifosfat, 6n ilag olan gansiklovirin tersine
hiicre zarin1 gegemediginden hiicre iginde hapis kalir.
Bas-boyun kanserlerinde hayvan modeli iizerinde bu
yontem denenmistir: tedavinin etkinligi ve tiimorde
gerilemeyi sagladig1 gosterilmekle birlikte viral doz
yiiksek oldugunda HSV-tk geni uzak organlarda da
saptanmistir.

Bu grupta diger bir yol da sitozin deaminaz
geninin kullanimidir. Bu sistemde 6n ilag toksisitesi
minimal olan 5-florositozin kullanilir. Bu ilag daha
sonra sitozin deaminaz enzimi ile toksisite diizeyi ¢ok
yiiksek olan 5-Florourasil’e gevrilir. Bu yoOntemin
bas-boyun kanserlerinde de, hayvan caligmalart ile
timorde gerileme ve tam kiir sagladig
gdsterilmistir™.

Intihar gen tedavisinin solid tiimérlerde
kullanim1 ile ilgili olarak baslangigta siipheler
bulunmaktaydi. Ciinkii vektorlerin hedef geni tlimor
hiicrelerinin tiimiine ulastirmasi miimkiin
goriinmiiyordu. Bununla birlikte “hayvan
modellerinde tiimdr hiicrelerinin sadece %10’unun
hedef geni tagimasina ragmen tiimor regresyonunun
gerceklesmesi “bystander” etkinin de énemli bir rol
oynadigini gosterdi. Baska bir hayvan calismasinda
iki ayr1 bolgede gelisen bas-boyun kanserinden
sadece birine HSV-tk geni transfer edilmesine
ragmen her iki kanserin de regresyona ugradigi
gosterildi. Bu calisgma da, lokal sekilde olusan
“bystander etki” disinda sistemik yolla da immiin
cevaba bagl olarak “bystander etki” gelisebilecegini
gostermektedir.

Intihar gen tedavisi ile ilgili olarak yukarida
belirtilen gelismelere ragmen bas-boyun kanserleri
icin heniiz insanda uygulama gergeklestirilmemistir,
bu nedenle simdilik diger kanserlere iliskin sonuglar
takip edilmektedir.

4. Antianjiogenik gen tedavisi:

Sistemik olarak kullanilabilecek hedefe
spesifik vektorlerin  yapiminda g¢esitli  zorluklar
bulunmaktadir. Buna alternatif bir yol; tiimoriin
normal dokulardan farkli yapidaki biyolojik
yapilarinin hedeflenmesi olabilir. Tiimo6r dokusundaki
biliylimenin en 6nemli ayirt edici 6zelliklerinden biri
anjiyogenezis yoluyla saglanan yiiksek diizeydeki
kan akimidir. Tiimor hiicreleri tarafinda {iretilen
anjiyogenetik faktorler arasinda vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii — vascular endothelial growth factor
(VEGF), fibroblast biiyiime faktorii, anjioproteinler
bulunmaktadir. Diger taraftan tiimor hiicrelerinin
anjiogenezisi inhibe eden faktorler de {irettigi
gosterilmistir. Bu inhibitorler arasinda endostatin,
anjiostatin, antitrombin bulunmaktadir. Bu iki grup
arasindaki denge, tiimoriin anjiogenezis Ozelligini
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belirlemektedir.  Tiimoér  kaynakli  anjigenezis
inhibitorlerinin  belirlenmesi ~ tiimdére  spesifik
antianjiyogenik tedavinin temelini olusturmustur.

Bununla birlikte su anki anti-anjiogenik faktorler ile
etkin sekilde antitiimoral ve anjiostatik etki elde
etmek zor goriinmektedir. Ileri evre kanser
hastalarindaki endostatin ve anjiostatin
uygulamalarinda bir dereceye kadar klinik fayda
saglanmigsa da belirgin bir antitimoral etkinlik
gdzlenmemistir. Anjiostatik bir ilacin antitiimoral etki
olusturmasi birgok faktorle yakindan iliskili icindedir.
Bunlar arasinda tiimdriin  anjiogenez durumu,
endotelin heterojenitesi, kullanilan ilacin potansiyeli
ve biyokimyasal aktivitesi sayilabilir. Bu faktorler
g0zOniine alinarak antianjiogenezis tedavisi tekli
olarak degil ancak diger gen tedavi stratejileri ile
kombine olarak kullanimi daha etkili goziikmektedir.
Bu amagla basg-boyun kanserlerinde endostatin ile
EGFR “antisense” gen tedavisi kombine edilerek
yapilan bir ¢caligmada tlimor gelisimininin tam olarak
inhibe edildigi gosterilmistir''.
Gen tedavisinin gelecegi:

Gen tedavisi uygulamalarinda  gesitli
sinirlamalar bulunmakla birlikte pratikte klinik
kullanimmin bulundugu kanitlanmistir. p53 gen
replasmani ile ilgili klinik denemelerde elde edilen
bilgiler ilerde daha etkili stratejiler olusturma
acisindan imit vericidir. Genetik materyalin direkt
olarak timor icine enjeksiyonunda hem toksisite
azalmakta hem de mevcut tedavi yontemleri ile
birlikte kullanilabilmektedir. Ozellikle bas-boyun

kanserlerinde  intratiimoral  enjeksiyon  kolay
kullanilabilir bir yoldur.
Gilinimiizde gen  tedavisi  geleneksel

tedavilerin yerini alacak diizeye heniliz gelememistir
ancak KT ve RT ile kombine edildiginde, mevcut
tedavilerin etkinligini artirmaktadir.
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