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Talasemide Gen Tedavisi

Gene Therapy in Thalassemia

OZET Transfiizyon bagimli talasemi hastalarinda transfiizyon ve selasyon konusunda bir¢ok gelisme ya-
sansa da bilinen tek kiiratif tedavi allojenik kok hiicre naklidir. En iyi sonu¢ tam uyumlu kardesten ya-
pildiginda alinmakta, diger nakillerin (parsiyel uyumlu nakil, akraba dis1 tam uyumlu dondrden nakil,
haploidentik nakil) morbidite ve mortalitesi daha yiiksek olmaktadir. Hastalarin ancak tigte birinden daha
azi1 i¢in HLA tam uyumlu dondr bulunabilmektedir. Son iki dekatta talasemide gen tedavisi konusunda
umut verici gelismeler oldu. Fonksiyonel f-globin geni elde etme, ekleme ve gen diizenleme stratejileri
iizerine ¢aligmalar yapildi. Lentiviriis kullanilarak gelistirilen gen ekleme stratejilerinin basarist kanit-
land1 ve klinik ¢aligmalarda hastalarin ¢ogunda transfiizyon bagimsizlig1 gosterildi. Gen tedavisinin oto-
log kok hiicre nakli ile yapilmasi, teorik olarak biitiin hastalara uygulanabilmesini saglamakta ve
transplant iliskili risklerin, ge¢ yan etkilerin daha az olmasi beklentisini dogurmaktadir. Bununla bir-
likte, insersiyonel mutasyon gelistirme riski agisindan uzun dénem ¢alisma sonuglart beklenmektedir. Bu
yazida, dncelikle globin gen yapisi anlatildi. Daha sonra lentiviriis aracilig1 ile fonksiyonel B-globin geni
eklemek igin vektor tasarimi, baslatilan klinik ¢alismalar ve sonuglart 6zetlendi. Gen diizenleme strate-
jileri ise temelde B-globin mutasyonunun diizeltilmesi ve BCL11A iizerinden HbF’nin artirilmasi yon-
temlerini icermektedir. Metinde, bu konunun ve klinik ¢alismalarin ayrmtilarina deginildi.

Anahtar Kelimeler: Talasemi; genetik tedavi

ABSTRACT Although there have been many transfusion and chelation developments in transfusion-
dependent thalassemia patients, the only known curative treatment is allogeneic stem cell transplanta-
tion. The best results are obtained when it is done from a matched related donor, can be found for only
less than one-third of the patients. It can be performed partially mismatched related donors, related hap-
loidentical and matched unrelated donors, but its morbidity and mortality are higher. There have been
promising developments in gene therapy for thalassemia in the last two decades. Studies on functional
B-globin gene addition and gene editing strategies were conducted. The success of gene insertion strate-
gies developed using lentivirus has been proven, and most patients have demonstrated transfusion inde-
pendence in clinical trials. Performing gene therapy with autologous stem cell transplantation enables it
to be applied to all patients theoretically. It raises the expectation that transplant-related risks and late side
effects will be less. However, long-term study results are awaiting in terms of the risk of developing in-
sertional mutations. In this article, first, the globin gene structure was explained. Next, the vector design
for adding the functional B-globin gene with lentiviruses is explained. The clinical trials and their results
were summarized. Gene editing strategies mainly include the correction of f-globin mutation and in-
creasing HbF via BCL11A. Details of this issue and clinical trials were also mentioned in the text.

Keywords: Thalassemia; genetic therapy

emoglobinopatiler diinyadaki en yaygin tek gen hastaliklari olarak bilinmekte
ve tiim insanlarin yaklasik %5’ inde hemoglobin (Hb) bozukluklari ile ilintili
genetik varyasyonlar goriilmektedir. Beta () talasemi Akdeniz, Orta Dogu ve
Asya bolgelerinde; orak hiicreli anemi ise Afrika’da yaygin olarak goriilse de gocler so-
nucunda tiim diinyada gittik¢e biiyiiyen bir saglik problemi olarak karsimiza gikarlar.'
Diinya genelinde yilda 275.000 orak hiicreli anemili bebek, 50.000’den fazla f talasemi
majorli bebek dogmakta;  talasemi majorli bebeklerin 30.000°den fazlasi transfiizyon
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bagimli olmaktadir.? B talasemi majorlii hastalar tedavisiz
kaldiginda derin anemi gelistirerek ilk dekatta kaybedilir-
ler. Yaklagik 50 yildir uygulanan standart tedavi; hayat
boyu transfiizyon ve demir selasyonudur. Hastalar iyi takip
edildiginde normal yasam siirelerine yakin hayatlar miim-
kiin olsa da tedavi uyumu farkli sebeplerle her zaman sag-
lanamamaktadir. Tekrarlayan transfiizyonlar ve yetersiz
selasyona bagli komplikasyonlar gelismekte, gelismis iil-
kelerde bile hastalarin yarisina yakininda ciddi morbidite
ve mortalite gozlenmektedir.® Bilinen tek kiiratif tedavi al-
lojenik kok hiicre naklidir. 1980’lerin bagindan itibaren uy-
gulanmaya baslanan bu tedavide, yillar i¢inde tekniklerin
ve teknolojinin gelismesi ile %90’1n {izerinde basar1 sag-
lanmigtir.* Talasemiye bagh komplikasyonlar gelismeden
(demir yiikiine bagli organ disfonksiyonlari, transfiizyon-
lara baglh enfeksiyonlar), erken donemde hematopoietik
kok hiicre transplantasyonu (HSHT) yapildiginda iyi yanit
alindig1 bilinmektedir.* Her y1l diinyada 50.000 hastaya ta-
lasemi major tanis1 konulmasina ragmen %75 vakada HLA
uygun dondr bulunamamakta ve ancak %10 vakaya (5.000-
10.000 vaka) HSHT uygulanabilmektedir.** HLA uygun
kardes dondr bulunamamasi ve sadece kiigiik yastaki has-
talara 6nerilmesi nedeni ile HSHT ile kiir sans1 ¢ogu hasta
icin saglanamamakta ve bu nedenle diger kiiratif tedavi-
lere ihtiya¢ bulunmaktadir.! 2000 yilinda Sadelain ve ark.
tarafindan fare deneylerinde lentiviriis kullanilarak p-glo-
bin genlerinin kok hiicrelere bagaril sekilde transdiiksiyo-

nunun gosterilmesi ile talasemide gen tedavisi konusunda
6nemli bir adim atilmistir.® Gen tedavisi, otolog kok hiicre
nakli ile yapilmasi nedeni ile teorik olarak biitiin hastalara
uygulanabilir ve transplant iliskili riskler daha diistiktir.”
Son yedi yil icerisinde birgok klinik ¢aligma baslatilmig
olup, ticari ve ulasilabilir hale getirilmeye ¢alisilmaktadir.

I GLOBIN GEN YAPISI VE DUZENLENMESI

Hemoglobin; 2 alfa (o) ve 2 beta (B) globin zincirinden olu-
san tetramerik yapida bir proteindir. Beta gen kiimesi, 11.
kromozom kisa kolu iizerinde yer alan 70 kilobaz (kb)
uzunlugunda bir bolgedir. Embriyonik (epsilon), fetal [A
(gamma-v), G (y)] ve eriskin (delta-3 ve B) globin genlerini
kodlar. Alfa gen kiimesi ise 16. kromozom kisa kolu iize-
rinde yer alir ve 40 kb uzunlugundadir. Embriyonik (zeta)
ve iki kopya a (a1l ve a2) globin genini kodlar (Not: 1 ki-
lobaz= 1.000 niikleik asit) (Sekil 1).%° Her bir gen kiimesi
icerisinde, kodlama yapmayan alanlar ile birlikte, bircok
diizenleyici bolge mevcuttur. Bunlardan promoter bolge;
mRNA polimeraz baglanma bdlgesidir ve transkripsiyo-
nun baglatilmasi igin gereklidir. Artic1 (enhancer) ve azal-
tict (silencer) bolgeler; etkilesim igerisinde olduklari
transkripsiyon faktorlerine gore globin gen sentezini etki-
lerler.” En 6nemli diizenleyici alan ise 16 kb uzunlugun-
daki lokus kontrol bolgesi [locus control region (LCR)]’dir.
LCR eritroid maturasyon gelisirken bir¢ok transkripsiyon
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SEKIL 1: Globin gen yapisi.®
LCR: “Locus control region”.
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SEKIL 2: insan B-globin genlerinin gelisiminin diizenlenmesi.!

Bes farkli B benzeri globin geni vardir. e-globin embriyonik dénemde eksprese edilir ve fetal ddnemde yerini y-globine birakir. Dogum déneminde gama ¢ 8 Hb degisimi
gerceklesir ve eriskin yasamda da devam eden B Hb agirlikli olarak sentezlenir. Erigkin 8-globini ise zayif bir sekilde ifade edilir. Pentamerik yapidaki bir bélge, LCR ve y

ve [ globin arasinda etkilesimler ile diizenlenmeleri saglanir.
LCR: “Locus control region”.

faktorii (promoter bolge, artirict ve azaltict bolgeler) ile et-
kilesim gostererek kromatinlerin agilmasi ve DNAse du-
yarli bolgelerin aktiflestirilmesinde gorev alir ve
transkripsiyonu artirir. Bes adet DNAse 1 hipersensitif alan
mevcuttur ve globin genlerinin ekspresyonu i¢in LCR’nin
normal fonksiyon géstermesi mutlak gereklidir.®'° Beta-

globin genleri; €, y, B, 8 sirastyla eksprese olurlar. Intrau-

terin hayatin sonlarina dogru fetal gama globulin sessizle-
sir ve eriskin B-globin geni baskin hale gelir, bu durum, “y
a B Hb degisimi” (globin switching) olarak adlandirilir.!!
LCR ile globin promoter bdlgelerinin etkilesim ve diizen-
lenmelerinin saglanmasinda pentamerik bir kompleks
(GATAL, TALL, E2A, LMO2, ve LDB1) gorev alir (Sekil
2).112 Bir diger 6nemli transkripsiyon faktorii ¢inko par-

3'HS1

3

3.5-kb region

chr11

> LCR HSs

SEKIL 3: y 1 B Hb degisiminde major faktdrler."

BCL11A 1l SOX6, GATA1, FOG1, NuRD (izerindeki etkisi ile y globin ekspresyonunu baskilar. MYB KLF1'i uyarir, KLF1 de BCL11Anin etkisini pozitif etkileyerek diizenler.
Ayrica KLF1 direkt etki ile de B-globin ekspresyonunu saglar. Bir transkripsiyon faktérii olan LRF, NuRD kompleksi tizerinden y-globin ekspresyonunu baskilar.
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mak (zinc-finger) yapisinda olan BCL11A’dir. Net etkisi
postnatal yasamda 7y globin sentezini durdurmaktir.
GATAL, SOX6, FOG-1 ve NuRD etkilesimleri ile bu dii-
zenlenme saglanir (Sekil 3).12 Ayrica B lenfositlerin ma-
turasyonunda ve immiin fonksiyonlarda da gorevleri
oldugu bilinmektedir.!* Bunlarin diginda gama a  Hb de-
gisiminde gorev alan bir¢cok niikleer faktor [erythroid
Kruppel-like factor (KLF), MYB, TR2/TR4 ve COUP-
TFII] ve kromatin yeniden diizenlenmesinde etkili faktor-
ler [EHMT1/2, CHD4, DNMTI1, LSDI1 ve LIN28B-let7
microRNA yolagi] de mevcuttur."'?

Bes farkli  benzeri globin geni vardir. e-globin em-
briyonik dénemde eksprese edilir ve fetal donemde yerini
v-globine birakir. Dogum doneminde gama a § Hb degi-
simi gergeklesir ve erigkin yasamda da devam eden B Hb
agirlikli olarak sentezlenir. Eriskin §-globini ise zayif bir se-
kilde ifade edilir. Pentamerik yapidaki bir bolge, LCR ve y ve
B globin arasinda etkilesimler ile diizenlenmeleri saglanr.

BCL11A a SOX6, GATAI1, FOG1, NuRD tizerindeki
etkisi ile y globin ekspresyonunu baskilar. MYB KLF1’i uya-
rir, KLF1 de BCL11A’nin etkisini pozitif etkileyerek diizen-
ler. Ayrica KLF1 direkt etki ile de B-globin ekspresyonunu
saglar. Bir transkripsiyon faktorii olan LRF, NuRD kom-
pleksi tizerinden y-globin ekspresyonunu baskilar.

HbVar (A Database of Human Hemoglobin Variants
and Thalassemias) kayitlarina gore, su ana kadar talasemi
hastalig1 i¢in bildirilen 506 adet mutasyon mevcuttur. Bun-
larin 300’den fazlasi B-talasemi i¢in bildirilmistir.'*!* o tala-
semilerde ¢ogunlukla delesyon seklinde, B-talasemilerde ise
nokta mutasyonu seklinde islev kaybettirici mutasyonlar goz-
lense de yukarida anlatilan globin gen ekspresyonunun her
asamasini etkileyen mutasyonlar goriilebilmektedir. B-globin
gen mutasyonlart iki biiylik gruba ayrilir. Birinci grupta sa-
dece B-globin sentezi etkilenmistir (HBB mutasyonu) ve
basit talasemi olarak adlandirilir. Kompleks talasemi ola-
rak adlandirilan ikinci grupta ise f-globin geni ve B-globin
gen kiimesinden farkl1 diger genlerin de etkilenmesi (LCR,
artirici/azaltici bolgeler vb.) soz konusudur.'?

I GEN TEDAVISI

Yapisal hemoglobinopatiler ve talasemilerde HSHT ile kiir
saglanabilse de hastalarm biiyiik kism1 i¢in tam uyumlu
donér bulunamadigindan, ¢ogu hasta i¢in kiir saglanama-
maktadir. Ayrica HSHT ye bagl yiiksek morbidite ve mor-
talite mevcuttur; “Graft versus host disease (GVHD)”,
hazirlama rejimlerine bagh organ toksisiteleri, uzun siiren
ciddi sitopeniler, enfeksiyonlara yatkinlik ve birgok diger yan
etkiler goriilebilmektedir.'*!” Gen tedavisi; hastanin kendi
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kok hiicrelerinin toplanmas: ve allojenik nakle ait riskleri
icermemesi nedeni ile gelecek igin biiyiik timit tagimaktadir.

Gen nakli igin dncelikle yeterli miktarda CD34" hema-
topoietik kok hiicrelerin [hematopoietic stem/progenitor cells
(HSPCs)] toplanmasi gerekmektedir. Talasemide inefektif
eritropoeze bagl artmus eritroid diferansiyasyon, polikroma-
tofilik evrede maturasyon duraklamas: ve eritroid prekiirsor-
lerin erken 6liimii ile kemik iligi igerisinde normalden alt1 kat
fazla eritroid prekiirsor bulunmaktadir. Bu degisiklikler so-
nucunda geleneksel yontemler (iliak kanattan multipl 6rnek-
ler alinmasi) ile CD34" hiicre toplanilmasi basarisiz
olabilmektedir.! Talasemi hastalarinda gen tedavisi prosediirii
i¢cin HSPCs mobilizasyonu 6nerilmektedir.'® Bu amagla gii-
niimiizde dnerilen yontem; “granulocyte-colony stimulating
factor (G-CSF)” ve pleriksafor (Mozobil) birlikte kullanimi-
dir. Plerixafor; kemik iligi stromal hiicrelerinde bulunan
SDF-1a ( stromal cell-derived factor-1-alpha)’nin CXCR4
(CXC chemokine receptor 4)’e baglanmasini engelleyerek
HSPCs’nin perifere mobilizasyonunu saglar. Bir aferez ile
yiiksek sayida CD34* hiicre toplanilmasina imkan sagladigi
gosterilmis olup, bazi ¢aligmalarda sadece pleriksafor ile de
yeterli sayida HSPCs elde edildigi gosterilmigtir!'*2

Gen tedavisi uygulanirken dncelikle yeterli HSPCs elde
edilmeli, daha sonra laboratuvar sartlarinda genetik modi-
fikasyon gergeklestirilmeli ve HSHT hazirlama rejimleri
ile yeterli miyeloablasyon saglandiktan sonra hastaya geri
verilmelidir (Sekil 4).22?

I GEN TEDAVISINDE KULLANILAN YONTEMLER

Gen tedavisinde temelde iki farkli yontem kullanilmakta-
dir:

1. Globin geni ekleme;
a. Fonksiyonel B-globin geni,
b. Fonksiyonel y-globin geni.
2. Gen diizenleme;
a. B-globin mutasyonunun diizeltilmesi,
b. HbF artirilmasi (BCL11A).
1. GLOBIN GENIi EKLEME

a) Fonksiyonel -globin Geni

Lentiviriisler ile vektor tasarimi: Gen naklinde lentiviriis-
lerin gelistirilmesi ve B-globin ekspresyonunda LCR bolge-
sinin 6neminin kesfi iki major bulustur.'?* Bagarili bir globin
lentiviral vektorii; promoter, intron, exon, enhancer ve LCR
bolgelerinin 6nemli ve etkin kisimlarinin kombinasyonunu
icermelidir.?* Sadelain ve ark. 1990’11 yillarda baslayan bir-
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1- Kemik iliginden irektolarak ya da
GCSF/plerixafor ile periferik kandan mobilizasyon/aferez teknigi ile
kok hiicreler toplanir.

2- Gen ekleme ya da gen diizenleme yontemi ile
kok hiicrelerin modifiye edilmesi

&/ ‘ Genetik modifiye edilmis HSPCs

3- Kok hiicre nakli igin hazirlama rejimleri (parsiyel/tam miyeloablasyon) uygulanmasi
ve hastaya gen tedavi iiriiniin verilmesi

B

SEKIL 4: Gen tedavi yaklagimi.2'2
HSPCs: “Hematopoietic stem/progenitor cells”.

B-globin geni
——

5’ LTR w RRE E

SD SA

Lokus Kontrol Bolgesi (LCR)
<+ >

HS2 HS3 HS4 3’ LTR

—

1kb

SEKIL 5: TNS9 vektor tasarimi.®

¢ok lentiviral vektor tasarimlarindan sonra fareler tizerinde
ilk basarili gen naklini 2000 yilinda TNS9 vektorti ile ger-
¢eklestirdiler® Vektor ayrntili olarak Sekil 5’te sematize edil-
mis olup; B-globin gen bolgesi, LCR (HS2, HS3, HS4),
promoter, gen ekleme alic1 bolgesi (splice acceptor), gen ek-
leme verici bolgesi (splice donor) genetik pargalarindan olu-
sur.® 2003 yilinda ciddi anemisi, masif splenomegalisi,
ekstramediiller hematopoez bulgulart ve karaciger demir bi-
rikimi olan 60 giinliik B° talasemi major fareye TNS9 ile nakil
yapildi ve bulgularin geriledigi gosterildi.?> Genis fare kohort
¢aligmalarinda ve devamindaki diger hayvan modellerinde
lentiviriis aracilig1 ile TNS9’un aktarilmasimin bagarili oldugu
gOsterildi.*

B LCR (HS2,HS3,HS4)
¥ Human B-globin promoter (P)

B B-globin genine ait exon ve intronlar (dolu ve bos
kutu sekilleri)

M 3’ B-globin enhancer (E )
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B Gen ekleme alic1 bolgesi  (Splice acceptor SA)
B Gen ekleme verici bolgesi (Splice donor SD)

B Paketleme bolgesi (y),

B Rev-response element (RRE)

Vektor tasarlanmasi ve se¢imindeki en kritik asama
vektoriin giivenligidir. Retroviriis ile yapilan ¢alismalarda in-
sersiyonel onkogenez gelisebildigi gosterilmis olup, X’e bagh
agir kombine immiin yetmezlik ve Wiskott-Aldrich sen-
dromlu hastalarda, immiin fonksiyonlar normale geldikten
ve tedavinin ikinci yilindan sonra 16semi gelistigi bildiril-
mistir.??” Bu vektorlerin aksine globin vektorlerinin eritroid
spesifik olmasi, kok hiicrelerin lenfoid progenitor bolgesinde
gbrev almamasi ve eritroid maturasyonda ge¢ evrelerde,
eniikleasyondan hemen 6nce, aktive olmasi 6zellikleri ile
dogal bir koruma saglanir.* TNS9 ile gen tedavisi uygula-
nan 300’den fazla primer ve sekonder gen tedavi alicisi fare
tizerindeki ¢aligmalarda, fareler 12-20 ay kadar izlenmis
olup bir vakada bile 16semi gelismemistir.2* izleyen yil-
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TNS9.3.55

TNS9.3.55.A1

HPV569

BB305

GLOBE

B-globin ekzon ve intronlari

Lokus Kontrol Bélgesi (3.2kb)

615bp

SEKIL 6: Gelitirilen lentiviral vektdrler.2*

larda farkli merkezlerde klinik ¢aligmalar baslatilmig olup,
TNS9 varyanti vektorler gelistirilmistir. Sekil 6’da, bu vek-
torlerin ayrintilari goriilebilmektedir.?*?8

KLINIK CALISMALAR

B talasemide ilk faz 1 klinik ¢alismast HPV569 vektorii
kullanilarak 2006 yilinda Fransa’da baslatildi (LG001)
(Sekil 6). HPV569 vektorii; y-globinden elde edilen (B™7Q)
ve HbS polimerizasyonunu engelleyen bir B-globin gen
bolgesini eksprese etmekteydi. B-globin gen bolgesi (B™79),
minimal B-globin promoter bdlgesi, LCR bolgesine ait
HS2, HS3 ve HS4 bolgeleri, iki adet cHS4 (chicken B-glo-
bin HS4) bolgesi (kromatin izolasyonunu ve LCR komsu
bolgelerindeki artirict genlerin etkisini azaltmak igin) iger-
mekteydi. Tlk vaka; 18 yasinda erkek, transfiizyon bagimli
/B talasemi hastast idi. i1k kez 3 yasinda, Hb 6,7 g/dL ve
major hepatosplenomegalisi nedeni ile transflizyon progra-
mina alinan hastaya, izleyen yillarda 157 mL/kg/y1l eritrosit
transfiizyonu uygulandi. Alt1 yaginda splenektomi yapildi.
Splenektomiye ragmen Hb seviyesi 4 g/dL seviyesine kadar
diisiiyordu. Sekiz yasinda deferoksamin ile selasyon baglandi.
HLA uygun dondrii olmamasi nedeni ile gen tedavi progra-
mina alind1. Hazirlama rejimi olarak miyeloablatif dozda bu-
sulfan (12,8 mg/kg) kullamldi, mobilizan ajan olarak
pleriksafor + G-CSF kullanilarak kok hiicreler topland: ve
Haziran 2007 tarihinde gen tedavisi uygulandi. Yeni kok hiic-
relerin, kemik iliginde kademeli sekilde artarak etkinlestigi
goriildii ve hasta, bir yilin sonunda transflizyon bagimsiz hale
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geldi (son transfiizyon Haziran 2008). {lk bir yillik izlemde
Hb 8-9 g/dL olarak izlendi, 17. aydan sonra transfiize edilen
HbA saptanmadi ve HbA™? (genetik tiriinii igeren hemog-
lobin), endojen HbF ve HbE nin yaklagik esit oranlarda ol-
dugu goriildi. Gen tedavisi sonrasinda integrasyon bolgesi
analiz edildiginde HMGAZ2 bolgesinde klonal dominans ol-
dugu gosterildi. Ayrica sadece eritrositlerde degil, graniilosit
ve monositlerde de ayn1 aktivite gosterildi, lenfositlerde sap-
tanmadi. Bu gen bdlgesinin vektor kaynakli anormal trans-
kripsiyonel ve posttranskripsiyonel degisiklikler ve eklemeler
ile gelistigi degerlendirildi. HMGA2 gen bdlgesinin, bazi be-
nign tiimdrlerde (lipom) ve PNH’de overekspresyonu oldugu
bilinmekte. Bu hastada yillar i¢inde anormal HMGA?2 klo-
nunun geriledigi goriildi. Yaklasik 10 yillik izlemde, hasta-
LGO001
calismasinda aslinda ii¢ hasta ¢aligmaya alind1 ama sadece
tanimlanan hasta basarili oldu.”* HPV569’un transfiizyon ba-
gimsizhigini saglayacak kadar hemoglobin yiikselmesini sag-
lamamasi, beklenmedik sekilde HbF yiiksekligi saglamasi ve

nin  aralikhi transfiizyon ihtiyact olmakta.!”

klinik olarak 16semiye donmeyen ve kendiliginden gerileyen
HMGAZ2 klonu varligi nedenleri ile yeni bir vektor tasarlandy;
BB305.%

Ik kez TNS9’u gelistirerek fare cahismalarim gosteren
Sadelain ve ekibi ise Haziran 2012’de New York klinik ¢a-
lismasini baslatti. Vektor olarak TNS9.3.55 kullanildi. Bu ¢ga-
lismada, hazirlama rejimi olarak nonmiyeloablatif dozda
busulfan (8 mg/kg) kullanildi. Calismaya, B%/p" genotipinde
dort hasta alindi. Tedavi sonras1 dncelikle transfiizyon ara-
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liklar1 agilsa da bu hastalar transfiizyon bagimli oldular. Non-
miyeloablatif dozun gen tedavisinde yeterli engraftmani sag-
lamadig gosterilmis oldu.?® Bu iki ¢alisma sonrasinda, daha
yiiksek hasta sayilari ile diger klinik ¢aligmalar planlandi ve
miyeloablatif dozda hazirlama rejimleri kullanildi (busulfan
12,8 mg/kg, treosulfan 42 g/m?, tiotepa 8 mg/kg).”

Fransa ekibi BB305°1 gelistirmisti. BB305’in HPV569
ile farki; cHS4 bolgelerini igermemesi ve daha iyi vektor iire-
tilmesini saglamak i¢in 5’ bolgesindeki LTR (long-terminal
repeat) bolgesinin CMV promoter bolgesi ile degistirilmesi-
dir (Sekil 6).'* Bu vektor ile Agustos 2013 tarihinde, HGB-
204 uluslararas1 c¢ok-merkezli ¢alismast ve HGB-205
Fransa’da tek merkezli faz 1/2 ¢alismasi baslatildi. Bu ¢alis-
maya, ilk kez fenotipik olarak agir talasemi hastalar1 alindi
(Dokuz hasta, B%B°ya da homozigot IVS-1 mutasyonu igeri-
yordu). Dokuz hasta BF/B°, dort hasta da diger genotiplerde
idi. LGO01 ¢aligmasina gore {i¢ dort kat daha yiiksek vektor
sayisi kullanildi. Toplam 22 hasta bu iki ¢aligmaya katildi
(HGB 204, 205), 15’1 transflizyon bagimsiz oldu. Agir feno-
tipli dokuz hastadan dordii transfiizyon bagimsiz oldu, be-
sinde ise y1llik transfiizyon ihtiyaci %73 azaldi. Non-%p°
genotipli 13 hastadan 12’si transfiizyon bagimsiz oldu. Vek-
tor integrasyonuna bagli klonal dominans goriilmedi [30]. Bu
caligmada, ilag icerisindeki vektdr sayisinin (vector copy
number (VCN)] yiiksek tutulmasi ile eritroid prekiirsorleri
icerisindeki VCN’nin korele oldugu ve kandaki Hb AT se-
viyesini belirlemede ana faktor oldugu degerlendirildi (VCN:
HGB 204: 0,7 (0,3-1,5; HGB 205: 1,3 (0,8-2,1).%

Diger bir Faz 1/2 ¢alismas ise Italya’da Mayis 2015 ta-
rihinde baslatildi. GLOBE vektori kullanildi. Bu vektoriin
farki ise LCR bolgesinde HS4 igermemesiydi (Sekil 6). Ha-
zirlama rejimi olarak miyeloablatif dozda ama daha az toksi-
site gelisecegi nedeni ile treosulfan 42 g/m? ve tiotepa 8
mg/kg kullanildi ve genetik modifiye hiicreler retikiiloendo-
telyal sistemde tuzaklanmasini engellemek igin direkt olarak
kemik iligi icerisine uygulandi. Calismaya dokuz hasta alindi.
Ug hasta eriskin, alt1 hasta ise cocuk idi (ortalama yas 9). Eris-
kin hastalarda transfiizyon ihtiyaci azald1. Cocuk hastalardan
degerlendirmeye aliabilen dérdiinden {icii transfiizyon ba-
gimsiz oldu. Bu c¢aligmada, daha diisiik yasta ve daha yiik-
sek VCN’nin tedavi etkinligini artirdigi gosterildi~!

Bluebird Bio firmasi; HGB 207 (Haziran 2016) ve
HGB 212 (Haziran 2017) ¢alismalart ile faz 3 gen tedavi ¢a-
ligmalarina basladi. HGB 207 non-B%p°, HGB 212 p%p° ya da
IVS-I-110 hastalari i¢in tasarlandi. HGB 207°de VCN= 3,2
(1,9-5,6); HGB 212’de VCN=2,5 (1,2-4,3) olarak uygulandi.
Haziran 2019 EHA Kongresi verilerine gore HGB 207 ca-
lismasinda 20 hastadan 17’si; HGB 212 ¢alismasinda ise 11
hastadan altisi transfiizyon bagimsiz oldu.?83233
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Onemli bir gelisme de Mart 2019 tarihinde Bluebird
Bio firmasinin gen tedavi iirlinii olan ZYNTEGLO™ (au-
tologous CD34" cells encoding bA-T87Q-globin gene) nun
“Europen Medicines Agency (EMA)” tarafindan onaylan-
masidir. On iki yasin tizerindeki non-f%p° genotipli trans-
fiizyon bagiml talasemi hastalarinda HLA uygun donor
yoklugunda uygulanabilecegi belirtildi.?® Tablo 1 de, tim
caligmalar 6zetlenmistir.

b) Fonksiyonel y-globin Geni

Gen tedavisinde diger bir strateji HbF diizeyinin artirilma-
sidir. y-globin seviyesinin artmasi, f-globin eksikligini
kompanse eder ve anemiyi diizeltir. f talasemide a-globin
presipitasyonunu engelleyerek, orak hiicreli anemide HbS
polimerizasyonunu engelleyerek klinik olarak yarar sagla-
dig1 bilinmektedir. BCL11A (B cell CLL/lymhoma 11A)
HbF ekspresyonunda major diizenleyicidir. Postnatal ya-
samda y-globin sentezini durdurmaktadir. Lentiviriisler ige-
risinde BCL11Aya spesifik shRNA ekspresyonu saglanarak
terap6tik etki saglanmasi tizerine ¢aligmalar vardir. Bu yak-
lagim ile eritrositler i¢erisindeki BCL11A seviyesi %90 az-
altilir, y-globin sentezi tizerindeki baski ortadan kaldirilir ve
total Hb igerisindeki HbF oraninin %70’e ulasmasi saglana-
rak oraklasma gelismesi Onlenir. Daha ¢ok orak hiicreli
anemi tedavisinde yeri olmasi diigiiniilen bu stratejide hay-
van ¢aligmalar1 devam etmektedir.!34

Lentivirtis aracili diger bir strateji ise dzel bir ¢inko-par-
mak (ZF) proteini iiretilmesidir. Bu protein ile y-globin pro-
teinleri ve LCR bolgesi arasinda LDB1 aracilig ile bir dongii
kurulmasi saglanir ve endojen y-globin iiretimi siirekli ola-
rak saglanmus olur (Sekil 2). Preklinik ¢caligmalar devam et-
mektedir.!

2. GEN DUZENLEME

Gen diizenleme teknolojilerinde son 20 yilda ¢ok giizel ge-
lismeler oldu. ZFNs (Zinc finger nucleases), TALENs
(transcription activator-like effector nucleases), CRISPR/
Cas9 (the clustered regularly interspaced short palindro-
mic repeat-associated nuclease Cas9) teknolojileri ile in
vivo ve in vitro bir¢ok farkli dokuda genetik modifikasyon
saglanmistir. Bu sistemlerin her birinin DNA integrasyo-
nunu saglayan ve niiklease ile hedeflenen bolgeden kes-
meyi saglayan yapilari vardir. Sekil 7°de sematize edildigi
tizere oncelikle DNA her iki zincirinde bosluklar olusturu-
lur. Bu bosluklarin doldurulmast i¢in iki farkli yontem vardir;
“homology-directed repair (HDR)” ve “non- homologous
end-joining (NHEJ)”. HDR’de ekzojen kalip DNA kullani-
larak yiiksek dogrulukta tamir gergeklestirilir. NHEJ de ise
daha ¢ok kalic1 gen inaktivasyonu saglanir ve normal hiicre
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degistirme
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SEKIL 7: Gen diizenleme mekanizmasi; “homology-directed repair (HDR)” ve “non-homologous end-joining (NHEJ)".2?

Eritroid artirici bolge

B-globin bolgesi

+52 +58 +62
2. Kromozom - -
BCL11A geni s '\
acccrrecrasasccTarsamaasecancioTasciocac  Zine-finger niikleaz hedef bélgesi
NHEJ aracili onarim  {}, Alel siki (%)
TCCTGGAGCCTGTRATAMMAGCAACTGTTA 194
TCCTGGALL CIGITA 158
10CT66 AGCAACTGTTA 83 Yiksek y-globin eksprese
o eden eritroid hiicreler
TCCTGGACKCTG +=—TTAMGCAACTGTTA 30
TCCTGGALLCTG A 29
TCCTGRAGLCTGRATAMAGEAACTGTTA 655
TCCTGOAGLCTG AT —JAGCAACTGTTA 79
TCCTGOAGCCTGRIAT=SAGCAACTGTTA &5 Duslik y-globin eksprese
TCCTGOAGL 6IA 27 ;. . P
Sacaakee KT 53 eden eritroid hiicreler
TECTGGAGLC W6TA 12
- GATA1 motifi .
LCR HBE HBG2 HBG1 HBD HBB 3'enh
weener _gey L ) g {F—
p—t

|

<— y-globin

|

o~ @
B-globin —>

SEKIL 1: BCL11A genetik diizenlenmesi ile y = B déniisiimiintin (globin switching) geri déndiriimesi.2

dongiisiindeki DNAnin kendiliginden tamir mekanizmalart
ile onarilmas: gerceklesir, kalip DNA gerektirmez. Bu y6n-
temler ile B hemoglobinopatilerde giivenli tedavi yontemleri
gelistirilmektedir. Genellikle NHEJ yi baz alan yaklagimlar
daha etkilidir, ancak hataya aciktir ve sonuglari kontrol edi-
lemez, HDR spesifik hedefe yonelik degisikliklere izin
verir. 1433

Gen diizenlemede iki farkl: strateji izlenmektedir. -
globin gen tamiri ve y-globinin yeniden aktive edilmesi.

a) HBB gen tamiri: ZFNs, TALENs ve CRISPR/
Cas9 sistemleri ile -globin gen tamiri tasarlanmstir. Plaz-
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mid DNA’s1, HBB igine integre olmadan genetik materyal
iletmede araci lentiviriisler ve tek zincirli oligodeoksiniik-
leotidler gibi genetik materyaller aracilig1 ile spesifik mutas-
yon bolgelerinin tamiri ¢alisiimaktadir. Ancak, su ana kadarki
¢aligmalarda kok hiicrelerin ancak %1’inde uzun donemde
bu genetik modifikasyon sebat edebilmistir. Bu nedenle prek-
linik ¢alismalar devam etmektedir.>*

b) HBG gen reaktivasyonu: Orak hiicreli anemi ve 3
talasemi hastalarin bazilarinda herediter HbF yiiksekligi
(HPFH) tanimlanmis olup, bu hastalarin klinik olarak daha
hafif seyrettigi bilinmektedir. y-globin sentezinin artmasi ile
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eritropoezde iyilesme saglanir. Genetik yayginlik ve klinik
korelasyon ¢alismalarinda, HPFH olgularindaki varyant mu-
tasyonlarin; B-globin gen kiimesinde, kromozom 2 {izerin-
deki BCL11A’da ve kromozom 6 iizerindeki HBS1-MYB
bolgesinde oldugu gosterildi.?*3” BCL11A’nin postnatal
yasamda y-globin sentezini durdurdugu daha 6nce agik-
lanmisti. Sekil 8’de sematize edildigi gibi; kromozom 2
tizerindeki BCL11A geninin eritroid artirici (eritroid en-
hancer elements) elemanlarin oldugu yerden, +58 bolge-
sinden ZF ile kesildiginde GATA1 transkripsiyon faktori
kesilmis olur. Boylece BCL11A diizeyi azalir ve y-globin
ekspresyonu saglanir.®® Benzer bir ¢alisma, CRISPR/Cas9
sistemi ile de tasarlanmigtir.** 2018 yilinda BCL11A en-
hancer etki mekanizmasi ile iki adet faz 1 klinik ¢alisma
baslatilmistir. Bir tanesi ZFN, digeri CRISPR/Cas9 sistemi
kullanarak hasta almaya basladilar, sonuglar1 bekleniyor.?

1 SONUG

Son 20 yil i¢inde talasemide gen tedavisi konusunda
onemli mesafe katedilmis ve son sekiz y1l igerisinde birgok

klinik ¢aligma pes pese gelmistir. Farkli yontemlerle gen te-
davisi yukarida agiklanmis olsa da su anda lentiviriisler ara-
ciligr ile yapilan uygulamanin HSPCs’leri etkili sekilde hedef
olarak sectigi ve basarih oldugu gosterilmistir. Ozellikle daha
hafif genotipe sahip hastalarda transfiizyon bagimsizligi gos-
terilmis olup, gelecekte kiir saglanmasi icin bilyiik umutlar
vadetmektedir. Genis kohort grup ¢alismalari ve uzun donem
izlem caligmalar1 yapilmasina ihtiyac vardir. Yiiksek VCN
ile daha iyi klinik sonuglar alinmstir, ancak bu durum, in-
sersiyonel mutasyonlar igin uzun dénemde risk teskil et-
mekte, uzun donem calisma sonuglar1 beklenmektedir.
Coquerelle ve ark.nin ortalama maliyet hesaplama ¢alis-
masinda HSHT 215.571 €, gen tedavisi ise 608.086 € sek-
linde hesaplanmis olup, %48’i vektor eldesi igindir.’
Gelecekte gen tedavisi daha uygun maliyetlerle yaygilik
kazandiginda, hastalarin bu tedavileri alabilmesi ve kiir
saglanabilmesi i¢in bugiin geleneksel tedavilerin ¢ok iyi
uygulanmasi gerekmektedir.

Onemli Not: Tiim sekiller kaynak gosterilerek ye-
niden olusturulmustur.
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