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Gen terapisi yontemleri: fiziksel ve kimyasal metotlar

Azade ATTAR

OZET

Gen terapisi, genetik temeli bulunan hastaliklarin
tedavisinde stratejiler gelistirmek icin kullanilan ve
glinimiizde tedavisi olmayan hastaliklar icin umut
vaat eden bir yontemdir. Basarili bir gen terapisi,
ilgili transgenleri iceren plazmidlerin hedeflenmis
hiicrelere transfeksiyonunu gerektirir. Gen tedavisi
calismalarinda karsilasilan en onemli sorun olan DNA
molekiillerinin hedef hiicrelere ulastirilmasi, bu alanda
calisan tim arastirmacilan etkili bir yol bulmaya
yoneltmistir. DNA’nin hiicrelere girme yeteneginin
kisitli olusu ve DNA’nin enzimatik degredasyona ugrama
ihtimali nedeniyle DNA transfeksiyonu cogunlukla
bir vektor araciligiyla gerceklestirilir. Bunlar, viral
vektorler ve viral olmayan vektorler olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Adenovirlis, adeno-assosiye virs,
herpes simpleks ve retrovirusler viral vektorlerin basta
gelen ornekleridir. Viral olmayan vektorler ise kendi
icinde fiziksel ve kimyasal olarak ayrlirlar. Fiziksel
metotlar; mikroenjeksiyon, partikil bombardimani -
gen tabancasi, elektroporasyon, sonoporasyon, laser
1Is1mas1 ve magnetofeksiyondur. Kimyasal metotlar ise
viral vektorlere alternatif olarak ortaya cikmis olan
lipozomlar kapsarlar. Bu vektorler, hiicre cekirdegine
yapilacak gen transferini arttirmak amaciyla tic 6nemli
ozellige sahip olmalidirlar. Bunlar DNA’min negatif
yukini maskelemek, DNA molekilini sikistirarak

tasiyacagi kargoyu kompakt hale getirmek ve onu hiicre

ABSTRACT

Gene therapy is used for developing strategies
for the treatment of genetic diseases and it is a
promising technique for people with incurable
diseases. A successful gene therapy includes the
transfection of plasmids with related transgenes into
the target cells. The transfer of the DNA molecule
to target cell is the main problem of the gene
therapy studies which directed researchers to find
an effective way of transfection. The transfection
of DNA is commonly achieved by a vector because
of the limited insertion ability of the DNA into the
cells and the possibility of enzymatic degradation of
DNA molecule. These vectors are grouped into two
categories as viral and non-viral. Adenovirus, adeno-
associated virus, herpes simplex and retrovirus are
the main examples of viral vectors. Non-viral vectors
are grouped into two as physical and chemical
methods. The physical methods are microinjection,
particle bombardment - gene gun, electroporation,
sonoporation, laser beam and magnetofection. The
chemical methods are consisted of liposomes which
developed as an alternative to the viral vectors.
These vectors must have three important features
for the transfer of the related gene into the cell
nucleus. Those are disguising the negative charge
of the DNA, condensing the DNA molecule and

protecting it from the intracellular nuclease activity.
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ici nikleaz degredasyonundan korumaktir. Lipozomlar
gibi viral olmayan transfeksiyon sistemleri viriislerden
daha fazla tercih edilir. Cunki bunlar imminojenik
degildir, yapimi kolaydir ve enduistriyel tiretim amaciyla
olcek buyutme islemi daha basittir. Lipozomal tasima
araclan morfoloji ve salimm karakteristigi acisindan
cesitlilik saglar; doku hedeflemede kullanilabilir ve
plazmid DNA’y1 degredatif nikleazlarin saldirilarindan
1987’de
olarak tanimlanmalarindan beri, DNA-katyonik lipit
DNA

aktarim protokollerinde kullanmilmistir ve halen gen

koruyabilir. potansiyel tasima sistemi

kompleksleri cesitli hucre tiplerinde farkl
terapisinin klinik calismalan icin arastinlmaktadir. Bu
derleme, yeni ve gelecek vaat eden bir teknik olarak
kanser ve genetik temelli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmasi hedeflenen gen terapisindeki kimyasal ve

fiziksel yontemleri anlatmaktadir.

Anahtar  Kelimeler: gen terapisi, lipozomal

vektorler, plazmid DNA, gen transferi

Non-viral transfection systems such as liposomes are
preferred rather than viruses, because of being non-
immunogenic, ease in formation and simple scale-up
process in industrial production. Liposomal vectors
have a diversity in morphology and in release
characteristics, which they can be used tissue
targeting and they can protect plasmid DNA from
the attacks of degradative nucleases. DNA - cationic
lipid complexes were used in different DNA transfer
protocols in various cell types since defined as a
potential transfer system in 1987 and is still being
researched for the clinical gene therapy studies.
This review highlights the chemical and physical
methods of gene therapy as a novel and promising
technique for the treatment of cancer and genetic

disorders.

Key Words: gene therapy, liposomal vectors,

plasmid DNA, gene transfer

GIRIS

Molekiiler biyolojideki son gelismeler ve insan
genomunun sekanslanmas ile gen terapisi yontemi
genetik kaynakli hastaliklarin tedavisinde cok buyuk
bir onem kazanmisti. Bu yeni tedavi yontemi,
mutasyona ugramis veya eksik olan genlerin yerine
hedef hiicrelere saglikli kopyalan vermek, ifadesini
normal proteine yonlendirmek, dogru hiicresel
fonksiyonlan yenilemek gibi amaclar guder. Yeterli
hedefleme yetenegi ve etkili transfeksiyon etkinligi
olan giivenli gen terapi vektorlerinin gelistirilmesiyle
bu yontem insanlar Uzerinde uygulanabilecektir
(1). ideal bir gen aktarim vektoriiniin sahip olmas:
gereken ozellikler hedef hiicreye 6zguinlik, metabolik
parcalanmaya ve immin sistem saldinlarina karsi

diren¢, minimal yan etkiler, terapotik geni ihtiyac
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duyulan sire boyunca belirli seviyede ifade etme
yetenegi olarak 6zetlenebilir. Gen aktarim vektorleri
iki kategoriye aynlmaktadir:

1.  Biyolojik vektorler
2.  Kimyasal veya fiziksel yontemler

itk metot enfeksiyon olarak adlandirilan plazmid

veya viral-aracili prosesleri ifade eder. En cok

kullanmilan vektorler; klinik calismalarda denenmis
olan retrovirusler ve adenoviruslerdir. Viruslerin

avantaji  yiuksek transdiiksiyon verimine sahip

olmalandir ancak viral toksisite, konak immiin cevab1
ve hazirlanmasindaki zorluklar gibi istenmeyen
bircok yan etkileri de vardir (2, 3). Viral olmayan
gen transferi hiicrelerin kimyasal veya fiziksel yoldan

muamelesidir. Kimyasal metotlarda; DNA ile cesitli



polikatyonlar (polipleksler) veya katyonik lipitler
(lipopleksler) arasinda kompleks olusumu gerceklesir.
Teknik olarak bu yaklasim spesifik immin cevabi
uyarmaz ve Olcek buyltme kolaydir. Buna karsin,
etkinligi ve hedefleme potansiyeli zayiftir.

En basit ve glivenilir fiziksel / mekanik yaklasim,
sistemik kana veya lokal dokulara herhangi bir
tasiyic1 olmaksizin ¢iplak DNA enjeksiyonudur. Fakat
monontikleer fagositik sistem ve nukleazlarin hizh
degredasyonu nedeniyle ciplak DNA enjeksiyonundan
sonra ifade seviyesi ve tedavi edilebilir doku alan
oldukca kisitidir (4).
etkinligini artirmak icin yogunlasan ilgi diger fiziksel
gen
aktarim etkinliginde 6nem tasiyan enjeksiyonlara
DNA’nin etkili seyreltilmesi, hedef bolgeye ulasabilme,

Sonuc olarak, gen aktarim

manipilasyonlara donmustir. Bu metotlar,

hiicreye ve cekirdege girme gibi cesitli bariyerlerden
atlatma yetenegine sahip elementleri icermelidir (5).
aktarim  vektorlerinin
fiziksel

Fiziksel yontemler DNA’nin dogrudan hiicre icine

Gen diger kategorisi

ise  kimyasal ve yontemleri icerir.

gonderilmesini amaclar. Bunlar; mikroenjeksiyon,
partikil bombardimani gen tabancast metodu,
elektroporasyon, sonoporasyon, laser 1simasi ve

magnetofeksiyondur. Kimyasal yontemler ise lipozom
aracili gen transferini icermektedir. Lipozom aracili
gen transferi anyonik lipozomlar, katyonik lipozomlar
ve arkeozomlar olarak gruplandirilir.

Mikroenjeksiyon

ister sitoplazmay1 ister cekirdegi hedeflesin,
DNA'y1
mikroenjeksiyonudur.

hiicre icine sokmanin en direkt vyolu

Tek bir hiicreye uygulanan
bu mikrooperasyon prosediirinde cam bir igne

(mikrokapiler ~ pipet), mikropipetin  hareketini
kontrol etmek icin bir mikromanipulator ve bir
mikroenjektor  kullamili.  Hidrostatik  basincla

mikropipete cekilmis olan genetik materyali iceren
sivi puskirtilir. Enjeksiyonlar, mikroskop araciligiyla
Bu teknik 1980 yilinda
basariyla uygulanmistir. Capecchi (6), DNA'y1 kiilture

gozlemlenir. ilk olarak

edilmis memeli hiicrelerinin hem cekirdegine hem
Ciplak
DNA'nin direkt olarak cekirdege mikroenjeksiyonu,

de sitoplazmasina mikroenjekte etmistir.

sitoplazmik degredasyonu onler; boylece sitoplazma
ici enjeksiyonundan daha yiiksek gen ifadesi saglanir.
Fertilize fare oositlerinin pronukleilerine plazmid
DNA mikroenjeksiyonu ile transgenik fare uretilmistir
(7, 8) ve giinumuzde bu yaklasim transgenik hayvan
tretiminde fare (9), minyatiir domuz (10) ve sigir (11)
en cok uygulanan metottur.

DNA’nin proniikleer enjeksiyonu cok etkili ve bir o
kadar da zahmetli bir prosedirdur. Bir enjeksiyonun
her

tek bir hiicreyi kapsadig

seferinde birkac yiz hiicreyi transfer etmek icin ne

disiiniildiigiinde;

kadar uygulama gerektigi anlasilacaktir. Gen transfer
prosesinin basitlestirilmesi ve etkinliginin arttirilmasi
icin diger fiziksel teknikler kesfedilmistir.

Partikiil Bombardiman1 - Gen Tabancasi
Metodu

Gen aracili partikil bombardimani, diger adiyla
gen tabancasi metodunun ardinda yatan dusince
hizlandinlmis bir partikul tasiyiciyla hedef hucrelere
ciplak DNA vyollamaktir. Teknik ilk olarak 1987’de
bitki hiicrelerindeki transgen ifadesinin zorlugunun
Ustesinden gelmek icin kullamlmistir (12). 1990’larda
dokulara kadar

hiicreleri ve canli

genislemistir (13, 14).

ise memeli

Biyolistik (biyoloji ve balistigin birlesimi) aktarim;
hedef hiicrelere yeterli hizda agir metal partikillerini
siiriikleme yontemini kullanir. ivme, yiiksek elektrik
voltaji veya helyum desarji ile saglanmir. Partikiillerin
toksik veya reaktif olmamasi, hedef hiicrenin capindan
kiiclk (cogunlukla 1-1,5 um) olmas1 gereklidir. Ciplak
DNA, bu mikropartikiillerin Gzerine cokturulup hiicre
icinde port-bombardiman ile serbest birakilir. Metodun
orijinalinde, DNA ile kaplanmis tungsten partikullerini
plazma membranina sokmak ve gen ifadesi saglamak
icin gunpowder ivme sistemi kullamlir (12). Farkli
tipte araclar gelistirilmistir ki bunlardan en cok
kullamlan altin kireciklerdir.
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Bu teknolojinin en yaygin olarak uygulandigi
durum, deriyi hedef alan genetik immiuinizasyondur
(15). Gen tabancasi metodu, primer olarak en etkili
DNA gerceklestigi
Uzerine DNA kapli kirecikleri sirikler (16). Bu

immunizasyonunun epidermis

yaklasim genetik asilama, imminomodilasyon
ve kanser tedavisinde intihar gen terapisi icin

kullanilmaktadir (17).

Bu teknigin etkinligi, partikiillere yiiklenen DNA
miktari, partikiil biylikliigli ve aktarimin zamanlamasi
gibi cesitli parametrelere baglidir. Buna ilaveten, DNA
kapli kiireciklerin dagilimi gen tabancasi ile uygulanan
ivmenin iyi ayarlanmasina baglidir (18). Alinacak
cevap, tasinan DNA kapli kireciklerin sayisina ve
partikillerin plazmid ile kaplanma seviyesine baglidir.

Elektroporasyon

DNA'y1 hiicre icine sokmak icin sikca kullanilan
fiziksel arac elektrik alamdir. Elektroporasyon olarak
bilinen bu teknik, hiicre membranini elektrik akimina
maruz birakarak gecici, bolgesel destabilizasyona
sebep olur. Bu duzensizlik sirasinda hiicre membrani
dis kaynakli molekiillere gecirgen hale gelir. Hicre
membraninin  gecirgenligindeki bu gecici artisin
elektrik alan tarafindan indiiklenen porlarin olusumu
sonucunda gerceklestigine inanilmaktadir. Kirmizi kan
hiicrelerinde olusan porlar dondurup kirma elektron
mikroskopisi ile incelendiginde; biyiikliiklerinin 20
ile 120 nm oldugu goriilmustiir (19). Bu gecirgenligin
olusmasi icin kritik, esik degeri bir seviyede elektrik
akim uygulanmasi1 gereklidir. Bu akim, bir hiicre
slispansiyonu icin 1 V (19, 20) iken akimin genisligi ve
membranin kompozisyonu gibi etkenlerle degisiklik
gosterir.  Gen transferinin elektroporasyon ile
gerceklesebilecegi Neumann ve ark., (21) tarafindan
fare lyoma hiicreleri kullamlarak ispatlanmistir. in
vivo gen transferi 1990’larin basinda baslamis ve

1996’ya kadar genis bicimde arastinlmistir (22, 23).

Elektroporasyonu faktorler
fiziksel

(DNA konsantrasyonu ve konformasyonu,

etkileyen

(akimin  sliresi ve glicl) ve biyolojik

hicre
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bilyiikligl) olabilir (20). Her hiicre tipi icin en uygun
elektroporasyonu saglayacak kosullar farklidir. Farkli
buytklikteki molekiiller icin farkli elektroporasyon
kosullar1 gereklidir. Kucuk antikanser ilaglarinin
aktannminda kisa akim (100 ps) ve yuksek giicte
elektrik alan (> 700 V/cm) en iyi sonucu verirken gen
transferi icin uzun akim (20-60 ms) ve dusuk gucte
elektrik alan (100-200 V/cm) tercih edilir (24). Akim
siiresi uzadikca olusan porlarin biyiikliginiin ve agik

kalma siiresinin de arttig distinilmektedir.

Sonoporasyon

Ultrason uygulamasiyla hiicre gecirgenliginin
arttinlmasidir. Ultrason genis bir yelpazede; dalga
formuna ve sikligina sahiptir; fakat en yogun ilgi
megahertz sikligindaki sinusoidal problarla uygulanan
Daha dusuk
sikliktaki dalgalar (0rnegin 20 kHz) hiicre lizisi

sonoporasyon uzerinde toplanmistir.

ve parcalanmasi
yogunluktaki sok dalgalan
kullamlir.

icin kullamlirken daha yiksek

bobrek tas1 kirmada

Sonoporasyonda  rol mekanizmanin
akustik

Kavitasyon,

oynayan
oldugu
diizensizlige ve

kavitasyon dusunulmektedir.
aktif

baloncuklarin yigilmasina sebep olur ve enerji cikis

mekanik

bitisik hiicre membranlarimin gecirgenligini artirr.
Bu alandaki ilk gen aktarim calismalar1i 1990’larin
ortalarinda bildirilmistir (25, 26). Ultrason aracili gen
transferini etkileyen faktorler: transformator, akustik
basing ve akim siiresidir. Kalma siiresinin de arttig
disunilmektedir.

Laser Isimasi

Glicli bir akim jeneratori ile kontrol edilen bir
laser kaynagi (6rnegin neodimiyum-ytrium-aluminyum
garnet (Nd:YAG) (27),
(29), titanyum safir (30) ile hedef hiicrelere laser

argon iyonu (28), holmiyum

atis1 yapma esasina dayanir. Laser 1s1m1 genellikle bir
lens araciligiyla hedef hiicrelere odaklanir. Hiicre
membraninin gecirgenligi, lokal termal bir etkiyle 1510
sokunun oldugu bolgede modifiye olur. Bu diizensizlik,



besiyeri ortaminda mevcut olan bir genin hiicre icine
transfer olmasi icin yeterlidir. Etkisi, besiyeri ortam
ile sitoplazma arasindaki ozmatik basin¢c farkina
baglidir (28). Laser 1simasinin hiicre membraninda
gecici porlar olusturduguna dair raporlar bildirilmistir;
bunlar oldukca buyiik (yaklasik 2 pm capinda), fakat
cok kisa bir zamanda kapanan turdendir.

Laser kaynagimin fiziksel blyikligiu ve yiksek

maliyeti nedeniyle gunumizde laser 1s1masi ile
gen aktarimi yaygin olarak kullanilmamaktadir. Bu
metotla yapilan gen aktarim calismalan ilk olarak
1980’lerde bildirilmistir (27, 31). 2000°li yillarda,
femto-second infrared laser kullanilarak yapilan in
vivo gen transferi uygulanmistir (30). Bu yontemin
transfeksiyon etkinligi, enerji seviyesi, akim sayisi ve

akim siiresi gibi bir takim parametrelere baglidir.

Magnetofeksiyon

Magnetofeksiyon, gen vektorlerinin hucrelere
(32).

DNA ile ve hatta transfeksiyon

girisini artiran bir metottur Manyetik
nanopartikulleri
reaktifi ile bir araya getirme fikriyle ortaya cikmistir.
Kullamlan nanopartikiiller; polimer kapli, biyolojik
olarak bozunabilir demir oksitten yapilir. Bunlarin
gen vektorleri ile baglanmasi, tuz ile indiklenmis
kolloidal gerceklesir.

partikiller, olusturulan dis kaynakli bir manyetik

¢coktirme ile Manyetik
alanin etkisiyle hedef hiicrelere yogunlasir. Bu
teknolojinin genetik materyalin hedef hucre yuzeyine
hatta icine aktarilmasina olanak sagladigi cevresel
dokulardaki manyetik partikillerin ekstravazasyonu
(damardan fiskirma) gosterilerek ispatlanmistir
(33). Sebebi, manyetik alanin manyetik partikiilleri
plazma membranindan hiicrenin icine dogru cekmesi
olabilir. DNA, sitoplazmada serbestlesir ve manyetik
partikiillerin hiicresel fonksiyonlar etkilemeyecegi
dusunilmektedir. Bu yontem, viral olan veya viral
olmayan vektorlerle yapilan standart transfeksiyon
DNA vektoru bir

manyetik partikiil ile kompleks olusturmadig takdirde

prosedurinin etkisini artirr;

manyetik alan tek basina etkili olamaz.

Magnetofeksiyon endotelial hucreler gibi primer
hiicre kiiltlrlerini transfekte etmekte uygun olabilir
(32, 34). In vitro olarak yiiksek etkinlik gostermekte
olan yontem in vivo olarak da gastrointestinal sistem
ve kan damarlarinda lokal transfeksiyon gostermistir
(32). Magnetofeksiyon, in
antisens oligonukleotitlerin aktariminda basariyla

vitro ve in vivo’da

uygulanmistir (34).

Lipozom Aracili Gen Transferi

Fiziksel metotlarin en onemli avantaji genetik
materyalin hiicrelere direkt olarak aktarilabilmesidir.
cizgiyle
olmayan gen

Bu durum fiziksel metotlarn kesin bir
lipofeksiyon-polifeksiyon gibi

transfer teknolojilerinden ayirir. Sentetik bir vektorle

viral

gen aktarimi hicrenin baglanmasi, endositoz ve
endositik vezikillerin girisi, endozomun lizozoma
olgunlasmasi, vezikiler kompartmanlardan ayrilmasi,
gen
transferinde lipit ile DNA’nin ayrilmasi ve son olarak

cekirdek ceperine dogru goc, lipit-aracili

DNA'nin cekirdege girisi ile gerceklesir. Boylece
transfeksiyon etkinligi cesitli bariyerlerle sinirlanmis
(35). bilesimi,
lipit vezikiilin biylkligi ve vylizey yiiki

olur Lipozomun enkapsiilasyon
orani,
lipozomlarin transfeksiyon etkinliginde rol oynayan
faktorlerdir (36). Nukleer

sinyalleri kullamlarak DNA'nin sitosolden cekirdege

onemli lokalizasyon
hareketi artinlabilmektedir (37). Endozomal salinimi
stratejiler adapte edilerek
(0rnegin fotokimyasal internalizasyon) gen ifadesi

artirmak icin farkl

kinetiklerinin ivme kazanmasi amaclanmistir.

Katyonik Lipozomlar

Katyonik lipit veya polimer araciligiyla gen
transferi hiicre tiirtine baglhidir. Ornegin, primer
kiltir hiicrelerinden bazilar (primer noronlar, primer
dendritik hiicreler ve primer endotelial hiicreler)
katyonik lipitlerin de dahil oldugu geleneksel viral
olmayan transfeksiyon metotlarina direnclidir. Bu
durum, biiylik olclide endositozun hiicre turiine
bagli olmasindan kaynaklanmir (35, 36). Kompleks
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formilasyonlarinin lipopleks blyiklugl, yikia ve
DNA/vektor dagilimi gibi fizikokimyasal parametreler
transfeksiyon etkinligini etkiler. Bunun aksine
fiziksel teknikler, plazma membranindan direkt gen
transferinin saglanmasi nedeniyle hiicre tipine bu

derece bagl degildir.

Katyonik lipit ajanlar kullanilarak gerceklestirilen

lipofeksiyon islemi (kultire edilmis hiicrelerde
katyonik lipitli ortamda DNAtransferi), monokatyonik
lipit ajanmin polikatyonik biri ile yer degistirmesi
ile gelistirilmistir (38). Bu metot, DNA’nin iyonik
etkilesimine ve kulture edilmis hiicrelerde DNA’y1
fonksiyonel olarak koruyabilen komplekslerden
lipozomlara dayanir. Yani lipozomlar araciigi ile
yapilan gen transferidir. Katyonik lipit ajanlar,
sulu cozeltilerde kucuk unilamellar lipozomlar
olustururlar. Lipozomlarin pozitif yuku nukleik asit
ve hiicre membraninda etkilesmesini saglar; boylece
lipozom/nikleik asit/hiicre membran kompleksi
(transfeksiyon kompleksi) olusur. DNA lipozomlarin
icine enkapsiile olmaz fakat negatif yikli oldugu
icin lipozomlara baglanarak kompleksler olusturur
(39). Bu kompleks, endozomlardan ve lipozomlardan
salinir. DNA-lipit orani, inkiibasyon suresi, serum
varligi, antibiyotik varligi, hiicre kultiridnun
durumu, hiicre yogunlugu, promotdr secimi ve DNA

kalitesi her hiicre hatti icin optimize edilmelidir.

Anyonik Lipozomlar

Bazi calismalar; katyonik lipozomlara alternatif
olarak anyonik lipozomal aktarim vektorlerinin
bildirmektedir  (40-42).

lipozomlar onceleri DNA’nin hicreler arasi reseptor

kullanmldigim Anyonik

aracili olmayan transportunda hiicre yiizeyinin

stimulasyonu icin model olarak kullanilmaktaydi

(43). Gunlimuzde anyonik lipozomlar,
DNA enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir.
Enkapsulasyondan oOnce pozitif yuklu polilizin

eklenerek negatif yukli DNA'nin kiicuk kompleksler
olusturmasi saglanir.

Turk Hij Den Biyol Derg

Patil ve ark., (42); DNA transfeksiyonu icin
anyonik  lipozomal sistemlerden vyararlanarak
yaptiklarn  calismada; anyonik lipitlerin  DNA

aktarim1 ve ifade etkinligini arastirmistir (42).
Calisma, Ca+? araciligiyla plazmid DNA ile fizyolojik
orijinli lipitlerden olusturulan kompleksin anyonik
lipozomal tasima vektoru olarak tasarlanmasini ve
kullanilmasini icerir. Calismada anyonik lipozomlarin
Ca+?

DNA’y1
lipopleksler yesil floresan proteini (GFP) plazmidini

iyonlarn ile baglanarak yiiksek miktarda

hapsedebildigi gosterilmistir. Olusturulan
Cin hamster yumurtalik K-1 (CHO-K1) hucrelerine
dusiik seviyede toksisite ile tasimistir.  Ca+? gibi
divalent katyonlarin anyonik lipozomal sistemlerde
flizyonu indiukleme mekanizmasi (-) yuklu lipidin
yuzey yukunin notralizasyonu ile iliskilidir. Yuzey
yukiinin notralizasyonu, vyikli lipit tirlerine
gore daha az etkili bir u¢c grubun olusmasina yol
acar. Rediklenmis yuzey yuku intervezikiiler
elektrostatik cekimi de redikleyerek fuzyon icin
gerekli aggregasyon basamagini organize eder.
Bu olay, ylk notralizasyon etkisi olarak bilinir.
Ca+?

plazmid DNA iskeletindeki fosfatlar ile lipozomlarin

Anyonik lipopleksler, kopriileri araciligiyla
yuzeylerindeki anyonik rezidulerin etkilesimi sonucu
olusur. Ca+? artis1, lipozomlarla kompleks olusturan
DNA miktarini ve transfeksiyon etkinligini arttirabilir
(44).

Anyonik lipozom formulasyonlar1 DNA aktarimi
amaciyla oligonukleotitlerin hippokampal noronlara
(41) (40)
kullanilmistir. Fakat bu calismalar, DNA’nin anyonik

ve bakteri hucrelerine transferinde
lipozom icine yeterli miktarda hapsedilememesi
ve toksisite verilerinden yoksun olmasi nedeniyle
kisithdir. Bu iki negatif yuklu turin arasindaki itici
elektrostatik etkilesimden kaynaklanan vyetersiz
birlesmenin Ustesinden gelmek icin yeni calismalara
(45). Literatlirdeki bu

1s181nda anyonik lipozomlarla elde edilmis basarili

ihtiyac vardir veriler

transfeksiyon sonuclar da rapor edilmistir (42, 46).



Arkeozomlar

Asirt habitatlara uyum saglamis olan arkaik
mikroorganizmalarin proteinleri yiksek sicaklik,

yuksek tuz konsantrasyonu, organik c¢oziculer
ve ylizey aktif maddelerin varliginda {ic boyutlu
(47).

Arkeal lipit formiilasyonlarinin da oldukca yiiksek

yapisint  kaybetmez ve fonksiyoneldir
kararlilikta oksidatif stres, yiiksek sicaklik, alkali
pH, fosfolipaz aktivitesi, safra tuzlari ve serum
(48, 49).

Arkeal lipit ozellikleri sayesinde arkeozomlar her

ortaminda bulunabildigi gosterilmistir

sicaklikta olusturulabilmektedir, boylece termal
olarak kararsiz bilesikleri enkapsiile etmeyi saglar.
Yuksek kararliliklar1 arkeozomlarin sterilize ve
filtre edilebilmesini saglar (50). in vitro ve in
vivo calismalar; arkeozomlarin giivenli oldugunu,
farelerde
(51).
kararliliklar1 iUretim asamasinda ve asi, ilag, gen

toksisite gostermedigini ispatlamistir

Arkeozomlarin  biyouyumlulugu ve vyiiksek

aktarimi gibi biyoteknolojik uygulamalarda avantaj
saglar. Arkeozomlar, bu o&zelliklerinden &tiirii DNA
Arkeal
lipid fraksiyonu

transferinde umut vaat etmektedirler.
lipitlerden elde edilen polar,
kullanilarak hazirlanan arkeozomlarin in  vitro
transfeksiyon etkinligi notral arkeal lipitlere oranla
daha yuksektir. Halofilik arkelerin polar lipitlerinden
elde edilen lipozomlarin total lipitlerden hazirlanan
lipozomlara gore daha dayanikli oldugu bildirilmistir
(52).

Baz1 arkeozomlarin anyonik olmalar1 nedeniyle
plazmid DNA ile kompleks olusturma egilimleri
dusuktir, bu nedenle in vitro transfeksiyon
deneylerinde DOTAP, polibren, kitozan, CaCl,, LiCl
gibi katyonik bilesiklerden yararlanilabilir. Bir
transfeksiyon reaktifi olan DOTAP ile arkeozomlarin
birlikte kullanilmasi pahali bir iriin olan DOTAP’1n
daha az kullanilmasin1 saglayabilmektedir (46).
Polibren (53) ve kitozan (54) gibi polimerlerin
DNA’ya baglandigi ve memeli hiicrelerinde degisen
etkinligi
belirtilmistir. Yine de, lipozomlar viral olmayan

seviyelerde transfeksiyon gosterdigi

gen transferi vektorleri icinde en yaygin olarak
(55). (56)
calismada kitozan katyonik

kullanilanlardir Mansouri ve ark.,
gibi

polimerlerin DNA ile kompleks olusturabilecegini

yayinladiklan

ve viral olmayan vektor olarak gen terapisinde
kullanilabilecegini belirtmistir. Kitozan dogal ve
toksik olmayan bir polisakkarit olmasi nedeniyle
biyouyumlu ve biyobozunurdur ve DNA’y1 DNaz

aktivitesine kars1 korur.

Ticari lipozomlarin disuk pH ve safra tuzlarina
kars1 zayif kararlilik
ozellikle oral yoldan verilmesinde asilmasi gereken

sergilemesi, lipozomlarin
baslica sorunlardan biridir. Li ve ark., (57) peptit
ilaclarinin agiz yoluyla verilmesinde arkeozomlarin
tastyic1  olarak kullanilmasi
calismada;
daha kararli oldugunu gostermistir (57). Danis ve
ark., (58) ise halofilik bir arkeden elde ettikleri
butirat1 ilag
tasinim1 ve salinimi saglamislardir. Arkeozomlarin
geleneksel lipozomlardaki fosfat esterleri yerine

uzerine yaptiklan

arkeozomlarin ticari lipozomlardan

polihidroksi kullanarak basarili

eter bagli fosfogliseritlere sahip olmalari onlari daha
kararli yapilar haline getirmektedir. Bu nedenle,
arkeozomlar sadece as1 olarak kullanilacak cesitli
peptit antijenlerin ve ilaclarin tasinmasinda degil
ayn1 zamanda DNA molekillerinin transferi icin de
onemli bir potansiyele sahiptir.

SONUC

Gen terapi, farmasotik bir genin tedavi amaciyla
insan hicrelerine girmesini saglayan stratejidir.
Glinimuzde tedavisi bulunmayan veya kalitsal olarak
nesilden nesile aktarilan hastaliklarin tedavisinde
kullanilmas1 hedeflenen gen terapi yontemi,
gelecekte bircok insanin saglikli yasamasi icin umut
vaat etmektedir. ilac niteligindeki fonksiyonel
genlerin canliya aktarimi bu stratejiyi kisitlayan
en onemli etkendir. Bu nedenle, diinya Uzerinde
bircok arastirmaci 1980’lerden bu yana; transgenleri
aktarma metotlan Ulzerine calismakta ve uygun

vektorlerin arastirmasinm yapmaktadir. Uzun yillar
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viral vektorler kullamlmis olsa da bu vektorlerin
buyukluk olarak gen tasima kapasitesinin az
olmasi, virislerin hastalik yapici olmalari ve immiin
daha

etkin ve guvenilir vektorler bulmaya yoneltmistir.

sistemi tetikleyici etkileri arastirmacilan

Bu sayede ortaya cikan viral olmayan vektorler,
fiziksel ve kimyasal yontemleri kapsar. ilk kimyasal

yontemler, lipozomlar kullanilarak yapilmistir.

Klasik transfeksiyon yontemlerinin, dusuk verimlilik
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