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Glukagon-benzeri peptid-1 (GLP-1), pankreas beta hiicrelerinden glukoz indiiklii insilin sekresyonunu tetikleyerek
instilinotropik etki gésteren bir inkretin hormonudur. Pankreas delta hiicrelerinden somatostatin salinimini tetikleyerek alfa
hiicrelerinden gukagon salinimini baskilar. Ayrica istah kaybi, gida aliminin azalmasi ve gastrik bosalmanin yavaglamasiyla
olusan kilo kaybinin disinda, miyokard performansinin artmasi, infarktis alaninin daralmasi ve tip 2 diabetes mellitus
(T2DM) hastalarinda endotelyal fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi yararli etkiler sergiler. Bunlarin haricinde beta hiicre
proliferasyonunu ve farklilasmasini tetiklemek, beta hiicre apopitozunu engellemek gibi fonksiyonlari da vardir.

inkretin yanitinin yetersizligi (%60 oraninda bir diisiis) T2DM hastalarinda goriilen en temel bozukluklardan biri
oldugundan, GLP-1 gen nakli yoluyla bu yetersizligin giderilmesi cazip bir deneysel gen tedavi metodu olarak karsimiza
cikar. Baglangigta pankreasa dogrudan etkin bir bicimde gen transferi yapilmasi konusunda karsilasilan teknik zorluklar,
GLP-1 aracili in vivo gen transferi calismalarinin basarisini oldukc¢a sinirlamistir. Son zamanlarda gen aktarimi igin farkh
tekniklerden ve cesitli gen transfer vektorlerinden faydalanmaya yonelik kaydedilen yeni gelismeler sayesinde, T2DM
deney hayvan modellerinde, GLP-1 gen naklinin terapétik etkinliginin daha etkin olarak degerlendirilmesi saglanmistir.

Sonug olarak, yeni yapilan gen terapi calismalar ile GLP-1 peptid ve analoglarinin glukoz toleransinin gelismesi,
hipergliseminin diizeltilmesi, istahin baskilanmasi ve gida aliminin azalmasina bagh olarak agirlik kaybina sebep olmasi
gibi bircok klinik yarari deneysel hayvan modellerinde de tekrarlanabilmistir. Bunun yaninda, GLP-1 odakl gen terapisi
instilin duyarlihginin disinda, uygulama yapilan deneklerde adipokin profillerinde bariz degisimlere yol acarak obezite ile
indiiklenmis T2DM ile iliskili abdominal ve hepatik yaglanmayi da azaltmayi basarmistir.

kismen, vazoaktif intestinal peptid (VIP) ve pittiter adenilat
siklaz-aktiflestiren peptid (PACAP) gibi nérotransmitterlere
dayandinlabilir®>.

73.1 GIiRiS

inkretin etkisi, oral yolla alinan karbonhidratlarin, intrave-
noz yolla verilen glukoza oranla intestinal hormon aracil
instlin sekresyonunu daha fazla arttirmasi olarak tanim-
lanir'. Bu hormonlar, pankreas beta hicrelerinden glukoz
ile indUklenmis instlin sekresyonunu (instlinotropik etki)
tetiklemek Uzere intestinal mukozadan salinir. Dolayisiyla,

Glukagon-benzeri peptid-1, glukoz homeostazinin diizen-
lenmesinde gorev alan iki énemli bagirsak-kokenli inkre-
tin hormondan birisidir (Sekil 73.1). GLP-1'in instlinotropik
aktivitesi, preklinik ve klinik ¢alismalarla kanitlanmigtirs’.
Oglnlerden sonra, GLP-1 kan dolasimina salinarak G pro-

inkretin hormonlar periferik dokulara glukoz transferine
yardimcr olarak postprandiyal glukoz seviyelerinin belirli
dizeylerde tutulmasinda énemli rol oynar?. Gastrik inhibitér
polipeptid/glukoz-bagimli instlinotropik polipeptid (GIP) ve
GLP-1, insanlarda postprandiyal glukoz-bagiml instlin sek-
resyonunun %70'inden sorumlu olan instlinotropik etkili
inkretin hormonlardir®. insilinotropik aktivitenin kalani ise
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tein kenetli reseptor (GLP-1R) araciligiyla, glukoz-bagimli
instlin salinimini ve pankreas beta hucrelerinde instlin bi-
yosentezini stimlle eder®. GLP-1 sekresyonuna neden olan
en etkili ajanlar karbonhidratlardir, ancak proteinler ve yag-
lar da GLP-1 sekresyonuna katki saglar®™. instlinotropik fa-
aliyetin disinda, GLP-1 glukagon salinimini baskilar ve yasa
bagl gelisen glukoz intoleransinda iyilestirici etki gosterir''.
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Sekil 73.1. GLP-1 peptidinin major antidiyabetik 6zellikleri'*. GLP-
1 (resimdeki sferik molekuller), hem kalin bagdirsakta (ileum)
yerlesmis intestinal L hicrelerinden salinir, ve hem de arka
beyinde primer olarak soliter traktin nikleusunda uretilir. GLP-
1'in ana hedef organlari, pankreas, karaciger, mide, kas, adipoz
doku ve beyindir. GLP-1 ayrica, pankreasda delta hicrelerinden
somatostatin  sekresyonunu uyarirken alfa hucrelerinden
glukagon sekresyonunu baskilar. Bunun disinda, GLP-1 gastrik
asit sekresyonunu azaltir. Adipoz ve kas dokusunda GLP-1'in
etkisi gorsellik acisindan yigilma yaratmamasi icin sekile dahil
edilmemistir.

Buna ek olarak, GLP-1 hucre farklilasmasina'? ve beta hiic-
re kutlesinde artisa' yol acan mitojenik etkilere sahiptir.
Gastrointestinal hareketliligin azalmasi ve merkezi sinir sis-
temi (MSS) Uzerinden etki gostererek istah ve gida aliminin
azalmasina bagli olarak kilo kaybina sebebiyet verir'®. Son
olarak, miyokard iskemisi ve kalp yetersizligi hastalarinda
GLP-1'in yararli etkilerinin oldugu gosterilmistir'.

Tip 2 diyabet hastalarinda yapilan izoglisemik glukoz tole-
rans testleri agikca géstermektedir ki, saglikhi kontrol birey-
lere gére T2DM hastalarinda inkretin etkisi %50 oraninda
azalmistir's. Dolayisiyla, inkretinler postprandiyal glukoz do-
lasiminin ana moddulatérleri oldugundan, inkretin yanitinin
kaybi, T2DM hastalarinda kesin olarak glukoz intoleransina
yol acmaktadir. ilging bir sekilde, T2DM hastalarinda, post-
prandiyal GIP sekresyonu dedismezken, 6gin sonrasi olusan
GLP-1 yaniti, olduk¢a azalmistir””. Ek olarak, T2DM hastala-
rinda GIP uygulamasi ile inkretin yanit alinamazken GLP-1'in
instlinotropik etkisi muhafaza edimistir'®. T2DM hastalarin-
da, azalmis beta hucre yaniti, GLP-1 inflzyonu ile geri kaza-
nilabildiginden', GLP-1, T2DM tedauvisi icin terap6tik bir ajan
olarak degerlendirilmektedir.

Glukagon-benzeri peptid-1, 180 amino asitten olusan
bir prohormon olan proglukagonun bir parcasi ola-
rak sentezlenmektedir®. GLP-1 ile birlikte, proglukagon
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Sekil 73.2. Bagirsak L hiicrelerinde proglukagon isleme siireci'®.
Bagirsakta prohormon konvertaz 1/3 (PC1/3) aktivitesi ile islem
sUrecine giren proglukagondan; glisentin, GLP-1, 5, ve/veya GLP-
1,5 amide, Ara Peptid 2 (IP-2) ve GLP-2 Uretilir. Daha sonra yine
PC1/3 enzim aktivitesiyle glisentin ve GLP-1'den oksintomodulin
ve GLP-1, ;, ve/veya GLP-1,,, amide olusturulur.

fragmanindan glukagon, GLP-2, glisentin ve oksintomodulin
gibi farkli ktgtk peptidler de kodlanmaktadir (Sekil 73.2).
Preglukagonun, farkli posttranslasyonel islem strecine gir-
mesiyle, bagirsak ve pankreasta sirasiyla, GLP-1 ve glukagon
uretilir?'. Post-translasyonel surec, iki farkli dokuda spesifik
olarak eksprese edilen iki prohormon konvertaz araciligiyla
gerceklesir. Bu prohormon konvertazlar, pankreasta PC2%
ve bagirsak L hiicrelerinde PC3'tiir®. Ek olarak, GLP-1, arka
beyinde, primer olarak soliter traktin nukleusunda retilir
ve gida alim mekanizmasini diizenler?*?. Gida aliminin azal-
masi, 6gun sikhgi, yeme istegi gibi, GLP-1'in gida alimi ile
iliskili faydalarindan sorumlu olan Uretim, esas olarak beyin-
sapl néronlarinda gerceklesen GLP-1 Uretimidir®2.

Glukagon-benzeri peptid-1, hipoglisemiye neden olmaksi-
zin, etkin bir sekilde glukoz ile indiklenmis instlin salinimi-
ni uyarir?®. Ancak, GLP-1 yaygin bir serin proteaz olan DPP-4
ile hizla kesime ugradigindan, biyolojik yari émru oldukga
kisadir (2-3 dakika). Bu &zellik, sik sik injeksiyon gerektirme-
si veya daha fazla miktarlarda kullaniimasi gerekliliginden
dolayl GLP-1'in terapoétik kullanimini sinirlandirmaktadirs.
Biyolojik 6mri kisa olan GLP-1'in bu 6zelligini telafi etmek
amaciyla biyolojik olarak aktif GLP-1 Uretiminin ve sekres-
yonunun saglanmasi icin viral ve viral olmayan gen aktarim
teknolojileri gelistirilmistir®®. Preproglukagon transgeninin
ongorilemeyen bir glukagon Uretimi veya fonksiyonu tam
olarak bilinmeyen diger peptidlerin tretimine yol acabilme
potansiyeli dolayisiyla, gen transfer deneylerinde tim prep-
roglukagon cDNA’sinin aktarimi yerine, sadece GLP-1 kodla-
yan sekans, GLP-1,,,'nin aktarimi tercih edilmektedir (Sekil
73.3). Ayrica, GLP-1 reseptérinin baglanmasi icin GLP'in
ilk 2 aminoasidi olduk¢a 6nemli oldugundan, metiyonin
baslangi¢ kodonu iceren, GLP-1,,, kodlayan yapilarin, bir
DNA sentezleyici yardimiyla sentezlenmesi gerekmektedir.
Peptidin salinimindan 6nce aktif formunun uretilebilmesi
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Sekil 73.3. GLP-1'i kodlayan gen terapi vektor tasarimi™.

E.. Transgen ekspresyonunu hedef organa sinirlamak
7} = icin hucre spesifik promotor kullanilir (6rn. instlin
= 2 3 promotoru). Psodotipleme yoluyla epitop hedefleme
<] & = ve viral vektorlerin alternatif serotiplerini kullanma
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icin, GLP-1 kodlayan yapinin basindaki aminoasitlerin, furin
endopeptidazlar tarafindan uzaklastirilabilmesi amaciyla,
GLP-1 cDNA'sina, baslangi¢ kodonunu takiben bir furin tani-
ma bolgesi (RGRR) yerlestirilir. Son olarak, GLP-1 peptidinin
endokrin-disi dokularda Gretiminin ve saliniminin gergekles-
mesi icin GLP-1'in sekretuvar yolaklara yénlenmesi ve post-
translasyonal isleme stirecinin bir sinyal peptidaz araciligiyla
gerceklesmesi gerekmektedir. Bu amagla olusturulacak ya-
piya bir sekretuvar sinyal peptidinin dahil edilmesi gerek-
mektedir. Tim bunlarin 1siginda bu yazida, diyabet tedavisi
amaciyla GLP-1 ¢cDNA'sinin aktarimini konu alan gen terapi-
sindeki son gelismeler vurgulanmaktadir.

73.2 VIRAL OLMAYAN GEN TRANSFERI
YAKLASIMLARI

Plazmidler: Diyabetik hayvanlarda in vivo GLP-1 gen aktari-
minin sonuclarini degerlendirmek amaciyla, plazmid tabanli
bir gen aktarim metodu gelistirilmis®' ve bu amagla baslangig¢
kodonu ile GLP-1'i kodlayan bélge arasina bir furin ayriima/
tanima bolgesi yerlestirilerek modifiye bir GLP-1,,, cDNA's|
olusturulmustur. Zucker diyabetik sicanlara (ZDF) polietile-
nimin/pGLP1 kompleksinin intravenéz tek doz injeksiyonu
sonucunda, glukoz ile indUklenmis instlin saliniminda artis
ve iki hafta streyle kan glukoz seviyelerinde dustis gézlen-
mistir. GLP-1 ekspresyonunda artis saglamak amaciyla, furin
tanima bolgesi iceren GLP-1,;, cDNA'sI tasiyan plazmid, NF-
kB baglama bolgeleri iceren bir SV40 promotor bélgesi ile
birlestirilmistir2. Polietilenimin/pGLP1 kompleksinin, diyet
ile indiiklenmis obez (DIO) farelere, sistemik tek doz injeksi-
yon ile uygulanmasi sonucunda instlin sekresyonunda artis,
ve iki haftadan daha uzun sireyle kan glukoz seviyelerinde
dusus gézlenmistir.
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Glukagon-benzeri peptid-1'in kisa d6mra ve aktariminin ba-
girsak disi yollardan yapilma zorunlulugu dolayisiyla, GLP-
1'in terapotik etkisini uzatmak ve arttirmak icin, aktif insan
GLP-1'i ve fare 19gG1 agir zincir sabit bolgeleriyle (GLP1/Fc)
bir fuzyon proteini olusturulmustur®. 19G-Fc homodimeri-
zasyonu, dogal GLP-1'e kiyasla daha uzun yari émre sahip,
bivalent GLP-1 peptid ligandlarinin formasyonuna yol ac-
mistir. Olusan bu buytk molekuler agirhga sahip homodi-
merler, renal klirensi yavaslatip konjuge peptidin degredas-
yonunu azaltmistir. GLP-1/Fc fizyon proteinin aktarimindan
U¢ ay sonra db/db farelerde, aglik kan glukoz seviyelerinin
normalizasyonu ile birlikte, glukoz ile indUklenmis insu-
lin sekresyonunun arttigi ve glukagon saliniminin azaldig
gozlenmistir. Bu sonuclar, GLP-1/Fc plazmid injeksiyonunun
anti-diyabetik etkilerinin gézlenmesinin zaman aldigini
gostermektedir. Bununla birlikte, GLP-1/Fc flizyon proteini
kan-beyin bariyerini ge¢cemediginden, bu uygulama vicut
agirhigi ve periferik instlin duyarliligi tzerine herhangi bir
etki gostermemistir.

Plazmid DNA ile yogun elektrostatik etkilesimlere girerek
plazmid DNA'sinin nikleazlarin saldirisindan korunmasini
saglayan katyonik polimerlerin bu 6zelliklerinden yarar-
lanmak amaciyla kitosan tabanl bir gen aktarim sistemi
gelistirilmistir®®*. Ek olarak, kitosan bazli nanopartikuller,
siki intraseltler baglanti bélgelerinden gegebilecek kadar
kucuk olduklarindan, hicre icerisine girerek GLP-1 kodlayan
plazmid DNA’sinin aktarimini saglayabilir®>. Furin tanima
bolgesi ve cytomegalovirus (CMV) promotor bolgesi iceren
ve GLP-1'i kodlayan bir plazmid DNA'si ile olusturulmus ki-
tosan bazli nano-kompleksler 12 haftalik, ZDF-diyabetik
sicanlara uygulanmis ve bu nano-komplekslerin terapétik
etkinlikleri degerlendirilmistir®®. Kitosan-GLP-1 nanopar-
tiktlleriyle yapilan 5 injeksiyonun ardindan 49 glin sonra
plazma GLP-1 miktarlarinda belirgin bir artis g6zlenmistir.
Uygulama yapilmis sicanlarin glukoz toleransinda gelisme
gorulmesine ve agirlik kazanimlarinda azalma olmasina
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ragmen dolagimdaki insulin artisinin gecici oldugu ve son
injeksiyondan sonra sadece 14 gln strdtgu belirlenmistir.
ilging bir sekilde, nano-komplekslerin subkiitan (s.c.) injek-
siyonu, intramuskdaler (i.m.) gen aktarimina gore daha etkili
olmustur. Bu durum, injeksiyon bolgesinde olusan bir inf-
lamatuvar reaksiyonun vektor yayilimini engelleyici bir etki
g6stermis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Son zamanlar-
da yapilan bir in vitro calismada, spesifik kitosan formulas-
yonlari araciligiyla dogal GLP-1, s-4 direncli GLP-1 analog-
lari ve DPP-4 mRNA hedefli siRNA molekullerinin aktarimi
arastirllmistir®”. Kitosan formulasyonlari aracihgiyla etkin bir
sekilde nukleik asit aktarimi yapilan hicre hatlarinda, do-
gal GLP-1"e kiyasla, DPP-4 direncli GLP-1 analoglarinda 5 kat
daha fazla artis gozlenmistir. Ek olarak, kitosan formulas-
yonlari kullanilarak gergeklestirilmesi amaclanan DPP-4 gen
susturma yaklasimi basarili olmus ve ticari olarak kullanilan
lipoplex DharmaFECT molekiline gore bu yaklasimla daha
dusuk toksisite gézlenmistir.

Eksendin-4 (Eksenatid), daha uzun yari 6murlu ve etkin bir
GLP-1R agonistidir (dogal GLP-1 ile %50 sekans homolojisi
vardir). Bu sebeple, iki farkli plazmid kullanilarak gerceklese-
cek iki basamakli bir transkripsiyon amplifikasyon metodu ile
eksendin-4 ekspresyon sistemi tasarlanmistir. Bu sistemde, bir
plazmidde etkili bir transkripsiyon faktért kodlayan sekans,
ikinci plazmidde ise eksendin-4't kodlayan sekansin promo-
toru bulunmaktadir®. Gen transfer araci olarak dusuk toksi-
site ve ylUksek transfeksiyon etkinligi gostermesi dolayisiyla
Arjinin-sistaminbisakrilamid-siaminohekzan polimer grafti
(ABP) secilmis ve yuksek yagh yemle beslenmis C57BL/6) fare-
lerde artan glukoz ile indUklenmis instlin salinimi ile birlikte,
dustk kan glukoz seviyeleri gdzlenmistir.

73.3 VIRAL GEN TRANSFER YAKLASIMLARI

Adenovirus: Gen transfer etkinliginin arttiriimasi amaciyla,
GLP-1._;,'yikodlayan adenoviral ekspresyon vektorleri tasar-
lanarak, db/db farelere ve ZDF diyabetik sicanlara bu vek-
torlerin sistemik injeksiyonu gerceklestirilmistir®. Modifiye
edilmis GLP-1 kodlayan bélgeye (peptidin DPP4-direncli hale
gelmesi icin Alanin-glisin yer degisimi), bir lider sekans ve
bir furin tanima bolgesi baglanarak dolasimda strekli ola-
rak yuksek seviyelerde aktif GLP-1,_;, ekspresyonu saglanmis
ve bu sayede hiperglisemi dustralmuastir. Adenovirus-GLP-1
vektéranin sistemik injeksiyonu, ZDF-diyabetik sicanlarda
gida alimini azaltarak agirlik kaybina ve glukoz tolerans ge-
lisimine yol agmistir.

Farkh bir yaklasimda DPP-4 direncli GLP-1, ,,, bir furin kesim
bolgesi ile birlikte fare blytime hormonunun (mGH) sekre-
tuvar sekansina baglanmis ve farelerin ¢ene alti bezlerinde
GLP-1 ekspresyonu saglamak amaciyla adenovirus vektor-
lerine klonlanmistir®®. Ad-GLP-1 aktarimi ile kontrol vektér
injeksiyonu yapilmis farelere gore Ug¢ kat daha yuksek se-
rum GLP-1 seviyelerine ulasiimistir. Buna bagh olarak kan
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glukozunun daha hizli temizlenmesi ve alloksan ile indiik-
lenmis hipergliseminin dustrtlmesi saglanmistir. Takurak
bezlerindeki ekzokrin hicrelerden salinan GLP-1, dolasim
sisteminde kan glukoz seviyelerini etkilemek amaciyla kul-
lanilabilmektedir. Ancak, adenovirus aracili GLP-1 gen ak-
tariminin tukarak bezlerine retrodiktal infuzyonu, viral
omurga kaynakh bir inflamatuvar reaksiyon olusmasina ve
GLP-1'in terapétik etkinliginin sinirlanmasina yol acabilir.

Kesintisiz GLP-1 ekspresyonunun beta hlicre rejenerasyo-
nuna etkisinin degerlendirilmesi amaciyla, CMV promotor
ve albUimin lider sekansi iceren GLP-1 ¢DNA’sI (rAd-GLP-1)
taslyan bir adenoviral vektor olusturulmus ve farelerde in
vivo olarak test edilmistir*’. Streptozotosin (STZ) ile induk-
lenmis diyabetik fareler ve immun yetersizlikli nonobez
diyabetik (NOD) farelerin birlesimi olan NOD/SCID farelere
yapilan tek doz intraven6z rAd-GLP-1 injeksiyonu, 10 giin
icinde farelerin diyabetik durumlarinda dizelmeye yol a¢-
mis ve 20. glinde normoglisemiye ulasiimasini saglamistir.
Ayrica, rAd-GLP-1 uygulamasi almis farelerde, kontrol ade-
novirus vektort verilen STZ ile indiklenmis diyabetik fare-
lere oranla, pankreasta instlin pozitif hiicre sayisinda artis
ve dolayisiyla yuksek seviyelerde instlin sekresyonu gozlen-
mistir. Bu dogrultuda, insilin Greten pankreas beta hiicre-
lerinin rejenerasyonu, GLP-1 aracili gen terapisinin diyabet
tedavisinde potansiyel bir terapétik strateji olabilecegini
gostermistir. CMV promotor ve insulin lider sekansi ile olus-
turulan GLP-1,_;,'i kodlayan yeni bir rekombinant adenovi-
rus (Ad-ILGLP-1), 12 haftalik T2DM ZDF si¢anlara intreven6z
yolla injekte edilmis* ve dolasimda ytksek seviyelerde GLP-1
miktari ile birlikte, bu sicanlarda glukoz toleransi gelismis ve
3 hafta streyle normoglisemi goézlenmistir. Ancak hem pre-
diyabetik hem de diyabetik ZDF sicanlarda benzer sekilde,
adenovirus aracili GLP-1 gen aktariminda koruma, adeno-
virus vektorleri ile indUklenen gen ekspresyonunun gegici
olmasi dolayisiyla, sadece 21 gun strmustar.

Obezite ve insulin direnci, dustuk dereceli kronik infla-
masyonla baglantihdir®®. Adipoz dokunun, insulin direnci
olusumuna katki saglayan bir inflamasyon kaynagi olmasi
dolayisiyla, GLP-1'in adipoz doku Uzerindeki anti-inflama-
tuvar etkisinin degerlendirilmesi amaciyla GLP-1 Ureten bir
rekombinant adenovirus (rAd-GLP-1) Uretilmis ve ob/ob fa-
relere uygulanmistir**, rAd-GLP-1 uygulamasi almis ob/ob
farelerin yag kutlesi, adiposit boyutlari ve lipojenik mRNA
ekspresyon seviyelerinde, uygulama almayan farelere oran-
la belirgin bir azalma gézlenmistir. Subkitan yaglarda bir
degisiklik olmazken abdominal yaglanmanin azalmasi, daha
onceki gozlemleri destekleyici nitelikte olup abdominal yag
birikiminin instlin direnci ile iligkili oldugunu goéstermistir®.
Adipositlerde (makrofajlarla birlikte) inflamatuvar yolakla-
rin dogrudan inhibisyonu, GLP-1in instlin duyarlihgini ge-
listirdigini ortaya koymaktadir.

Yuksek yagli diyet ile indiklenmis obez fare modelinde, art-
mis Eksendin-4 ekspresyonunun uzun dénemde in vivo et-
kilerini incelemek amaciyla, bir yardimci-bagiml adenoviral



vektor (HDAd) Uretilmistir®®. Obez hastalarda meydana ge-
len metabolik degisimleri daha iyi taklit edecegi dusunul-
dugunden, genetik olarak degistirilmis asiri obez kemirgen
modeller yerine bu hayvan modeli kullaniimistir. Yuksek
yagh diyetle beslenen farelere tek doz HDAd-Ex4 injeksi-
yonu sonrasinda, glukoz homeastazinda gelisme ve gliko-
jenik enzim aktivitesinde azalma goértlmustar. Bu etkilere
ragmen, uygulama sonrasinda dolasimdaki instlin seviye-
lerinde herhangi bir artis gézlenmezken, uygulama almis
hayvanlarda hepatik yaglarin azaldigi ve adipokin profili-
nin gelistigi belirlenmistir. Yuksek yagli diyet ile beslenen
farelerde gozlenen agirlik kazanimindaki dusus, enerji tu-
ketiminde artisa bagh olup gida aliminda degisim ile ilgili
degildir.

Adeno Assosiye Virus (AAV): Fare insulin 1l promotor (MIP)
kontroliinde, yesil florasan proteini kodlayan cift iplikli AAV
serotip 8 vektorl, pankreas beta hicrelerinde doku-spesifik
transduiksiyon saglar?’. Bu veriler géz 6niinde bulundurula-
rak eGFP yerine GLP-1'i kodlayan DsAAV8-MIP olusturulmus
ve ¢oklu dustk doz STZ uygulamasi ile beta hticre hasari ya-
ratilmis diyabetik farelere intraperitoneal injeksiyon yoluyla
uygulanmak suretiyle GLP-1'in terapétik etkinligi degerlen-
dirilmistir®. Hiperglisemiden korunma saglanmis olmasina
ragmen, beta hicrelerinde, dsAAV'nin yetersiz transdiksi-
yonuna bagli olarak (%27), dolasimdaki GLP-1 seviyesinde
artis olusturabilecek kadar yuksek bir GLP-1 ekspresyonu
saglanamamistir. Bununla birlikte, adacik icinde lokalize
GLP-1 Uretimi gerceklesmis ve adacik foksiyon ve sagkali-
minda gelisme gézlenmistir.

Hepatosit blyume faktori (HGF)'nin adenoviral aktarimi,
pankreas beta hicre 6lumini engelleyici ve transplantas-
yon agisindan énemli olan adacik hicre katlesini minimize
edici 6zelligi*® dolayisiyla, diyabet tedavisinde terapétik bir
ajan olarak degerlendiriimektedir®. GLP-1 ve HGF'nin ortak
uygulamasi ile, obez hastalarda insulin duyarhliginda geli-
sim ve vicut agirhdginda azalma gézlenmistir®. Bu durum-
dan yola cikilarak beta hicre buytime faktoérleri, GLP-1 ve
HGF'nin diyabet tedavisindeki etkinliklerinin gen terapisi
yaklasimiyla test edilmesi amaciyla dsAAV vektorleri olustu-
rulmustur. AAV vektorlerinin transgen aktarim kapasitele-
rinin kisith olmasi dolayisiyla (~2.5 kb), HGF reseptorinin
sadece kismi aktivasyon potensiyeline sahip N ve K1 bol-
geleri (HGF/NK1) dsAAV vektoértne klonlanmistir™. GLP-1
ve HGF/NK1 fragmanlarinin dsAAV vektor aracli aktarimi,
pankreas adacik hucre proliferasyonunu indukleyerek db/
db farelerde diyabet baslangicinin daha ge¢ donemde ger-
ceklesmesini saglamistir. AAV vektorlerinin kisitli transgen
aktarim kapasiteleri dolayisiyla HGF fragmaninin (NK1) bir
kismi aktarilabildiginden, daha 6nceden tahmin edildigi
gibi, db/db farelerde instlin direnci ve agirhk kazancinda bir
etki gortlememistir.

Obez db/db farelerde GLP-1 gen transferinin uzun dénem-
deki antidiyabetojenik etkilerinin incelenmesi amaciyla,
fare Igx zinciri lider sekansi ve furin kesim bolgesi iceren ve
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GLP-1,.,,'i kodlayan bir dsAAV vektéru olusturulmustur®,
Karacigerde stabil transdiksiyon saglamak amaciyla CMV
enhensir/tavuk B-aktin  promotoru kullanilmistir. dsAAV
GLP-1 vektoérunin tek doz injeksiyonu sonucunda, dolasim-
daki GLP-1 miktarinda 4-10 kat artis saglanmis ve buna bagl
olarak dort ay sureyle kan glukoz seviyelerinde dustis goz-
lenmistir. Onsekiz hafta boyunca devamli GLP-1 ekspresyo-
nu saglanmis olmasina ragmen, vicut agirhginda herhangi
bir etki g6zlenmemistir.

Yuksek duizeylerde protein Gretimi ve kan dolasimina prote-
in sekresyonu yapan tukuruk bezleri, bu 6zellikleri dolayisiy-
la gen terapisi stratejilerinde uygun bir hedef organ olarak
degerlendirilmektedir®3. AAV serotip 5 (AAV5) ile kemirgen
tukaruk bezlerine etkin gen transferi saglanabildiginden,
AAVS5 aracili eksendin-4 gen aktarimi, iki farklh T2DM deney-
sel hayvan modelinde [Zucker fa/fa ve Yuksek Yagh Diyet
(HFD) ile beslenen sicanlar] test edilmistir®. Eksendin-4'U
kodlayan sekans, sinir baytume faktortinin (NGF) sekretuvar
sinyal peptidine baglanmis ve ayrica bir furin kesim bolgesi
eklenmistir. Tkuruk bezlerine perkitan yolla yapilan AAV5
injeksiyonunu takiben, diyabetik hayvanlarin kaninda ve
tukarik bezlerinde, farmakolojik seviyelerde artmis eksen-
din-4 ekspresyonu gézlenmis ve buna bagli olarak glisemik
kontroliin ve instline duyarliligin gelistigi ve agirlik kaybi-
nin gergeklestigi gézlenmistir.

73.4 GLP-1 ARACILI GEN TERAPI ;
YAKLASIMLARINDA STRATEJIK

NOKTALAR

Vektor secimi: Polietilenimin plazmid DNA kompleksleri
kullanilarak yapilan ilk plazmid tabanli gen aktarim tek-
niklerinde, insulin sekresyonu ve kan glukoz seviyelerinde
sadece gecici etkiler gosterilmistir. Bu durum, esas olarak
plazmid tabanh gen aktarim metodlarinin dogasinda var
olan kisa donemli gen ekspresyonu saglayabilme 6zellik-
lerine bagh olmakla birlikte, GLP-1'i kodlayan sekansin bir
sekretuvar sinyal icermemesi ile de iliskilidir3'32. Benzer ola-
rak, kitosan aracili gen transfer stratejilerinde, gegici GLP-1
gen ekspresyonu saglandigindan, instlinotropik aktivitenin
kalicthigi agisindan kitosan-DNA komplekslerinin tekrarlayan
uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tim bunlarla birlik-
te, spesifik kitosan formulasyonlarinin DPP-4 hedefli siRNA
stratejileri ile birlikte kullanimi, cok daha etkin sonuglara yol
acabilmektedir®. Son olarak GLP-1/Fc flizyon proteini kodla-
yan plazmidler kullanilarak yurtttlen deneyler, olusan bu
bivalan GLP-1 ligandinin, ileri calismalarda degerlendirilme-
si gereken yapisal stabiliteye sahip gugli bir GLP-1 analogu
oldugunu gostermistir®.

Glukagon-benzeri peptid-1 gen aktarimi icin bir¢ok viral ol-
mayan gen aktarim sistemi test edilmis olsa da, su an icin
gen transferi yontemlerinde en iyi se¢im viral vektorlerdir
(Sekil 73.4). Test edilen viral vektorler arasinda, adenoviral
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AAV

Lentivirus

Sekil 73.4. GLP-1 gen naklinde kullanilan viral vektorler.
Adenoviruslar; Uzerlerinde kilifi olmayan (zarfsiz) 90-100 nm
capinda orta buyukliukte ikozahedral nikleokapsid icerisinde
cift zincirli DNA genomu olan viruslardir. Adeno asosiye virus ise
20 nm capinda oldukca kucuk, zarfsiz ve genomlari tek zincirli
DNA’dan olusan vektorlerdir. Diger taraftan lentiviruslar; 80-
100 nm ¢apinda Uzerlerinde kilifi olan (zarfli), genom olarak her
nukleokapsid icinde iki tane pozitif zincirli RNA tasiyan gen nakil
araclaridir.

vektorler, cok sayida farkh dokuda etkin transdiksiyon sag-
lamasi ve hem boltinen hem de boélinmeyen hicreleri infek-
te edebilmesi agisindan oldukca etkili vektorler olup yuksek
titrede Uretim verimi ve blylk transgen aktarimi saglaya-
bilmektedir®®. Bununla birlikte, adenovirus ile transdikte
edilmis hucreler, adenoviruslar tarafindan kodlanan viral
peptidlerin antijenitesi dolayisiyla immn sistem tarafindan
hizla temizlenmekte ve dolayisiyla bu 6zellik uzun sureli
transgen ekspresyonunu ciddi bir sekilde sinirlandirmakta-
dir’’. Ek olarak, adenovirus vektorlerinin yiksek dozlarda
sistemik transferi, ciddi olumsuz sonuclara yol acabilmek-
te%, ve notralize edici antikorlarin varligi sebebiyle tekrar-
layan vektoér uygulamasi verimli olmamaktadir. Birinci nesil
adenovirus vektorlerin aksine, yardimci-bagimh (gutless)
adenoviral (HDAd) vektorler, ITRler haricinde neredeyse
tim viral genlerin silinmis olmasi dolayisiyla viral proteinleri
kodlamadiklarindan®’, gézardi edilebilecek seviyede dusuk
bir toksisiteye sahip® olup uzun sureli (hatta yasam boyu)
transgen ekspresyonu saglamaktadirlar®'. Dolayisiyla, DIO
farelere HDAd aracili eksendin-4 gen aktarimi, agirlik kaza-
niminda azalma gibi bazi metabolik degisimlerin arastirma-
cllar tarafindan uzun sareli takibine olanak saglamistir, ki bu
durum, birinci nesil adenovirus vektoérler ile olasi degildir®.
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GECMISTEN GELECEGE DIABETES MELLITUS

Bununla birlikte, diyabet hayvan modellerinde HDAd-aracil
GLP-1 gen aktariminin terapotik etkinligi ile ilgili calismalar
halen strduralmektedir.

Adenovirus vektorlerine benzer sekilde, AAV-tabanli vek-
torler hem boélinen hem bolinmeyen hucreleri infekte
edebilmektedir. AAV genomu tek iplikli DNA (ssDNA)'dan
olustugundan, transdikte edilmis hucrelerde c¢ift iplikli
DNA'ya (dsDNA) dénustim, rAAV aracili gen aktariminda hiz
kisitlayici bir asama olarak gorulmektedir®*%3. Transdksiyon
etkinligini arttirmak amaciyla, ITR’larda olusturulan mutas-
yonlar yardimiyla gelistirilen dsAAV vektorleri ile cift iplikli,
hairpin benzeri DNA dimerlerinin, AAV kapsitlerine 6ncelik-
li paketlenmesi saglanmistir®®. Klasik tek iplikli DNA vektor
genomlarindan olusan AAV vektérlerinin pankreas igi injek-
siyonlari, sinirli sayida adacik hicresinin transdiksiyonu ile
sonuclanmistirss. Bu nedenle in vivo pankreas gen transfe-
rinde genis capli, dayanikli ve stabil transgen ekspresyonu
saglamak amaciyla farkli gen aktarim yontemleri ve farkli
AAV vektor serotipleri kesfedilmistir?’. Sonuc olarak, dsA-
AV vektor serotip 8 (dsAAV8) C57BL/6 ve BALB/c farelerde,
uzun sureli, stabil gen transferi ve ekspresyonu saglamistir.
Bu bilgilere ragmen, AAV vektorleri oldukca sinirli transgen
kapasitesi, dustuk transdiksiyon etkinligi ve dustk titrede
Uretim kapasitesine sahiptirler®. Bunlara ek olarak, yaba-
nil tip AAV, insan genomunda 19. kromozomun spesifik bir
bolgesine (AAVS1) entegre oldugundan (AAVS1), rekombi-
nant AAV (rAAV) konakgl kromozomuna entegrasyon icin
gerekli rep proteininden yoksundur®’. AAV vektérleri, yavas
bolinen hicrelerde epizomal olarak kalirlar ve adenovirus
vektorlerine kiyasla immdinojeniteleri dtsuktirt®®, bu sekil-
de pankreas beta hucrelerinde uzun sureli stabil gen eks-
presyonu saglayabilmektedirler.

Adenoviruslar da adeno-assosiye viruslar da secici olarak
pankreasi infekte etmezler. Bu gen transfer vektorlerinin
her ikisi de, sistemik aktarimi takiben primer hedef dokusu
karaciger olmak Uzere, yaygin doku tropizmi gostermekte-
dir®. Dolayisiyle, pankreasta hedef alinan hicre tipine ak-
tarim yapilabilmesi icin, pankreasa® veya ¢Olyak arterine™
dogrudan injeksiyon gerekmektedir. Sistemik injeksiyonla
beta hicre spesifik gen ekspresyonunu saglamak amaciy-
la, instlin promotorlari da kullanilabilmektedir®. Pankreas
disindaki htcrelerin transdiksiyonu, olumsuz etki yarata-
cak potansiyele sahip oldugundan’’?, bu problemlerin ¢6-
zUmU amaciyla dogal pankreatropik viruslar kullanilabilir.
Ornegin, B grubu koksakiviruslar (CVB'ler), pankreas adacik
ve ekzokrin dokularinda oldukca gticlt bir tropizm goste-
rirler’®. CVB'ler ayrica kalp ve karaciger dokularini da he-
deflediklerinden, zayiflatilmis CVB asindan (vCVB(dm)) elde
edilmis iki orjinal mutasyon eklenerek CVB'nin pankreasa
hedeflenmesini saglayan 6zgun bir pankreatropik sus gelis-
tirilmistir’*. GLP-1 eksprese eden vCVB(dm) (vCVB(dm)GLP-1)
injeksiyonu, diyabetik Balb/c farelerde pankreas instlin mik-
tarini arttirmak ve beta hicre neogenezini stimile etmek
suretiyle hiperglisemiyi dusirmusttr’. Bununla birlikte; di-
stk transduksiyon etkinligi, inflamatuvar yanit olusturma ve



konak¢l genomuna entegre olamama 6zellikleri dolayisiyla,
vCVB(dm)GLP-1 sadece 4-7 glin sUren gegici bir transgen
ekspresyonu saglayabilmektedir. Ge¢cmiste TIDM ile iliskili
olmasi dolayisiyla bu tir vektérlerin klinik kullanimi tavsiye
edilmemektedir.

In vivo olarak uzun sureli gen ekspresyonu saglanabilme-
si icin, viral vektorlerin genoma entegrasyonu gereklidir.
Entegrasyon yetenegi olan vektorler arasinda, bélinen ve
boliinmeyen hucreleri infekte edebilme yetenegi, yok de-
nebilecek kadar azimmunojenik 6zellikleri ve zararl mutas-
yonlara yol agmamalari dolayisiyla, lentiviral vektérler dog-
ru se¢im gibi gérinmektedir’®”. Lentiviral vektorler, yabanil
tip HIV-1 ile infekte olsa dahi genomdan ¢ikamadiklarindan
klinik uygulamalar icin gutvenli olarak kabul edilmektedir-
ler. Lentiviral vektorlerin vezikiler stomatit virus-G protein
(VSV-G) ile psodotiplendirilmesi de, yaygin doku tropizmi
ile birlikte yuksek verimde titre saglamak acisindan énem-
lidir’, HenUz lentiviral vektorlerle ilgili herhangi bir doz
sinirlandirici toksisite bildirilmemis olup, ¢oklu injeksiyonlar
sonrasinda dahi toksisite olusma kaygisi minimal duzeyde-
dir. Sonug olarak, psédotipleme yontemiyle veya dokuya
spesifik promotorlarin kullanimiyla pankreas adaciklarinin
hedeflendigi lentivirus-aracili GLP-1 gen aktarimi, GLP-1
aracili gen tedavi yaklasimlarinin guvenilirlik ve terapétik
etkinlik agisindan gelistirilmesi acisindan énemli olabilir.

Promotor secimi: Viral vektorler kullanilarak GLP-1 gen
aktariminin yapildigi bazi calismalarda ilk olarak kullanilan
belirleyici promotorlar CMV, tavuk p-aktin veya ubikitin gibi
guclt ancak kontrolstiz GLP-1,_;, ekpresyonu saglayan pro-
motorlardir. Bu calismalar, insalin duyarlihginin gelisimi ile
birlikte kan glukozunun azalmasina yol acan plazma GLP-1
seviyelerindeki artisi acikca géstermis olsa da transgen eks-
presyonunun gerceklestigi bolge ile ilgili net bir bilgi agikla-
namamistir. Ek olarak, GLP-1 ekspresyonunun surekliliginin
hangi noktada GLP-1 reseptdrini duyarsizlastirarak GLP-1
direncli bir durum yaratacagi veya ne tir yan etkilere sebep
olacagi konusu da bilinmemektedir. Bu baglamda, gen ak-
tariminin gavenilirligi ve toksisitesi ile ilgili sorunlarin ¢6zu-
munde doku spesifik promotorlar kullanilabilir. Bu baglam-
da, promotor se¢imi, transgen ekspresyonu gerceklesecek
olan hedef dokuya gére yapilmaktadir. Ornegin, LPK pro-
motoru kullanilarak, karaciger spesifik GLP-1 gen ekspres-
yonu, basariyla gerceklestirilmistirg.

Glukoregulator aktiviteleri olan instllin promotoru, pank-
reas beta htcrelerine 6zgl transgen ekspresyonu saglamasi
acisindan, oldukga etkili bir promotordur®’. DsAAV8-MIP-
GLP-1'in intraperitoneal aktarimi, pankreas beta hiicrelerine
lokalize GLP-1 ekspresyonu saglarken, ayni zamanda fare-
lerde STZ ile induklenmis diyabet gelisimine karsi koruyucu
etki olusturmaktadir. Buna ragmen, pankreas beta hucrele-
rinde lokalize GLP-1 ekspresyonu, plazma GLP-1 seviyeleri-
ni arttiracak kadar yeterli olamadigindan, GLP-1'in instlin
duyarhlidina, gida alimina ve agirlik kaybina etkisi gibi kap-
samli terapétik etkinlikleri sinirli kalmaktadir. Dolayisiyla,
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lokalize gen ekspresyonu dolasimdaki GLP-1 miktarini art-
tirmada yetersizdir. Bu sebeple, instlin duyarliligi ve agirlik
kaybinin olusmasinda etkili olan adipositler, kas ve karaciger
gibi glukoregulatér dokular ile GLP-1'in karsihkli etkilesimi
sinirlanmaktadir. GLP-1 intestinal endokrin L hiicrelerinden
salinir. Bagirsaklarda lokalize etki gésteren GLP-1, gastrik
bosalmayi ve gastrik asit salinimini inhibe ederek MSS Utze-
rinden gida aliminin azalmasina ve agirlik kaybina yol agar.
Dolayisiyla GLP-1 ekspresyonunun pankreas beta hucreleri
ile sinirlandiriimasi, GLP-1'in yararli gastrointestinal etkileri-
nin kesintiye ugramasina yol acabilir®.

Bélgeye 6zgii entegrasyon: Retrovirus vektorlerin onkoje-
nik potansiyelleri g6z 6éninde bulunduruldugunda®, inser-
siyonel mutagenez riskinden kacinmak amaciyla gen terapi
vektoérlerinin bdlgeye 6zgl entegrasyonunun énemi ortaya
cikmaktadir. insan parvovirus AAV, tercihli olarak insanda
19. kromozoma entegre olmaktadir®. AAV genomu rep ve
cap kodlayan, her iki tarafinda ters cevrilmis terminal tek-
rarlar (ITR) barindiran, baslica iki acik okuma cergevesi icerir.
Rep, 19. kromozom Uzerinde bulunan AAV hedef sekansina
(AAVS1) bolgeye 6zgu entegresyon icin gereklidir. AAVS1'e
Rep-bagimli entegrasyon icin 16 bp uzunlugunda bir Rep-
baglama elementi (RBE) olmasi yeterlidir. Bu sebeple, trans-
genik farelerde AAVS1 boélgelerine terapotik genlerin in
vivo aktarimini saglamak amaciyla, RBE sekanslari tasiyan
plazmidler gelistirilmistir®. 16 bp RBE ve bir Rep proteini ile
birlikte insan kan pihtilasma faktort IX (hFIX)'u kodlayan
bir plazmidin hidrodinamik injeksiyonu, AAVS1 lokusuna
hFIX'in basarili bir sekilde aktarilmasini saglamistir. Benzer
sekilde, iki plazmidin intramuskuler injeksiyonu ile viral ol-
mayan bir GLP-1/Fc gen terapi stratejisi test edilmistir. Bu
plazmidlerden biri, 16 bp RBE-ITR ile bagh GLP1/Fc (RBE/
GLP-1/Fc) fragmani tasirken, diger plazmid, GLP-1 kodlayan
sekansin AAVS1 lokusuna entegrasyonunu saglamak ama-
ciyla AAV Rep (Rep78) kopyasi tasimaktadir®. RBE/GLP-1/
Fc'nin AAVS1 bolgesine bolgeye 6zgu entegrasyonu ile
kalici GLP-1/Fc protein ekspresyonu saglanmis ve bunun so-
nucunda yuksek yagh diyet ile beslenen farelerde herhangi
bir zararli etki gértlmeden, agirlik kazaniminda azalma ve
instlin duyarlihginda iyilesme gézlenmistir. Tim bu sonug-
lar, gen terapi vektérlerinin deneysel aktariminda, insersi-
yonel mutagenez riski olmadan, AAV vektérlerinin bdlgeye
6zgl entegrasyonunun uygulanabilir bir yaklagim oldugunu
gOstermistir.

Gen aktarim yéntemleri: Son zamanlarda diyabette gen
terapi yaklasimlari genel olarak transplantasyon icin pank-
reas adaciklarinin ex vivo modifikasyonuna yoénelmekte-
dir®2, Beta hucre farklilasmasini veya instlin gen ekspres-
yonunu indiuklemek amaciyla, ilgilenilen terapétik genin
ekspresyonu icin karaciger ve kas dokusu gibi pankreas kay-
nakli olmayan dokular, hedef organ olarak secilmektedir®.
Pankreas beta hucrelerine gen transferinde uygulanabilir
birkac strateji vardir. Lipofeksiyon ve elektroporasyon gibi
viral olmayan vektér aktarim sistemlerinde, pankreas ada-
cklarda dusuk seviyede transdiksiyon gézlenirken,® viral
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vektorler adaciklari oldukca etkin sekilde transdikte et-
mektedir®>. Adenoviral vektorler, yiksek titrelerde Uretile-
bilir, yuksek transdiiksiyon etkinligine sahiptirler ve gorece
olarak vektoér insasi daha kolaydir. Ancak adaciklardaki
endokrin hucrelerin kiimelenmis yapisi dolayisiyla, pank-
reas adaciklarina adenovirus aracili gen aktarimi isleminin
uygulanabilirligi daha zordur®®. Pankreas adaciklarina ko-
ledok kanalindan®® veya pankreasin distal kanalindan®'
uygulanan adenovirus vektor aracili in vivo gen transferi
islemleri ile etkin gen aktarimi saglanamamistir. Ayrica,
adenovirus vektorlerine karsi konak¢inin immin yaniti so-
nucu olusan pankreatit dolayisiyla kalici gen ekspresyonu
saglanamamistir. Sadece hepatik arter, portal ven ve da-
lak arterinin ligasyonu sonrasinda ¢6lyak artere injeksiyon,
pankreas adaciklarinin yliksek dizeyde ve etkin bicimde
transdiksiyonunu saglar.

Pankreasa ssAAV'nin direkt injeksiyonu ile, terapétik etki
gosterecek kadar yeterli pankreas adacik transdiksiyonu
gerceklestirilememistir®. Diger yandan, dsAAV vektorleri,
ssAAV vektorlerine kiyasla daha yuksek transduksiyon et-
kinligine sahiptir. C57BL10 farelerin pankreas adaciklarinda,
uzun sdreli ve gucglt bir gen ekspresyonu saglamak amaciy-
la, dsAAV vektorleri kullanilarak tg farkli aktarim yolu (int-
raperitoneal, intraduktal ve intravendz) karsilastirilmigtir®.
intravendz olarak aktarilan dsAAV vektérlerinin bircogu ka-
raciger tarafindan stzildigunden, bu aktarim yonteminde
intraperitoneal injeksiyonla yapilan aktarima gore 5-10 kat
daha az pankreas transdiiksiyon etkinligi g6zlenmistir. Buna
ragmen, viral partiktllerin adacik icerisine diftizyon kisitlar
dolayisiyla, intraperitoneal injeksiyon ile yapilan aktarim-
da, merkezdeki hicrelere kiyasla adacigin periferisindeki
hicreler primer olarak transdiksiyona ugramstir. ilging bir
sekilde, endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi ola-
rak bilinen klinik teknige benzer bir yéntem olan retrograd
pankreas intraduktal aktarim stratejisi ile, intraperitoneal ve
intravendz aktarima kiyasla daha yuksek transdiksiyon sag-
lanmistir. Bu teknigin fareler gibi kiigtik hayvanlarda uygu-
lanmasi oldukca zor oldugundan, retrograd pankreas intra-
duktal gen aktarim yénteminin intraperitoneal injeksiyona
kiyasla, klinik uyumluluk ve fizibilite agisindan degerlendiri-
lebilmesi icin deneysel testlerde sicanlarin kullaniimasi daha
iyi bir secenek olabilir. Gen aktarimi i¢in hangi yontemin se-
cilecegi bir kenara birakilirsa, instlin Greten pankreas beta
hicrelerine spesifik yiksek transgen ekspresyonu saglamak
ve Ozellikle pankreasin asiner hticrelerine transgen ekspres-
yonunu engellemek icin instlin promotorunun kullanimi
gereklidir. Son olarak, pankreas adaciklarina, karaciger do-
lasiminin gecici blokaji saglanarak, intravenéz dsAAV vek-
tér gen aktariminin etkinligi, C57BL10 farelerde test edil-
mistirY’. dsAAV vektorler kullanilarak pankreas adaciklarina
yapilan intravenéz gen aktariminin etkinligi saptanamamis
olsa da, karaciger blokaji yaklasimi, pankreas adaciklarina
yapilan gen transferini 15 kat arttirmis ve cogu adacikta es-
dagihmh transgen ekspresyonu saglanmistir. Bu calismada,
ayrica farkli AAV vektor serotipleri test edilmis ve dsAAV
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serotipine bagh olarak pankreasta ¢esitli seviyelerde doku
transdksiyonu gozlenmistir.

Depo dokular: Hastalik gelisiminde pankreas beta hcre-
lerinin yikimi sirasinda, pankreasin disinda ektopik GLP-1
ekspresyonu ile farkli bir tedavi secenegi s6z konusudur.
Ekspresyon icin potansiyel boélgelerin arasinda, erisim ko-
layhgi, yuksek transdiiksiyon oranlar ve dolasima yuksek
miktarda terapotik protein salgilamasi acisindan, ilk olarak
karaciger GLP-1 gen aktarimi icin en iyi hedef organ olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica, glukoz duyarlihig ve yani-
tindan sorumlu enzimler, Glukoz tasiyici protein 2 (GLUT2)
ve glukokinaz, esas olarak karacigerde sentezlendiginden,
karacigere dolasimda bulunan glukoz seviyelerini algilama
yetenegi kazandirmaktadir®. Bu karakteristik 6zellik, ayrica
adacik hucre transplantasyonunda da karacigerin hedef or-
gan olarak tercih edilmesinin nedenlerindendir®. Bununla
birlikte, intestinal L hcreleri gibi endokrin dokularda var
olan kontrollU sekretuvar sistemin karacigerde bulunmama-
si, GLP-1'in basaril bir sekilde karacigerde sentezlenip sa-
linmasi agisindan GLP-1'in daha detayli modifikasyonlarini
gerektirmektedir. Posttranslasyonal modifikasyonlar sonra-
sinda GLP-1'in sekretuvar yolaklara yonlendirilmesini sagla-
yan bir sinyal peptidin dahil edilmesiyle, karacigerde GLP-1
sentezi ile ilgili problemlerden biri ¢c6zUlmustir. Karaciger
ayrica, furin endopeptidazlarin sentezlendigi iki organdan
biridir, dolayisiyla sekretuvar sinyal peptidinden sonra ek-
lenen furin tanima sekansi ile GLP-1'in serbest kalmasi, ka-
racigerden GLP-1 Uretimini arttirmistir®*. Son zamanlarda
yapilan bircok calismada, yukarida bahsedilen 6zelliklerin
birkagini veya hepsini bir arada bulunduran vektérlerle de-
neysel gen terapisi calismalar yuratulse de (Sekil 73.3), GLP-
1 sekresyonu icin en etkili insan sekretuvar sinyal peptidle-
rinin tasarlanmasi icin Markov modelinin kullanimi faydal
olabilir®.

Glukagon benzeri peptid-1 sentezi icin hedef depo organi
olarak, tukuruk bezleri de, yuksek miktarlarda protein sen-
tez kapasitesi ve kan dolasimina sekresyon yapabilme 6zel-
likleri dolayisiyla siklikla kullaniimaya baslanmistir. Takarik
bezlerinin bir kapsulle cevrili olmasi dolayisiyla, yapilacak
uygulama sonrasinda vektér yayiliminin bu organla sinirh
kalmasi saglanabilir. Dolayisiyla, hedef organ olarak tuku-
rik bezlerinin kullanimi, olusabilecek potansiyel yan etkile-
rin minimize edilebilmesi agisindan fayda saglayabilir. Eger
gen aktarimi sonrasinda herhangi bir ters etki olusursa, tu-
kurtk bezlerinin alinmasi hem yasamsal énem tasimadigin-
dan hem de kolay bir prosedir olmasi agisindan glvenlidir.
Bu karakteristik 6zellikleri dolayisiya, tukurtk bezleri bir¢ok
kalitsal monogenetik endokrin bozukluklarin dizeltilmesi
icin kullanilacak gen terapi uygulamalarinda endokrin bez
yerine gececek bir organ olarak degerlendirilmektedir®.
Tum hucre tiplerinde, ana sekretuar yolak (CSP) bulunur-
ken, endokrin, néroendokrin ve ekzokrin hlcrelerde peptid
hormonlarin stimilasyon sonrasi saliniminin gergeklestigi
kontrollt sekretuvar yolak (RSP) bulunmaktadir®. Bu bakim-
dan tukuruk bezleri her iki sekretuvar yolagi da barindiran



bir ekzokrin bezdir. Salinan proteinlerin sekresyonu, genel
olarak kan dolagiminda CSP araciligiyla gerceklesirken (en-
dokrin); RSP, proteinlerin tukuruk icine salinimini gercek-
lestirir (ekzokrin). Bununla birlikte, CSP bulunduran fakat
prohormon konvertazlar gibi isleme stirecinde goérevli uy-
gun enzimlere sahip olmayan hucrelerde gerceklesecek pro-
hormon (proglukagon) sentezi, strekli olarak biyolojik ak-
tiviteden yoksun islenmemis prohormon sekresyonuna yol
acar”. Dolayisiyla, terapotik etkinlik gosterecek biyoaktif
peptid (GLP-1,,,) sekresyonunun CSP tarafindan gergeklesti-
rilebilmesi icin proteaz kesim bélgesini iceren sekretuvar bir
sinyale gereksinim vardir. Fare baytime hormonunun sinyal
sekansinin ardindan bir furin kesim bélgesi yerlestirilmis,
adenoviral GLP-1 vektérinin aktarimi ile, diyabetik hayvan-
larda alloksan ile indiklenmis hipergliseminin dustrtlmesi
saglanmistir®®. Bu yaklasimla gerceklestirilen vektor transfe-
ri, tukaruk bezlerine lokalize olmasina ragmen, kontrol vek-
tor ile transdikte edilmis farelere kiyasla dolasimdaki GLP-1
miktarinda U¢ kat artis gézlenmistir.

Pankreas Hedefli GLP-1 Gen
Terapisiyle Olusan Molekiiler
Degisimler

73.4.1

Streptozotosin ile indUklenmis diyabetik farelerden izole
edilen pankreas adaciklarinda global gen ekspresyon pro-
fili yontemleri ile GLP-1 aracili adacik hucre koruma me-
kanizmasi arastirilmistir®. Kisa dénemli, dustk dozlu STZ
uygulamasi sonucunda, p53‘e yanit veren genlerin guclu
induksiyonu ve genis capl diyabet iliskili genlerin supresyo-
nu gézlenmistir. GLP-1 gibi REG3 ailesi proteinleri, adacik
neogenezi araciligiyla, STZ ile indtklenmis hiperglisemiyi
iyilestirme potansiyeline sahip beta hiicre besleyici faktorler
gibi davranmaktadir®. Diyabetik farelerde maksimum beta
hicre besleyici etkiyi olusturmak amaciyla, REG3B-GLP-1
flzyon protein ekspresyonu saglayan AAV9 tabanl beta
hicre hedefli gen transfer sistemi tasarlanmistir. REG3B-
GLP-1'in yuksek ekspresyonu beta hicre kutlesini koruyu-
cu etki gostermis ve farelerde STZ ile induklenmis diyabete
karsi koruma saglamistir®®. REG3B-GLP-1 gen terapisi, global
gen ekspresyon profillerinde tanimlandigi tizere, adaciklar-
da STZ ile induklenmis degisimlerde siddetli bir farkhhk ya-
ratmamistir. Ancak, REG3B-GLP-1 gen terapisi, beta hucre
sagkalimiyla iliskili genlerin ekspresyonunu arttirarak, ada-
cik hiicre apopitozunun baskilanmasinda etkili olmustur.

73.4.2 Deneysel Hayvan Modelleri

Glukagon benzeri peptid-1, gen aktarimi ile ilgili deneysel
gen terapisi calismalarinin ¢ogu, ob/ob, db/db ve Zucker
diyabetik sicanlar gibi, genetik olarak modifiye edilmis ke-
mirgen obezite modellerinde gerceklestirilmistir3"3339100,
Bu modeller, istahi (leptin (ob/ob) veya leptin reseptorleri
(db/db, Zucker diyabetik fa/fa sicanlar) etkileyen genlerde
mutasyonlar tasidigindan, genetik olarak modifiye edilmis

diyabet hayvan modellerinin kullanimi, metabolik degisim-
ler ile ilgili uzun dénemli ¢alismalar icin ideal olmayabilir''.
insan hastaliklari icin en uygun deneysel hayvan modeli,
ilgilenilen insan hastaliginin fizyopatolojisini en iyi sekilde
taklit ediebilecek olan modeldir. Ek olarak, model stan-
dardizasyonu, surekliligi, maliyeti, klinik faydalari ve genis
capta arastirmacilarin erisimi gibi faktorler, karar asamasi-
ni etkileyen faktérlerdir. insanlarda T2DM, genler ve cevre
ile etkilesim sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik oldugundan,
DIO ile birlikte dustik doz STZ injeksiyonu uygulamasi (beta
hicre kaybini ve hiperglisemiyi indiklemek icin) ile olus-
turulan model, hastaligin gercek stirecini en iyi taklit eden
model gibi gériinmektedir. Dolayisiyla, GLP-1 aracili gen te-
rapi yaklasimlarinin gercek antidiyabetik potansiyellerinin,
Uclnct nesil HIV-tabanh lentiviral vektérler kullanilarak;
yuksek yaglh diyet, dusuk doz STZ induklu diyabet model-
lerine GLP-1 aktarimi ile test edilmesi ve tedavi etkinliginin
belirlenmesi gerekmektedir. Bununla birlikte, obez fareler-
de artmis vicut agirliginin kompanse edilebilmesi icin, he-
def dokulari transdtkte etmek amaciyla ek virus dozlarina
ihtiya¢ duyulabilir®'.

735 SONUC

Leber'in konjenital amarozisi, X'e bagli siddetli bagisiklik
yetmezligi (SCID), ADA-SCID, adrenoldkodistrofi, kronik
lenfositik 16semi, akut lenfositik 16semi, coklu miyelom, he-
mofili, Parkinson ve talasemi gibi genetik hastaliklara kar-
s basarili klinik gen terapi uygulamalari gelistirilmistir'®2,
Bunlar arasinda ailesel lipoprotein lipaz yetmezligine karsi
gelistirilmis Alipogene tiparvovec (Glybera), Avrupa onayli
ilk gen tedavi ilaci olarak tarihe gecmistir'®%,isin ilginci di-
yabet komplikasyonlari (diyabetik néropati-NCT01002235-
NCT00056290) ve diyabetik yara iyilesmesi (NCT00065663)
konularinda diyabetle ilgili ancak sinirli sayida klinik gen
terapi denemeleri yapilmistir.

ilk olarak 1992 yilinda T2DM tedavisinde kullanilabilecekleri
Onerilen inkretinlerin ticari olarak kullanimlarinin onaylan-
mas! (Eksenatid) Birlesik Devletler Gida ve ilac Dairesi (US
FDA) tarafindan ancak 2005 yilinda gergeklestirilmistir'©1%,
Akabinde inkretin etki arttiricilari olarak da bilinen DPP-
4 inhibitorleri, Sitagliptin (2006), Vildagliptin (European
Medicines Agency; EMA onayli-2007) ve Saksagliptin (2009)
gelistirilmistir. ilk uzun etkili GLP-1 analogu olan Liraglutid
de US FDA tarafindan 2010 yilinda onaylanarak piyasaya
stralmastar'®. 2010 yilindan bu yana inkretin bazli tedavi
stratejileri Gzerine yogun calismalar yapilmis, bu baglam-
da bir¢ok GLP-1 agonisti (Bydureon-2012, Liksisenatid-EMA
onayli-2013, Albiglutid) ve inkretin etki ¢cogalticilari gelistiri-
lerek (Linagliptin-2011, Alogliptin-2013) piyasaya strtlmus,
digerlerinin de (Taspoglutid, Anagliptin-Japonya onayli,
Gemigliptin-Kore onayl, Teneligliptin-Japonya onayli) ya-
kin bir gelecekte piyasaya strtlmesi beklenmektedir. Her
yeni gelistirilen ila¢ grubunda oldugu gibi inkretin tabanli
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tedavi ajanlarinin da yararlarinin yaninda bir takim yan etki-
leri mevcuttur'®. Ornegin, Eksenatid ve Liraglutid’in T2DM
hastalarinda gastrointestinal yakinmalara sebebiyet ver-
melerinin yaninda, pankreatit ve pankreas kanseri gelisimi
Gzerindeki muhtemel etkileriyle ilgili calismalar halen str-
durtlmektedir'®'"". FDA ve EMA, ikretin tabanli ilaglar Gze-
rindeki yan etkilerle ilgili uyarilarin gtincel bilgileri yansittig
kanisinda olsa da, inkretin tabanli ilaglarin uzun strede kar-
diyovaskauler etkilerini aciga ¢ikarmaya yonelik yapilan ve su
anda devam eden klinik caismalardan elde edilecek veriler-
le yapilacak meta-analizler, pankreatit ve pankreas kanseri
riskini degerlendirmede daha yararl olacaktir''2. Bunlarin
disinda Eksenatid (gunde iki kez) ve Liraglutid'in (gtinde bir
kez) terapotik etki géstermesi icin hastalara gunlik injek-
siyon yapilmasi gereklidir. Bu sebeble diyabet tedavisinde
etkili olabilecek strekli inkretin sentezi ve salinimi yapabile-
cek gen terapisi gibi yeni tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

Gen nakliyle uzun sureli GLP-1 sentezi ve sekresyonu saglana-
bilmis olsa da, en etkin GLP-1 gen transfer teknigi halen ge-
listirilme asamasindadir. Bu baglamda c¢ift zincirli adeno asso-
siye vektorler (dsAAV) ile bazi basarilara imza atilmis olmakla
birlikte, pankreasi hedefleyen glukoz kontrolli gen sentezi
saglayan lentiviral vektorlerle daha etkili sonuglarin alinabile-
cegi kanisindayiz'3. Ancak bu sekilde GLP-"in uzun sureli sinir-
leri ve kalbi koruyucu etkilerinin ortaya cikartiimasi mimkin
olabilir. GLP-1 gen naklinin hem prediyabetik hem de diyabe-
tik hayvanlarda terapotik etki gostermesi, bu yontemin GLP-
1 peptid infizyonu veya gunlik injeksiyonlara alternatif bir
yoéntem olabilecegini géstermektedir. Durum boyle iken, ba-
sarill GLP-1 gen nakli calismalarinin hentz kiguk deney hay-
vanlarinda (sican, fare) gerceklestirildigini, klinik calismalara
gegcisi hizlandirmak icin bu yontemin diyabetik byik hayvan
modellerinde (kediler, képekler, domuzlar ve primatlar) de-
nenmesi gerektigini vurgulamak isteriz.
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