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DENEYSEL ALLOJENIK ADACIK NAKLINDE APOPTOZ UZERINDEN IMMUN
TOLERANS GELISiMi

Salih Sanhoglu

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Gen ve Hiicre Tedavi Merkezi, Antalya

Tip 1 diyabet aslinda pankreastaki insilin treten beta hiicre kiimelerinin (adaciklarin)
vicudumuzun bagdisiklik sistemi hicrelerinden biri olan T hucrelerinin saldirisina ugramasi
sonucu ortaya c¢iktigindan, bu saldiriy1 gergeklestiren T hlicrelerinin molekiler bir yaklasimla
ortadan kaldirilmasi, 6teden beri bizim denemeyi ¢ok arzu ettigimiz bir tedavi yaklasimiydi.
Buradan hareketle Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Gen Tedavi Merkezi'nde; adaciklarda
sentezlendiginde nakil sonrasi bu adaciklara saldiran T hucrelerini ortadan kaldirabilecek
deneysel bir gen tedavi yaklagimini, 4 yil stren bir ¢alisma sonunda gelistirmeyi basardik.
TUBITAK destekli bu calismamizda Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Gen Tedavi
Merkezi’'nden Dog. Dr. Ahter D. Sanlioglu, Dr. Erciiment Dirice, Aras. Gor. Sevim Kahraman,
Aras. Gor. Saffet Ozturk, Prof. Dr. Mustafa Kemal Balci, Harvard Universitesi Joslin Diyabet
Merkezi’'nden Dog Dr. Abdulkadir Omer ve lowa Universitesi Gen Tedavi Merkezi’'nden Prof.
Dr. Thomas Griffith yer aldi. Bu ¢alismamizin sonuglari diinyaca dnli James M. Wilson'in
editérltiguinu yaptigi Amerika’nin gen tedavisi alaninda ilk dergisi olan Human Gene Therapy
dergisinin 2009 yili EKim ayi1 sayisinda yayinlandi. Ayni zamanda bu g¢alismamiz adacik
hicre nakline getirdigi yenilikler sebebiyle ayni sayida derginin kapak konusu oldu (Dirice,
Sanlioglu et al. 2009). Biz de apoptoz Uzerinden allojenik adacik nakli reddinin ortadan
kaldirilabilecegini gdsteren bu stratejiyi; Hiicre Olimi Arastirma Dernegi'nin 2011 yili 1.
Hiicre Olimii Arastirma Teknikleri Kursu sebebiyle sizler icin kaleme aldik.

Her canlida oldugu gibi bizimde yasamak igin enerjiye ihtiyacimiz var. Normalde disardan
gidalarla aldigimiz veya karacigerdeki depolarimizdan kana salgiladigimiz seker (gliikoz),
insdlin adi verilen hormon sayesinde hicrelerimize girer ve orada yakilarak vicut igin
gerekli enerjiye donuslr. Yani kan sekerimiz pankreasin beta hicrelerinde sentezlenen
insulin sayesinde diser. Bu amagla, beta hicreleri kan seker dizeyini kendince tartarak
dogru zamanda dogru miktardaki insdlini kana salar. Gerek insulin Gretiminin ve saliniminin
gerekse instlin hormonunun hicreler Uzerinde etki mekanizmasinin bozulmasi sonucu kan
sekerinin yiksekligi ile seyreden hastalia seker hastaligi diyoruz. Seker hastaligi iki farkh
formda karsimiza c¢ikiyor. Pankreastaki insilin sentezleyen beta hicrelerinin vicudumuzun
kendi hicreleri tarafindan yabanci olarak algilanmasi sonucu parcalanmasiyla ortaya gikan
insulin yokluguna insulin bagimli seker hastaligi (Tip 1 diyabet) diyoruz. Kanimizda yeterli
seviyede insilin olmasina ragmen bu hormonun hicreler Gzerindeki etki mekanizmasinin

bozulmasi sonucu aciga cikan insulin direncliligine de insulin bagimli olmayan seker
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hastaligi (Tip 2 diyabet) denir. DUnyada malesef 250 milyon diyabetli hasta var ve bunlardan
25 milyonu Tip 1 diyabetli. Turkiye’de ise 6 milyondan fazla diyabetli hasta (gizli diyabetle
birlikte gercek rakam 10 milyonun Uzerinde) oldugu bilinmektedir. Genelde tip 1 diyabet 35
yas oncesi (ortalama 12-13 yas) ortaya ciktigindan hastalar genelde g¢ocuk. Baslangicta
hastalik ender gorilen bir hastalik gibi algilansa da her bin ¢ocuktan ¢ tanesinin yetiskin
¢aga gelmeden Tip 1 diyabete yakalaniyor olmasi gergegi hastaligin sanildigi kadar nadir
gOrulmedigini disunduriyor.

GunUmuizde Tip 1 diyabetli hastalarin kan sekerini kontrol altinda tutmanin tek yolu
insulin enjeksiyonudur. insilin tedavisinin esas amaci da yiiksek kan sekerini normal
dizeylere c¢ekmektir. Ancak gercekte hastalarin kan seker dizeylerini uzun yillar insdlin
enjeksiyonuyla kontrol etmek oldukca zordur. Nihayetinde insulin injeksiyonuna ragmen
zaman igerisinde hastalarda korlik, bobrek yetmezligi, felg, iyilesmeyen yaralar, kalp ve
damar hastaliklari gibi ciddi komplikasyonlar gelisebilmektedir. Aslinda Tip 1 diyabet
hastalarinda kabul gérmlis en kalici ¢6zUm yolu pankreas naklidir. Ancak bunun igin
hastalarin buyUk bir operasyon gecirmesi ve nakil yapilan organin reddedilmemesi igin
hastalarin hayatlari boyunca kendi bagisiklik sistemlerini baskilayici ila¢g kullanmalari
gerektigini, bunlarin da bir takim ciddi dezavantajlari oldugunu unutmamamiz gerekiyor. Bu
nedenle pankreas transplantasyonu sadece bobrek nakline ihtiya¢c duyan (bobregi iflas
etmis) ileri evre diyabetik hastalar i¢in 6nerildiginden, bu yontemin Tip 1 diyabetli hastalar i¢in
yaygin bir kullanim alani bulamiyacagini simdiden kabullenmek zorundayiz.

Tip 1 diyabet tedavisinde pankreas organ nakline alternatif olabilecek en iyi yontem
pankreas beta hicre (adacik) naklidir. Bu ydntemde beyin olimi gerceklesmis Kkisilerin
pankreasindan izole edilen beta hicreleri Tip 1 diyabetli hastalarin karacigerine nakledilir.
Burada karacigere nakledilen pankreas adaciklarinin insulin salgilayarak hastalarin uzun
sureli insulin ihtiyacini karsilamasi, dolayisiyla onlari seker hastaligindan korumasi beklenir.
Adacik nakil iglemi basit gibi gériinse de beta hiicre izolasyonunda ciddi zorluklarla kargi
karsiyayiz. Aslinda pankreastan beta hiicrelerini adaciklara zarar vermeden izole etmek
oldukga zor bir islem. Bunu basarsaniz bile nakil sonrasi alicinin bagisiklik hiicrelerinin doku
uyusmazligindan dolayl adaciklara saldirisini bir sekilde énlemeniz gerekiyor. Bu nedenle
adacik graft reddini engelleyen bagisiklik sistemini bloke eden ilaglari nakil sonrasi mutlaka
kullanmak zorundayiz. Ancak bu sayede kan seker diizeyini uzun sireli olarak kontrol altinda
tutmayi basarabiliriz. Bir insan pankreasindaki 1 milyon adaciktan % 80’indan fazlasinin
kaybedilmesi seker hastaligina yol agmakla birlikte, kan sekerinin normal seviyelere
cekilmesi icin toplam adaciklarin % 20’sinden ¢ok daha fazlasini nakletmek gerekiyor. Bu
baglamda bir hastada diyabetin gercek manada dizeltiimesi i¢cin en azindan yetiskin birey
basina 800,000 adacik nakline ihtiya¢ var. Her ne kadar bir insan pankreasinda 1 milyon

adacik olsa da, izolasyon iglemi esnasinda bu adaciklarin tamaminin saghgi
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korunamadigindan; hasta basina bir seferlik yapilacak adacik nakil islemi i¢cin en az iki tane
insan pankreasina ihtiya¢c duyuldugu unutulmamaldir.

Adacik naklinin ilk denemelerinde basari oraninin oldukc¢a dusuk oldugunu soyleyebiliriz.
Ornegin bu islemin uygulandidi 10 hastadan sadece bir tanesinde nakledilen adaciklar ancak
bir yil siren insulin senteziyle bu hastayi diyabetten koruyabildi. Hastalarin disardan insdlin
enjeksiyonuna ihtiyag duymaksizin yasayabilmesine instlin bagimsizligi diyoruz. Sonraki
yillarda adacik izolasyon ve saflastirma tekniklerinde kaydedilen ilerlemeler sayesinde vyillik
adacik nakli basari diizeyi %10 dan %50’ ye ¢iktl. Yani adacik nakli yapilan hastalarin en az
yarisinda bir yil slireyle insulin bagimsizli§i kazandirildi. Sonrasinda, Kanada’nin Edmonton
kentinde Alberta Universitesi Diyabet Enstitisi’nde calisan James Shapiro ve arkadaslari,
tim dinyada Edmonton protokoll olarak taninacak klinik bir yontem gelistirerek, adacik
transplantasyon c¢alismalarinda devrim kabul edilen bir basariya imza atti (Shapiro, Lakey et
al. 2000). Bu metod ilk kez 1999 yilinda Alberta Diyabet Enstitlisiinde insulin bagimh Tip 1
diyabet hastalarina uygulandi. Hatta haber ilk duyuruldugunda 3 gln boyunca hastanenin
telefon santrali seker hastalari ve yakinlari tarafindan yaratilan yogun telefon ftrafigi
nedeniyle kilittendi. Bu Kklinik protokolun esasini; beyin 06lumU gerceklesmis verici
pankreasindan izole edilen adaciklarin organ reddini Onleyen ¢ok &zel bir ilag
kombinasyonuyla birlikte (sirolimus, takrolimus, daklizumab isimli ilaglar) alici hastanin
karacigerine (kg basina 13,000 tane adacik) transferi olusturuyor. Bu protokolun uygulandigi
daha ilk denemede yedi hastanin yedisinde de bir yil slire boyunca disardan insulin
enjeksiyonu yapilmasina gerek olmadi. Boylelikle tedavi uygulanan hastalarda yillik insalin
badimsizlik orani Edmonton yéntemiyle % 100’e ¢ikartilmis oldu. Karaciger igerisine yapilan
adacik nakli (Edmonton yéntemi) gelecekte ¢ok Umit vaat eden bir yaklasim olsa da ayni
arastirmacilar tarafindan bu konuda uzun takipli ve ¢ok merkezli yapilan ¢alismalar; ilk bir
ka¢ yil icerisinde nakledilen adaciklarin karacigerde fonksiyonlarini yitirdiklerini dolayisiyla
hastalarin pek cogunun 5 yil sonra tekrar insulin enjeksiyonuna ihtiyag duyduklarini gosterdi
(Ryan, Paty et al. 2005).

Nakledilen adaciklarin saghgini olumsuz etkileyen faktoérlerden biri de slphesiz
adaciklarin reddini 6nlemek igin kullanilan ilaclardir. Bu nedenle, hastalarda ciddi yan etkiler
olusturma potansiyeli olan bagisiklik sistemini baskilayici ilaglar kullanmaksizin, nakledilen
adaciklari vucut icerisinde uzun sdreli tahribatdan koruyabilecek yeni metodlari mutlaka
gelistirmemiz gerekiyor (Kahraman, Dirice et al. 2011). Bu amagla bir calismada, adaciklar
nakil 6ncesi kendilerini dis etkilerden koruyabilecek fakat insulin salinimini etkilemeyecek bir
materyalle kaplandi (enkapstlasyon). Ancak sonrasinda adaciklari kaplayan malzemenin
alicinin hicresel bagisiklik sistemini tetikledigi ve nakil bélgesinde kaplamada kullanilan
malzemeye kargi dokusal yangi reaksiyonu (fibrozis) gelistigi belirlendi. Neticede bu

ydntemle yapilan adacik nakli de basarisizlikla sonucglandi. Peki adaciklari bir materyalle
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kaplayarak onlari alicinin bagisiklik sisteminden koruyamiyorsak, bunlari vucudumuzda
atilmiyacaklari bolgelere nakletmek sorunu ¢dzer mi ? Bu amacla arastirmacilar once testis,
beyin ve timus gibi alicinin bagisiklik sisteminin nakledilen adaciklara kargi en az tepki
verecegdi bolgelere deneysel maksatli adacik naklini denedi. Yapilan deneysel ¢alismalarda
bu bdlgelerde adaciklarin kendilerini bagisiklik sisteminden uzakta tutarak (saklanarak) degil,
bu adaciklara ev sahipligi yapan dokularin kendi hicrelerinde sentezlenen o6lumcul
molekdller sayesinde (dokundugu bagisiklik hcrelerini dldiren-hiicrelerden g¢ikan Kkilig
benzeri bir yapi) badisiklik sistemi hicrelerinden korundugu ortaya ¢ikti. Aslinda
vucudumuzdaki bu boélgeler adaciklarin uzun sureli insilin sentezi yapabilecekleri ideal
bolgeler degildir. Adaciklari bu bdlgelere nakletmek yerine, bu dokularda sentezlenen ilgili
molekdllerin gen nakli yoluyla nakil éncesi adaciklara disardan kazandirilmasini daha
avantajli bir tedavi secenedi olarak degerlendirdik (Sanlioglu, Griffith et al. 2008). insan
pankreasinda fazla miktarda TNF Related Apoptosis Inducing Ligand (TRAIL) sentezinin
hiicre dliimleriyle birlikte seyretmesi ¢alismamizin TRAIL geni (izerine yodunlasmasina yol
acti (Sanlioglu, Dirice et al. 2008). TRAIL normal hiicrelere zarar vermeden kanser
hicrelerinde spesifik olarak apoptozu indikleyen 6limcil bir ligand olarak bilinir (Sanlioglu,
Dirice et al. 2009). Bu 6zelliginden dolayr TRAIL gen naklinin kanser hastalarinda klinik
denemelerde terapotik etkinligi su anda test edilmektedir (Holoch and Griffith 2009).
Metodumuzu test edebilmek icin deney hayvan modellerinden sigcanlari segctik.
Oncelikle siganlarin pankreasindan yiiksek kalitede ¢ok sayida adacik izole edebilmek igin
mevcut ydntemleri aylarca suren bir ¢alisma sonunda gelistirdik. Sonrasinda adaciklara gen
nakli yapabilecek uygun bir tasiyici (vektér) bulmak amaciyla farkh gen transfer yéntemlerini,
hatta gen tabancasini bile denedik. Bunlar arasinda adenovirisu adaciklara gen nakili
yapabilen en iyi vektdr olarak belirledik. Adenovirisun bugin igin klinik gen tedavi
denemelerinde en fazla kullanilan gen tedavi vektori oldugunu hatirlatmamizda yarar var
(Kahraman, Dirice et al. 2010). Adaciklarin yesil floresan proteini kodlayan geni tasiyan
adenovirtslarla enfeksiyonu sonrasinda tim adaciklarin floresan mikroskopta yesil renkte
g6ziikmesi bu virisun pankreas adaciklarina ¢ok iyi gen transferi yapabildigini gosterdi (Sekil
AdEGFP). Bu sonu¢ bize alicida bagisiklik sistemini baskilayabilecek bir geni (6rnegin
TRAIL isimli bir insan geni) adenovirusa yikledigimiz zaman bu vektérin ilgili geni adaciklara
kolayca aktarabilecegini gosterdi (Sekil TRAILmodel). Deneysel metodumuzu test edebilmek
icin deney hayvanlarinda insanlardakine benzer bir tip 1 seker hastali§i modeli olusturmamiz
gerekiyordu. Biz de Streptozotosin isimli bir ilaci sicanlara vererek pankreatik beta hicrelerini
spesifik olarak tahribata ugrattik. insilin tiretimi olmadigindan dolayi bu siganlarda kan seker
dizeyi beklenildigi gibi ylkseldi. Ayni zamanda bu sicanlara adacik nakli yapabilmek icin
saglikl sicanlardan yeterli sayida adacik izolasyonu yapmamiz gerekiyordu. Bu amagla

saglikli siganlarin pankreasini enzimle sisirerek adacik izolasyonu ve sonrasinda saflastirma
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islemini uyguladik (Sekil PancreasSisiriimesi). Sonra saglikli sicanlardan aldigimiz adaciklari
seker hastaligi olusturdugumuz siganlarin bdbrek kapsili altina cerrahi bir girisimle
yerlestirdik (Sekil AdacikNakli). Nakil sonrasi bu siganlarin seker dizeyi bekledigimiz gibi
sadece kisa slreli olarak normal seviyelerde seyretti ama akabinde tekrar ylkseldi. Bu
sicanlarda kan sekerinin ylkselmesi nakledilen adaciklarin bir sire sonra vucuttan
reddedildigini  (atildigini) gdsterir. Ayni  yéntemi gen nakli yaptigimiz adaciklarla
uyguladigimizda ise, normal adacik nakline (gen nakli yapiimamis) oranla bu si¢anlarda kan
seker seviyesinin ¢ok daha uzun sureli olarak normal seviyelerde tutulabildigini gézlemledik.
Ayrica gen nakli yapilmis adaciklari alan sicanlarin bobrek kesitlerinde, bagisiklik sistemi
hicrelerinin gen nakli yapilmamis adaciklari alan sigcanlara oranla ¢ok daha az miktarda
biriktigini tesbit ettik. Gen nakli yapilmis adaciklarla kan seker diizeyinde daha uzun sureli
normallesmenin yani kontroliin saglanmasi, bunun yaninda doku reddinden sorumlu
hlcrelerin nakil bélgesinde daha az birikmeleri, nakledilen genin insulin Ureten adaciklari
alici hastanin bagisiklik sistemine karsi korudugunu gdsterir. Ustelik nakledilen gen gergekte
bir insan geni ve bu genin sigan adaciklarini tahribattan korumasi oldukga ilging bir durum.
Bunu basarirken hastalikli siganlarda bagisiklik sistemini baskilayici herhangi bir ilag
kullanmadigimizi belirtmek isteriz. Pankreatik beta hicre nakli konusunda yaptigimiz bu
calisma prensip olarak gen nakli yoluyla adaciklarin tahribattan korunabilecedini
gOsterdiginden dolayl bundan sonraki yapilacak calismalara da isik tutacaktir. Edmonton
protokolini gelistiren James Shapiro ve arkadaslarinin yaptigi klinik c¢alismalarla bizim
henliz deneysel asamada olan c¢alismamiz karsilastinidiginda yaklasim tarzlarimizda,
adaciklarin nasil daha iyi korunacagina dair bir takim benzerliklerin yaninda farkhliklarin da
dikkat g¢ekici oldugunu dusinlyoruz. Benzerliklerin basinda adaciklarin fonksiyonunu uzun
sure devam ettirebilmek icin hem bizim hem de Shapiro grubunun bagisikhk sistemini hedef
aldigini  soyleyebiliriz. Ancak Shapiro grubunun su anda oldugu gibi ileriki yillardaki
basarisinin bagisiklik sistemini baskilayici yeni kimyasal ilaglarin gelistiriimesine bagh
oldugunu belirtmemiz gerekiyor. Her durumda bu ilaglarin, alicinin bagisiklik sistemini genel
olarak baskilayacaklarindan dolaylr henlz sézinlu etmedigimiz diger dezavantajlarinin
yaninda gerek alicinin viicudunda gerekse nakledilen adaciklar Gizerinde toksik etkilerinin
olmasi s6z konusu olacaktir. Bizim kullandigimiz yontemde ise adaciklara gen nakli yoluyla
sadece nakil bolgesinde bir korunma saglanmaktadir. Bizim yontemimizin ileriki yillardaki
basarisi kullanilan genlerin etkinligine ve bunlarin sentez sirelerine bagh olacaktir. Cagimiz
genom ¢adl oldugundan, bu konudaki bilgiler her gin bayuk bir hizla artiyor. Bu bilgiler
Isiginda yakin gelecekte bu konuda cok 6nemli gelismelere tanik olacagimizi simdiden
mujdelemek isteriz. Netice olarak bugln icin pankreatik beta hiicre naklinde karsilasilan en
onemli sorunlari gidermek, ancak bu ve benzer yontemlerin zamanla klinige

uygulanabilmesiyle mimkin olabilecektir.
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Tesekklr: Bu yazinin hazirlanmasinda emegi gecen Tip Fakiltesi Gen ve Hicre Tedavi
Merkezi Bagkani Dog. Dr. Ahter D. Sanlioglu’na, Prof. Dr. Mustafa Kemal Balcr'ya, Prof. Dr.
Hasan Ali Altunbag’a tesekkir ederim. Bu calisma TUBITAK tarafindan (104S224)

desteklenmisgtir.

Hazirlayan: Prof. Dr. Salih Sanlioglu Akdeniz Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik AD, Gen ve Hucre Tedavi Merkezi 6gretim Uyesi olup, yuksek lisans (1990-1992) ve
doktora egitimini (1992-1996) Ohio State Universitesi'nde (Columbus OH, ABD) molekiiler
genetik alaninda yapmistir. Yiksek lisans egitimini gocuk genetik hastaliklari Gzerine (2 yeni
insan geni kesfeten bir grupda yer alarak), doktora egitimini de in vivo gen transfer modelleri
Uzerinde gerceklestirmistir. Gen tedavi ihtisas egitimine gen tedavisinin 2. babasi kabul
edilen Dr. James M. Wilson'in baskanligini yapti§i Pensilvanya Universitesi insan Gen
Tedavi Enstitiisi'nde (Filadelfiya, PA, ABD) baslayip (1996) iowa Universitesi Gen Tedavi
Merkezi'nde (lowa City, IA, ABD) tamamlamistir (2002). Sonrasinda Turkiye’'ye donerek
Antalya’da Akdeniz Universitesi'nde Tirkiye’nin ilk gen tedavi Unitesinin kurulusunu
gerceklestirmistir. Kendisi halen Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik

Anabilim Dalinda, Gen ve Hicre Tedavi Merkezinde profosoér olarak ¢alismaktadir.
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Sekiller:
Kapak resmi: 2009 yili Ekim ayr Human Gene Therapy dergisi kapak konusu. Kapak
aciklamasi Adacik izolasyonu, gen transferi, adacik nakli ve insan geninin adaciklarda

sentez profili.

WOLUME 20, NUMEER 10, DOTORER 2008 BB 1030342

Human Gene
Therapy

including DNA, RNA, and Cell Theraples
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Sekil_TRAILmodel: T hiicreleri saldirilarini énlemek icin adaciklarin silanlandiriima

senaryosu.

Sekil_PankreasSisirilmesi: Adacik izolasyonu igin pankreasin sisirilmesi.
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Sekil_AdacikNakli: Bébrek kapstll altina adacik nakli.
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