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ONSOZ
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Tasarimdan Beta Hiicre Rejenerasyonuna Insiilin Gen Nakli

TASARIMDAN BETA HUCRE REJENERASYONUNA
INSULIN GEN NAKLI

Yunus Emre Eksi !*, Hale M. Tagyiirek" ", Ahter D. Sanlioglu', Hasan Ali Altunbas?,
Mustafa Kemal Balcr, ve Salih Sanhioglu'™
'Gen ve Hiicre Tedavi Merkezi, 2i¢ Hastaliklar1 AD, Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklar1 BD, Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi, Antalya

* Ik iki yazar (YEE ve HMT) yayna esit derecede katki sagladilar.

OZET

Tip 1 Diyabet (T1DM), pankreas adaciklarindaki insiilin sekresyonu yapan beta hiicrelerinin otoimmiin
yikimi sonucu gelisen insiilin yetmezligi ile karakterize pandemik bir hastaliktir. Gen transfer vektorleri
araciligiyla insiilin gen aktariminin, diyabetik hastalarda endojen insiilin ekspresyon profilini taklit
edebilecek potansiyel bir yaklasim oldugu agiktir. Bu nedenle, insiilin gen terapisinin ana hedefleri,
insiilin gen ekspresyonunun saglanabilmesi, periferal dokulara glukoz aliminin arttirilmasi, glukagon
sekresyonunun baskilanmasi ve hipergliseminin azaltilabilmesi i¢in hepatik glukoz tiretiminin inhibe
edilmesi olarak tanimlanabilir. Bu hedeflere ulasilirken, hipogliseminin engellenebilmesi amaciyla,
hiicre tipine spesifik regiile edilebilir insiilin gen ekspresyonu da gereklidir. Insiilin gen naklinin
T1DM’de basarili olabilmesi i¢in gen naklinin glukoz duyarl bir organa yapilmasi, anlik degisebilen
kan glukoz seviyelerine cevap verebilmesi ve insiilin sentezinin uzun siireli olmasi gerekmektedir.
Bunlara ilave olarak az insiilin gen ekpresyonu kan sekerini diistirmede etkisiz kalirken, gereginden
fazla sentez hastalarm hipoglisemik komaya girmelerine sebebiyet verdiginden, hiicrede iiretilen
insiilin miktarmin mutlaka kontrol altina almmasi gerekmektedir. Sonug olarak insiilin gen terapisi,
basartyla uygulandiginda tek bir enjeksiyonla diyabet hastalarmi 6miir boyu insiilin enjeksiyonu

yapma zorunlulugundan kurtarma potansiyeli olan bir tedavi stratejisidir.
Anahtar Kelimeler: insiilin gen tedavisi, beta hiicreleri, Tip 1 diyabet.

INSULIN GEN TEDAVI
STRATEJILERININ TEMEL
ILKELERI

Tip 1 Diyabet (T1DM) hastalari, insiilin
sentezleme yetenegine sahip tek hiicre tipi
olan pankreatik beta hiicrelerinin immiin
aracili yikimiyla, kan glukozunu diizenleme
yeteneklerini kaybederler. Dolayisiyla bu
hastalarin prognozu, enjeksiyon veya pom-
palar araciligrya 6miir boyu ekzojen insiilin
almmina baglhidir. T1DM tedavisinde kulla-
nilan genetik mithendislik iiriinii olan sente-
tik insan insiilini, ilk olarak 33 y1l 6nce {ire-
tilmistir (1). Giiniimiizde, ekzojen sentetik
insiilin ihtiyacin1 azaltmaya yonelik olarak
yeni insiilin gen tedavi metodlar1 gelistiril-
mektedir. Ik kez 1983 yilinda, beta hiicresi
olmayan bir hiicre olan fare hipofiz kortikot-
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rof hiicrelerinin (AtT20), proinsiilin sentez-
leyebildigi, sentezlenen proinsiilini kiigiik
fragmentler halinde iirettikten sonra salgi
graniillerinde depolayabildigi, ve uyarildig
zaman bu insiilin-benzeri yapilar salgilaya-
bildigi gosterildi (2). Noroendokrin hiicreler,
prohormon konvertaz ekspresyonu (PC 1/3
ve PC2) ve regiile edilebilir bir sekretuvar
yolak igermeleri agisindan beta hiicrelerine
oldukga benzer hiicreler olsa da, Glukokinaz
(GK) ve Glukoz Tastyic1-2 (GLUT-2) eks-
prese etmemeleri dolayisiyla glukoz duyarlt
degildirler. Ayrica bu hiicreler, adenokor-
tikotropik hormon salgilayarak, insiilinin
etkisini inhibe edici 6zellik gosteren gluko-
kortikoidi de sentezlediklerinden, gelecek-
te diyabete yonelik gelistirilecek bir tedavi
yaklasiminda bu gibi hiicrelerin kullanilmasi
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miimkiin degildir. Bu ve benzeri gelismeler,
beta hiicresi digindaki hiicrelerde in vivo
rekombinant insiilin {iiretimini saglamaya
yonelik insiilin gen terapi stratejileri ile, ek-
zojen insiilin terapisi veya pankreatik adacik
hiicre transplantasyonu gibi yontemlere al-
ternatif olabilecek TIDM tedavi stratejileri-
nin aragtirilmasinin oniinii agmustir.

Insiilin gen tedavisi stratejileri, beta hiicresi
digindaki hiicrelerin, tipki pankreatik beta
hiicrelerinde oldugu gibi insiilin sentezleme,
depolama ve salgilama islevlerini yerine ge-
tirebilecek sekilde genetik olarak manipiile
edilmesini amaglamaktadir. Tedavi strateji-
lerinde beta hiicreleri yerine, beta olmayan
hiicrelerin hedef alinmasinin sebebi, bu hiic-
relerin TIDM’li hastalarda olusan beta-hiic-
re spesifik otoimmiin yanita kargi direng
gosterebilme Ozellikleridir (3). Bir insiilin
gen tedavi sisteminde, terap6tik basari orani-
nin arttirilmast i¢in dikkate alinmasi gereken
ozelliklerden ilki, hedef organa etkili bir gen
aktarmmi saglayacak metodun secilmesidir.
Ikinci 6nemli 6zellik ise, segilen hedef orga-
nim; dzellikle GLUT2’ye, GK’ya ve proin-
stilini olgun insiiline doniistiirecek biyokim-
yasal isleme elemanlarma, dolayistyla glu-
koza duyarl bir mekanizmaya sahip olmasi
gerekliligidir. Ayrica, secilen hedef hiicreler
tiretilen insiilini depolayabilme kapasite-
sine ve glukoz aracihigiyla indiiklenebilen
bir sekretuvar yolaga sahip olmalidir. Son
olarak, hiperglisemik kosullarda indiiklene-
bilen ve hipoglisemik kosullarda baskilana-
bilen bir mekanizmayla insiilin transgeninin
transkripsiyonal kontrolii saglanabilmelidir.
Gen aktarimmm etkin olarak saglanabile-
cegi tekniklere olan gereksinim dolayistyla,
insiilin gen transfer ¢aligmalarinda hem vi-
ral hem de viral olmayan aktarim sistemleri
gelistirilmistir. Bu sistemlerin birbirlerine
gore avantaj ve dezavantajlari olsa da, viral
vektorler, transdiikte edebildikleri hiicre ¢e-
sitliligi agisindan, viral olmayan vektorlere
gore daha kullanighdir (4-6). Lentiviruslar,
giivenlik, etkinlik ve uzun siireli gen eks-
presyonu agisindan, beta hiicresi disindaki
hiicrelerin hedef alindig1 insiilin aracili gen
tedavisi igin tercih edilmesi gereken viral
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vektorlerdendir (7; 8). Lentiviral vektorlerin
hem béliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri
transdiikte edebilme yetenekleri en 6nemli
avantajlarindan bir tanesidir (9; 10). Birgok
farkli ¢aligmada insiilin gen terapi stratejileri
i¢in tercih edilen vektdrlerden bir digeri de
Adeno-asosiye viruslerdir (AAV). Yiiksek
dozlarda ileri derecede immiinojenik ve
toksik etki gosteren birinci nesil adenovi-
riislerin aksine, AAV’ler, toksisiteye neden
olmaksizin uzun vadeli gen ekspresyonu
saglarlar (11-14). Bununla birlikte, yabanil
tip AAV’ler, insanda 19. kromozomda spe-
sifik bir lokusa, bdlge spesifik entegrasyon
gosterse de rekombinant AAV’ler (rAAV)
bu yetenekten yoksundur (15). rAAV vek-
torlerin transgen kapasitesinin 4.7 kb ile si-
nirli olmast bu vektorlerin kullanim alanini
daraltmaktadir (16; 17). Diger taraftan, viral
gen sekanslar1 tamamen ¢ikarilarak daha bii-
yiikk DNA parcasi tagima kapasitesine sahip
son nesil adenoviral vektorler gelistirilmis-
tir. Bu vektorler, 6nceki nesillere kiyasla
daha diisiik toksik etkileri ile birlikte, sii-
rekli transgen ekspresyonu saglayabilen ve
in vivo transdiiksiyon etkinligi yiiksek olan
vektorlerdir (18; 19).

KONTROLSUZ UZUN SURELI
INSULIN GEN EKSPRESYONU
SAGLAMAK AMACLI
GELISTIRILEN iNSULIN

GEN NAKLIi CALISMALARI

Viral vektorler ile gergeklestirilen deneysel
insiilin gen aktarim teknikleri i¢in yapilan
ilk denemeler 20 y1l dncesine dayanmakta-
dir. Sigan preproinsiilin 1 cDNA’s1 kodlayan
Moleney Miirin Losemi Virus (MMLV)
tabanli retroviral vektorlerin, kismen hepa-
tektomize edilmis (%70) sican karacigerine
portal ven aracili aktarimiyla, %5-15 oranin-
da karaciger transdiiksiyonu ve en az 6 ay
stireyle kalic1 gen ekspresyonu saglanmistir
(20). Diisiik seviyede hepatik insiilin gen
ekspresyonunun saglanabildigi bu ¢alisma-
da, hipoglisemiye neden olmaksizin STZ in-
diiklii diyabetik sicanlarda, aglik hiperglise-
misi, glikojen yikimu, trigliserit depolanmast
ve ketoasidoz iyilestirilmis, diyabetik sican-
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larin sagkalim orani ise arttirilmistir. Bunun-
la birlikte, genetik modifikasyonlar sonucu
insan olgun insiilini salinimi1 yapabilen insan
fibroblastlarmm implantasyonunun gergek-
lestirildigi bir baska c¢alismada, kontrolsiiz
inslilin gen ekspresyonuyla, hipoglisemi
riskinin arttig1 gosterilmistir (21). Ayrica,
proinsiilin igleme mekanizmalarinin eksik-
ligi dolayistyla karacigerde iiretilen insiilin,
daha distik aktivite sergilemektedir. Proin-
stilinin iglenmesi, dolaysiyla aktif insiilin
tiretiminin arttirilmast amaciyla PC2 ve PC3
kodlayan adenoviral vektorlerle karacigere
ve kas dokusuna yapilan uygulamalar so-
nucunda, proinsiilin isleme mekanizmasinin
kas dokusunda calistif1 ancak karacigerde
calismadig1 gozlenmistir (22). Bu dogrultu-
da, karaciger hiicrelerinde, sekretuvar yolak-
larda var olan proteazlarin, ekzojen aktarilan
PC2 ve PC3 aktivitesini maskelemesi dola-
yisiyla, insiilin ekspresyonu ve sekresyonu-
nun karacigerde tam fonksiyonellik gostere-
bilmesi i¢in transgende ileri modifikasyonlar
yapilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.

Temel olarak, sekretuvar yolaklara sahip
hiicreler, salgiladiklar1 peptidleri spesifik
bolgelerden etkin bir sekilde kesmek icin
furin endopeptidazlar1 kullanmir (23). Proin-
stilinin olgun insiiline doniistiiriilmesinde de
gorev alan furin endopeptidazlar, insiilinin
BC ve CA baglanti noktalarmnda bulunan
dibazik aminoasit dizilerini (Arg-X-Lys-
Arg) tanir. HEK293 (24) ve miyoblast hiicre
hatt1 (25) gibi non-hepatom hiicre hatlarinn,
furin tanima bdlgesi igeren modifiye insan
insiilin cDNA’s1 ile gegici transfeksiyonu so-
nucunda, proinsiilinin translasyonel isleme
mekanizmasinin devreye girerek biyolojik
olarak aktif insiilin tiretiminin gerceklestigi
gosterilmigtir. PC2 veya PC3’iin rekombi-
nant adenovirus aracili arttirilmis ekspres-
yonu ile sigan insiilinoma hiicrelerinde pro-
insiilinin kolaylikla insiiline doniistiiriilmiis
olmasi da bu sonuglart destekler niteliktedir
(26). Farkl1 bir stratejide, hepatositlerin pro-
instilin sentezi ve olgun insiilin salmimin
ne Olgiide saglayabildigini test etmek igin,
replikasyon defektli bir adenoviriis ile (H4-
II-E) hepatosit hiicre hattinin transfeksiyonu
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gergeklestirilmistir. Bu adenoviriisler iize-
rinde insan proinsiilin cDNA’s1 ile birlikte,
dibazik prohormon konvertaz (PC) tanima
bolgesi ve tetrabazik furin kesim bdlgesi
icerecek sekilde degisiklige ugratilmis bir
bolge de bulunmaktadir (27). Bu viriislerin
farelere enjeksiyonuyla karacigerde insi-
lin gen ekspresyonu saglanmis ve diyabet
gecici siireyle tersine cevrilmistir. Benzer
sekilde, stirekli hepatik insiilin {iretiminin
glisemik kontrol iizerindeki faydali etkile-
rini degerlendirmek amaciyla, STZ indiikli
diyabetik nude farelerin karacigerleri, insan
elongasyon faktorii 1-alfa (EF1 alfa) promo-
torunun kontrolii altinda sigan preproinsii-
lini eskprese eden adenovirtislerle enfekte
edilmistir (28). Bu uygulamada, plazma
insiilininin uzun siireli bazal ekspresyonu
dolayistyla diyabetik hayvanlarin plazma
glukagon ve glukoz seviyelerinde 6nemli
Olclide azalma tespit edilmisti. TIDM ile
iliskili karaciger patolojisi incelendiginde,
glikojen pargalanmasi ve lipid birikiminin,
hepatik insiilin gen ekspresyonu ile azaltil-
dig1 belirlenmistir. Bununla birlikte, siirekli
insiilin gen ekspresyonu nedeniyle, tedavi
edilen tiim hayvanlarda, a¢ birakildiklarinda
siddetli hipoglisemi gelistigi gézlenmistir.

Prohormonlar1 tamamen aktif formlarina do-
niistiirmek i¢in gerekli olan konvertazlardan
yoksun hepatositlerin aksine, akciger do-
kusu prohormon konvertazlar1 dogal olarak
eksprese eden bol miktarda ndroendokrin
salgi1 hiicresine sahiptir. Yapilan bir ¢calisma-
da, CMV promotoru tarafindan kontrol edi-
len si¢an insiilin genini igeren bir plazmidin
akcigere lipozom aracili aktarimi gergekles-
tirilmistir (29). Yapilan ¢oklu enjeksiyonlar
sonucunda, akciger alveolar epitel hiicrele-
rinde insiilin gen ekspresyonunda belirgin
bir artis ile birlikte, insiilin proteininin islen-
mesi ve sekresyonunda da artis gézlenmistir.
Bu artisin bir sonucu olarak STZ indiiklii
diyabetik farelerde hiperglisemi ve ketoa-
sidoz herhangi bir yan etki gbzlenmeksizin
tyilestirilmistir. Bu ¢aligmada da goriildiigii
gibi, non-viral vektorlerle yapilan ¢alisma-
larda, viral vektorlere gore daha az yan etki
ve immiinojenite sz konusu olsa da, terap6-
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tik etkiyi siirdiirmek i¢in tekrarlayan vektor
uygulamalarina gereksinim duyulmaktadir.
rAAV vektorleri birinci ve ikinci nesil ade-
noviral vektorlere kiyasla cok daha uzun bir
transgen ekspresyonu saglar. rAAV aracili
uzun siireli insiilin gen tedavisinin etkinligi,
CMV promotor kontrolii altinda insan in-
stilini kodlayan, furin kesim bolgesi iceren
modifiye bir rAAV kullanilan bir ¢alismayla
gosterilmistir (30). Furin eklenmis insan in-
stilini kodlayan rekombinant bir adenovirus
ile tedavi edilen hayvanlarda gegici normog-
lisemi gozlenirken, rAAV vektorlerinin por-
tal venden verilmesi sonucu, STZ indiiklii
diyabetik sicanlarda tedaviyi takiben 90 giin
stireyle normoglisemi gozlenmistir. Ek ola-
rak, devam eden insiilin tiretimi HbAlc dii-
zeylerini diislirmiis ve herhangi bir yan etki
gostermeksizin glukoz toleransim iyilestir-
mistir. Benzer sekilde, Elsner ve ark.’nin
otoimmiin diyabetik sicanlarda ve STZ in-
diiklii diyabetik farelerde, furin kesim bdl-
gesi iceren insan insiilini kodlayan bir len-
tiviral vektoriin terapétik etkinligini test et-
mek amaciyla yaptiklari bir ¢alismada (31),
tedavi edilen hayvanlarda gézlem periyodu
boyunca (yaklasik bir y1l) kan glukoz sevi-
yelerinin normalizasyonu saglanmigtir. Bu
sonuglar, endokrin olmayan hiicrelerden in-
stilin salmimini hedefleyen somatik bir gen
tedavi yaklagimiyla, diyabetin tersine gevri-
lebilecegini diigiindiirmektedir. Beta olma-
yan hiicrelerde proinstilinin insiiline iglenme
mekanizmasinin yetersizligi dolayistyla kar-
silagilan engeller, furin tanima dizisi i¢eren
modifiye insan insiilini cDNA’sinimn kullanil-
dig1 yaklasimlarla agilabilir. Ancak, insiilin
ekspresyonunun giin boyu degismekte olan
metabolik ihtiyaca gore diizenlenme gerek-
liligi, tistesinden gelinmesi gereken bir diger
6nemli engeldir.

INSULIN GEN EKSPRESYONUNUN
FiZYOLOJIiK KONTROLUNU
SAGLAMAYA YONELIK INSULIN
GEN NAKIL CALISMALARI

Glukoz, pankreatik beta hiicrelerinde ve
hepatositlerde bircok genin sentezinde rol
aldigindan, insiilin iiretimi {izerinde etkili
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bir regiilatér molekdildiir. Beta hiicreleri ve
hepatositler kan glukoz seviyesindeki degi-
simlere GLUT2 ve GK aktiviteleri ile yanit
verirler. Hepatositlerde, insiilin ile azalan
PEPCK promotor aktivitesi, glukagon ve
cAMP ile indiiklenir. Dolayistyla, PEPCK
promotorunu takiben, furin tanmima bdlgesi
iceren bir proinsiilin DNA’s1 tasarlandigin-
da, insiilin iireten aday hiicreler olarak hepa-
tositlerin hedeflendigi kontrol edilebilir bir
sistem olusturulabilir (32). Buna benzer bir
tasarimla, primer si¢an hepatosit kiiltiirlerine
rekombinant adenovirus aracili aktarim so-
nucunda, hepatositlerin olgun insan insiilini
iiretebildigi gosterilmisti. PEPCK  yerine
S14 veya L-PK gibi, bazal glukoz duyarli
promotorlarn kullanildig: sistemler, bu pro-
motorlarn karacigerdeki zayif aktiviteleri
dolayistyla yetersiz bulunmuslardir (32).

Glukoz ile regiile edilen dogal promotorla-
rin kontroliindeki insiilin ekspresyonu, zayif
transkripsiyonal aktiviteleri dolayistyla tok-
luk hiperglisemisini baskilayamamaktadir.
Bu nedenle, karaciger hedefli insiilin gen
tedavi ¢aligmalarinda, HNF-1, C/EBP bag-
lanma elementleri, GIRE ve L-PK promoto-
runun kombinasyonuyla olusturulan sentetik
promotorlar denenmistir (33). Sentetik pro-
motor kontrolii altinda furin kesim bolgesi
iceren insiilin eksprese edebilen rekombi-
nant adenoviruslarin, STZ indiiklii diyabetik
NOD-SCID farelere intravendz enjeksiyonu
sonrasinda, bu farelerde hiperglisemi dii-
zelmis ve glukoz toleransi geligmigtir. Bu
sonuglar, karaciger hedefli insiilin gen te-
davisinde, glukoz duyarl insiilin tiretimini
diizenleyebilmek i¢in yapay promotorlarin
da kullamlabilecegini gostermektedir. CMV
promotoru ile gerceklestirilen belirgin in-
stilin ekspresyonu, hipoglisemi olusturmast
nedeniyle Oliimlere sebep olurken, glukoz
duyarli enhancer (gen ifadesini artirict di-
ziler)/karaciger-spesifik promotor igeren
tasarimlarda daha hafif hipoglisemi gozlen-
migtir. Ek olarak, yapilan glukoz tolerans
testleriyle, normogliseminin daha geg sire-
de saglanabildigi gosterilmistir. Dolayisiyla,
negatif yonde de diizenlenebilir bir yanit
olusturulabilmesi i¢in vektor tasarimlarinin
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daha da gelistirilmesi biiylik 6nem arz et-
mektedir.

PEPCK ve L-PK promotorlarma ve insiili-
nin negatif yanitina alternatif olarak, kara-
ciger hiicrelerinde furin ile kesilebilen mo-
difiye insiilin gen ekspresyonunun glukoza
duyarliligmi saglamak amaciyla (34); glu-
koz ile indiiklenebilen regiilatér elementler
(GIRE) iceren karaciger spesifik albumin
promotoru (35) kullanilmistir. Karacigerde,
adenovirus aracili, glukoza duyarl: insiilin
sekresyonu glukoz toleransinin gelisimiyle
birlikte aglik normoglisemisi saglamustir.
Bununla birlikte, insiilin sentezinin uzayan
lag faz1 ve yetersiz insiilin iiretiminin bir
sonucu olarak gelisen tokluk hiperglisemi-
si diizeltilememistir. Hepatositlerde aktif,
glukoza duyarli ve insiilin tarafindan ne-
gatif olarak da regiile edilebilen 6zgiin bir
promotor olusturmak amaciyla, sican L-PK
geninden karbonhidrat-duyarli elementler,
sicanlardaki insiilin benzeri biliytime fakto-
rii baglayici protein-1 (gIGFBP-1) geninin,
insiilin ile baskilanan bazal promotor bolge-
sine klonlanmistir (36). Modifiye rekombi-
nant insiilin cDNA’s1 igeren glukoz-insiilin
duyarli promotor kullanilarak olusturulan
adenoviral vektor araciligiyla, sigan primer
hepatositlerinde in vitro glukoz-indiiklii in-
san insiilin sekresyonu saglanmustir. Ek ola-
rak, hepatik insiilin gen tedavisi ile diyabetik
sicanlarda, gliseminin gelistigi, adipositokin
profilinin olumlu yodnde indiiklendigi ve en-
dotelyum bagimli vaskiiler fonksiyonlarn
korunarak insiilin duyarhiligmm arttirildig
belirlenmistir (37).

Glukoz-6-fosfat’mm glukoza doniisiimiinii
katalizleyen, Glukoz-6-fosfataz (G6Pase)
enzimi; karacigerden glukoz ¢ikisinin kont-
roliinde primer sorumludur. Diyabetik hasta-
larda karacigerden salinan glukoz miktarinin
artistyla aglik kan glukozu da arttigindan,
sican hepatoma hiicre hatlarinda insiilin gen
ekspresyonunun regiilasyonu i¢in; diyabetik
kosullarda olukga aktif olan ve insiilin ta-
rafindan negatif olarak regiile edilebilir bir
promotor (38) olan G6Pase promotoru (39)
kullanilmistir. G6Pase promotor kontrolii
altinda insan insiilin geni eksprese eden ade-
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noviral vektorler ile, glukoz indiiklii insiilin
iretimi  gerceklestirilmistir, ancak insiilin
tarafindan olusturulan negatif geribesleme
dolayistyla karacigerdeki transgen ekspres-
yonu diisiik kalmistir. Dolayisiyla, gluko-
za duyarli gen ifadesini artirict dizilerin de
katkisiyla daha giiclii promotorlarin olus-
turularak, diyabetik kosullarda kan glukoz
seviyesini diisiirmeye yetecek miktarda in-
stilin ekspresyonunun saglanabilecegi yeni
yaklagimlarin gelistirilmesi Onerilmektedir.
Bu dogrultuda, aldolaz B geninin intronik
gen ifadesini artirici dizilere baglanan hibrit
G6Pase promotoru kullanilarak karaciger-
de kendi kendini regiile edebilen bir insiilin
gen ekspresyonu saglanmast amaclanmistir
(40). STZ indiiklii diyabetik nude siganlarin
karacigerine, bu modifiye insiilin geninin
adenoviral aktarimi; hipoglisemi yaratma-
dan, tokluk hiperglisemisini belirgin oranda
diigtirmiistiir.

Glukoz miktarmma bagli olarak regiile edi-
lebilen hepatik insiilin gen ekspresyonu
saglayabilmesi agisindan, farkli glukoza
duyarli insiilin promotorlarmin kullanimi da
degerlendirilmektedir. Insan insiilin promo-
toru (HIP), beta hiicre spesifik bir promo-
tor olsa da, bircok hepatosit hiicre hattinda
giiclii gen ekspresyonu saglamaktadir (41).
Gen aktarim araci olarak AAV vektorlerin
kullanilmas1 durumunda, karacigerde glu-
koza yanit olarak insiilin gen ekspresyonu
saglamak amaciyla insan instilin promotoru
denenmistir (42; 43). Multimerize sigan in-
stilin promotoru (RIP), furin kesim bdlgeleri
de eklenerek sigan proinsiilin cDNA’s1 ile
birlestirildikten sonra, Epstein-Barr virus
(EBV) tabanli plazmid vektorlere klon-
lanmig ve STZ indiiklii diyabetik siganlara
kuyruk veninden enjekte edilmistir (44). Her
ne kadar, RIP ile kontrol edilen insiilin gen
ekspresyonu karacigerde glukoz yanitl bir
insiilin gen ekspresyonu saglasa da, aglik hi-
perglisemisinin diizeltilmesine yetecek sevi-
yede bir gen ekspresyonu saglanamamustir.
rAAV-aracili karaciger transdiiksiyon oran-
lar1 genellikle diisiiktiir, dolayisiyla kara-
cigere rAAV aracili insiilin gen aktarimim
arttrmak amaciyla c¢esitli metodlar de-
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nenmistir. Ornegin, diyabetik hayvanlara
rAAV-aracili insiilin tedavisinde kalsiyum
fosfat (CaPi)’mn etkisini aragtirmak amaciy-
la, PEPCK promotoru altinda insan insiilin
geni eksprese eden rAAV vektorler kulla-
nilmistir (45). TAAV uygulamasiyla diya-
betik hayvanlarin kan glukoz seviyelerinde
belirgin bir azalma go6zlense de, rAAV’lerin
kalsiyum fosfat ile birlikte uygulanmasi so-
nucu, insiilin gen transferinin hipoglisemik
etkisi artmigtir. Mutant furin bolgesi igeren,
410 b¢ uzunlugunda sigan insiilin 1 pro-
motoru kontroliinde insiilin geni eksprese
eden rAAV vektor ile polietilenimin (PEI)
kompleksi olusturularak, bu kompleksin di-
yabette glukoza duyarl instilin gen tedavisi
icin uygulanabilirligi arastinlmustir (46; 47).
Endokrin pankreatik hiicre benzeri 6zellik-
lere sahip insan hepatoma hiicre hatt1 olan
Huh?7 hiicrelerinin rAAV ile transdiiksiyonu
sonrasinda, yiiksek glukoz seviyelerine ya-
nit olarak insiilin sekresyonunun gercekles-
tigi gosterilmistir. Ayrica, insiilin salgilatan
ajanlar (dibutiril siklik adenozin mono fos-
fat-dbcAMP, teofilin, forskolin) kullanildi-
ginda glukoz yanith rAAV-aracili transgen
ekspresyonunun artigi, insiilin biyosentezi-
nin daha iyi indiiklenebilmesi i¢in metabolik
ve hormonal regiilasyonun bir arada gergek-
lesebilecegini gostermektedir. Ek olarak,
insan insiilin sekresyonu glukoz miktarina
bagli olarak artmis ve STZ indiiklii diyabetik
farelerin hiperglisemisi belirgin oranda diis-
miistiir. Yine de, instilin sekresyonunun in-
diiklenmesi i¢in 30 dakikalik bir lag fazinin
olmasi, transkripsiyonal regiilasyon kine-
tiginin yavas oldugunu gostermektedir. Bu
bulgulara ragmen, rAAV-PEI kompleksi ile
tedavi edilmis hayvanlarin hi¢birinde hipog-
lisemi gozlenmemistir. PEI uygulamasiyla
karacigerde rAAV-aracili transdiiksiyon
arttirtlsa da, bu uygulama apoptozu indiik-
leyecek bir membran hasarina yol agabilir.
Ayrica, rAAV tarafindan kodlanan transgen
iirtinleri, aktarim yoluna bagli olarak immii-
nojenik olabilmektedir (48). Dolay1siyla, te-
davinin etkinligini kisitlamamak adina, AAV
vektorlere karsi olusabilecek immiiniteden
korumak igin bireylere immiinsupresor uy-
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gulanmasi gerekebilir (49; 50).

INSULIN GEN EKSPRESYONUNUN
FARMAKOLOJIK KONTROLUNU
SAGLAMAYA YONELIK INSULIN
GEN TRANSFER CALISMALARI
Karaciger, her ne kadar insiilin ekspresyo-
nunun glukoz aracili fizyolojik kontrolii-
niin tam olarak saglanabilmesi acisindan
yetersiz kalsa da, pankreasin insiilin tiretme
yeteneginden yoksun kaldigi durumlarda,
gen tedavisi yoluyla insiilin tiretimi igin ilk
tercih edilen organdir. Regiilasyon kinetik-
leri dolayistyla; glukoz duyarli promotorlar
ile diyabetik hayvanlarin kan glukoz sevi-
yelerinin diizenlenmesinde kisitl bir basa-
riya ulagilabilmistir. Omegin, insiilin gen
transkripsiyon ve translasyonunun efektif
olabilmesi i¢in gereken birkag saatlik siire,
hipergliseminin baslangicindan itibaren ol-
dukca uzun bir siire anlamma gelmektedir.
Ayrica, normoglisemi olusturulduktan sonra
insiilin gen ekspresyonunun durdurulmasi
icin transkripsiyonun baskilanmasi da za-
man almaktadir. Dolayisiyla, hastalar hi-
perglisemi ya da hipoglisemiye uzun siireyle
maruz kalmaktadir. Karacigerden siirekli
instilin saliniminin hipoglisemi olusturma-
st dolayisiyla, insiilin transkripsiyonunun
farmakolojik stimiilasyonunu hedefleyerek
insiilin sekresyonunun kontroliinii ele alma-
ya yonelik 6zgiin bir strateji gelistirilmistir.
Bu senaryoda, insiilin gen ekspresyonunu
indiikleyen rekombinant transkripsiyon fak-
torii, farmakolojik bir ajan tarafindan kontrol
edilmektedir. Ornegin, diyabetik nude fare-
lerde furin kesimli proinsiilin geninin adeno-
virus aracili transkripsiyonunda kullanilmak
iizere rapamisin tabanli bir regiilator sistem
gelistirilmistir (22). Yabanil tip proinsiilin
(hIns-wt) kodlayan ve es zamanl ekspre-
se olan proteaz furin tarafindan kesilebilen
modifiye proinsiilin (hIns-M3) kodlayan
adenoviral vektorler, terapotik etkinlik ve
dolayistyla karacigerde olgun insiilin {ireti-
minin varligini test etmek i¢in kullanilmig-
tir. Furin ile kesilebilen proinsiilin eksprese
eden adenoviruslarn intravendz uygulama-
s1, yabanil tip proinsiilin geni eksprese eden
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vektorlere oranla, karacigerde daha fazla
miktarda olgun insiilin {iretimi saglamistir.
Bu sonuglar, proinsiilinin furin kesim bolge-
si iceren formunu kodlayan adenoviruslarla
enfekte edilen karacigerde, yiiksek seviyede
olgun insiilin {iretiminin gergeklestirilebi-
lecegini gostermektedir. Rapasimin ile in-
diiklenebilen sistemin etkinligini test etmek
amactyla, rapamisin ile regiile edilebilen
trankripsiyon faktdr kodlayan adenoviral
vektorler (Ad-CMV-TF1) ile transkripsiyon
faktoriiniin 12 adet baglanma bolgesinin
Oniine hIns-M3 transgeninin yerlestirildigi
(Ad-Z12-hInsM3) adenoviral vektorlerin
her ikisi birden diyabetik farelere enjekte
edilmistir. Sadece rapamisin varliginda, fa-
relerin karacigerinden insiilin sekresyonu
indiiklenerek kan glukozu disiiriilmis ve
ilacin ortamdan uzaklastirilmasiyla insiilin
gen ekspresyonu durdurulmustur. Bu sonug-
lar, diyabetik hayvanlarda glukoz homeosta-
zimn kontrolii i¢in karacigerdeki instilin gen
ekspresyonunun farmakolojik regiilasyonu
yonteminin, umut vaad eden bir alternatif
oldugunu dogrular niteliktedir. Rapamisinin
doza bagimli uygulanmast ile, dolagimdaki
insiilin seviyesinin yiikseltilerek diyabetik
hayvanlarda hipergliseminin disiirtilmesi
miimkiin olsa da, optimum seviyelerde in-
stilin ekspresyonunun gergeklesmesi igin 12
saatlik bir siire gerekmektedir. Dolayistyla
bu yaklagim, postprandiyal akut insiilin ar-
tigim saglayamasa da, hastalarda uzun etki-
li insiilin uygulamasina benzer sekilde etki
edecek bazal insiilin ekspresyonu saglamak
i¢in faydal bir yaklasim olabilir.

INSULIN GEN TERAPISINDE
MEVCUT ENGELLER VE
GELECEKTEN BEKLENTILER
Hepatositlerin proteinleri bazal seviyeler-
de siirekli olarak salgilamasi, postprandiyal
glukoz artist ile basa ¢ikmak i¢in yeterli mik-
tarda insiilinin aninda salinmasini zorlastir-
maktadir. Postprandiyal glukoz diizeylerini
diizenlemek icin tasarlanan rekombinant
insiilinin, sekretuvar sinyallerin alinmasini
takiben hizli bir sekilde tiretilmesi gerek-
mektedir. Beta hiicrelerinde, insiilin salgila-
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nacagl zamana kadar salg1 grantillerinde de-
polandigindan, gen tedavi yoluyla iiretilecek
instilinin sekresyonunun da fizyolojik olarak
kontrol edilebilmesi biiyiik onem arz etmek-
tedir. Dolayisiyla, sekresyonun dogrudan
kontrolii, transkripsiyonel kontrol mekaniz-
malarina kiyasla kan sekerinin daha hizli
diizenlenmesini saglar. Kontrollii insiilin sa-
linim1 saglamak amaciyla, endoplazmik reti-
kulumda (ER) kontrollii agregasyon yoluyla
insiilin sekresyonunun diizenlenmesini 6ne-
ren Ozgilin bir yontem gelistirilmistir (51).
Bu modelde, c¢esitli molekiillerin ER’da
tutulmasimi saglayacak geleneksel agregas-
yon bolgeleri olarak bilinen CAD sinyal
sekansini icerecek sekilde modifiye edilen
proinsiilin, sekretuvar hiicrelerin ER’lerinde
tutulur. Ek olarak, proinsiilinin posttranslas-
yonel modifikasyonu igin proinsiilin kodla-
ma dizisine furin kesim bolgeleri de eklen-
migtir. Dolayistyla, oral yolla alinacak kiigiik
bir molekiil araciligryla insiilinin islenerek,
hizla biiylik miktarlarda salinimi indiiklenir.
Bu senaryoda, beta hiicreleri gibi 6zellesmis
sekretuvar hiicrelerin graniillerinden gercek-
lesen salinim fonksiyonunun, ER tarafindan
gergeklestirilmesi hedeflenmistir. Kiiciik bir
ilag aracilifiyla proinsiilin agregatlarinin
¢oziilerek golgiye translokasyonu saglanir.
Golgide proinsiilinin iglenmesini takiben
olgun insiilin hizla salinarak, ila¢ uygulama-
sindan sonra 15. dakikada kanda saptanabi-
lir diizeye gelir ve 2 saat sonunda kandaki
insiilin miktar1 en yiiksek seviyeye ulasir.
Bu sayede kan glukoz seviyelerinde %90
oraninda bir azalma meydana gelebilmek-
tedir. ilag etkisinin yok olmasi halinde, do-
lasimdaki insiilin miktar1 azalmaya, glukoz
seviyeleri de tekrar yiikselmeye baglar. Bu
bulgular dogrultusunda olusturulan modelin,
dogal insiilin sekresyonuna olduk¢a benzer
nitelikte bir insiilin sekresyon kinetigine sa-
hip oldugu gozlenmistir. Sonug olarak, ilag
indiiklii bir sistemle kombine edilmis bir
glukoz bagimli insiilin sekresyon sistemiyle,
pankreatik beta hiicre fonksiyonlarim taklit
edebilme potansiyeli yiiksek bir yontem ge-
listirilmesi miimkiin olabilir.

Kontrollii proinsiilin transkripsiyon ve trans-
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lasyonu, regiile edilebilir bir sekretuvar yo-
lak igermesi ve indiiklenebilir bir salimm
mekanizmasina sahip olmasi, pankreatik
beta hiicrelerinin en 6nemli 6zellikleri ola-
rak siralanabilir (Sekil 1). Hepatositler, GK
ve GLUT?2 araciligiyla olusan glukoz duyar-
11 bir mekanizmaya sahip olsalar da, kontrol
edilebilir bir sekretuvar yolaktan yoksundur-
lar. Bununla birlikte, néroendokrin hiicreler,
kontrollii bir sekretuvar yolaga sahip olup,
salgi graniillerinde insiilin depolayabilirler,

ancak bu hiicreler ise glukoz duyarli meka-
nizmalardan yoksundur. Bu nedenle ne he-
patositler ne de ndroendokrin hiicreler ideal
bir beta hiicre aday1 olarak degerlendirile-
memektedir. Buna karsilik, duodenum ve je-
junumda bulunan K hiicreleri; ayni beta hiic-
relerindekine benzer sekilde GK, GLUT2 ve
prohormon konvertaz ekspresyonu yapabi-
len hiicrelerdir (3). Dolayisiyla bu hiicreler,
glukoz kontrollii bir insiilin sentez ve sek-
resyonunun gergeklestirilebilmesi amaciyla

Sekil 1: Pankreatik beta hiicresinin 6zellikleri. Insulin gen tedavisinin esas amact;
hiicreleri genetik olarak manipule ederek insulinin sentezlenmesini, depolanmasini
ve sekresyonunu saglamak olsa da, mevzu bahis insulin gen transfer sistemi;
tedavinin basarisim arttiracak bir takim anahtar 6zelliklere de sahip olmahdur. ilk
olarak sistem hedef organa etkin bir bigimde gen aktarimi yapabilmelidir. ikincisi,
hedef organ GLUT2 ve GK gibi glukoz duyarlilik sistemini icermeli ve proinsiilini
insiiline doniistiiren gerekli biyokimyasal enzimleri (prohormon konvertazlari) i¢inde
barindirmahdr. Ugiinciisii, hedef hiicreler depolama 6zelliginin yaninda glukoz ile
regiile edilebilir sekretuar bir yolaga sahip olmalidir. Dérdiinciisii ve en sonuncusu
da, insiilin transgeninin transkripsiyonu hiperglisemiyle baglamali ve hipoglisemiyle
sonlandiriimalidir.
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alternatif hedef hiicre adaylar olarak deger-
lendirilmektedir. K hiicrelerine 6zgii promo-
torlar kullanilarak insan proinsiilin gen eks-
presyonu saglanan transgenik hayvanlarin
STZ uygulamasina direng gdstermis olmasi
(52), beta hiicrelerinin yokluguna ragmen
glukoz homeostazinin basartyla kontrol
edilebileceginin bir 6rnegi olarak degerlen-
dirilmistir (53). Bununla birlikte, bagirsak
epitel hiicrelerinin doniisiim ve yenilenme
hizlarmin yiiksek olmasi nedeniyle, uzun va-
deli gen ekspresyonu saglayabilmek adina K
hiicre progenitorleri hedeflenmelidir. Barsak
epitel hiicre popiilasyonunun yalnizca %1’
enteroendokrin hiicrelerden olusmaktadir.
Bu nedenle insiilin iiretimi i¢in hedef hiicre
olarak segilebilmesi i¢in Oncelikle, entero-
endokrin hiicrelerin izolasyon ve tanimlama
calismalarinin gergeklestirilmesi gerekmek-
tedir. Yine de, rAAV2 gibi viral vektorler
kullanilarak basarili bir sekilde transdiikte
edilen ve genetik olarak modifiye edilen
enteroendokrin (NCI-H716) L-hiicrelerinin,
¢ok sayida enterositin bulundugu ko-kiiltiir
ortaminda dahi, kontrollii bir insiilin yamti
gostermesi, umut verici gelismeler olarak
kargimiza ¢cikmaktadir (Caco-2 or T84) (54).
Gastrointestinal sistem hiicrelerine, kitosan
nanopartikiiller aracili insan insiilini gen
aktarmmmin yapildigi bir c¢aligmada, STZ
indiiklii diyabetik siganlarin aglik kan glu-
kozunda azalma gozlenmistir. Bu sonuglar,
instilin iretimi icin hedef hiicre aday1 olarak
enteroendokrin hiicrelerin degerlendirilmesi
fikrini destekler niteliktedir (55).

Ideal olarak, pankreatik beta hiicresi yerine
kullanilacak bir aday hiicrenin, glukoz in-
diiklii postprandiyal insiilin sekresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan GLP-
1 reseptorlerini de eksprese etmesi beklen-
melidir (56). Ayrica metabolik stres altinda
PACAP ve VIP indiiklii sinyal yolaklar1 ara-
ciligiyla glukoz metabolizmasinin kontrol
edilebilmesi i¢in ndronal sinyallere de ihti-
ya¢ duyulmaktadir. Insiilin, normal kosullar
altinda beta hiicrelerin uyarilmasini takiben
birkag dakika iginde, hiicrelerin sitoplazma-
sinda halihazirda var olan salg1 graniillerinin
bosaltilmasiyla, hiicrelerden salinir. Aday
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bir hiicreden insiilin sekresyonu, transkripsi-
yonal aktivasyona bagli olarak dakikalardan
cok saatler iginde gergeklesir. Preproinsiilin
mRNA’sinin yarilanma 6mrii, aday beta hiic-
relerinde (6 saatten daha kisa) normal beta
hiicrelerine gore (yaklasik 24 saat) ¢ok daha
kisa olmasima ragmen, transkripsiyonel inhi-
bisyonu takiben sinyalin sonlandirilmasi da
oldukca yavas gerceklesen bir islemdir. An-
cak, fizyolojik kontroliin saglanabilmesi i¢in
insiilin sekresyonunun uyaran yoklugunda
birka¢ dakika igerisinde sonlanmasi gerek-
mektedir. Preproinsiilin mRNA stabilitesi-
nin ve iglenme siirecinin kontroliinde, beta
hiicre spesifik faktorler rol oynadigindan;
aday beta hiicrelerinde diizgiin bir kontrollii
regiilator sistem olusturabilmek i¢in, prepro-
insiilin cDNA’sin1 kodlayan gen tedavi vek-
torlerinin, tiim bu ozelliklerin géz 6niinde
bulundurularak, dikkatlice tasarlanmasi ge-
rekmektedir. Tim bunlarla birlikte, somatik
hiicrelerin hedeflendigi C-peptid ile kombi-
ne (57) insiilin gen tedavi yaklasimlarinin
biiyiik bir potansiyele sahip olduguna dair
(31) 6n bulgular olsa da, adacik transplan-
tasyonu ve insiilin uygulamalar1 gibi haliha-
zirda kullanilan tedavi yontemlerine kiyasla
etkinliklerinin gosterildigi ileri ¢aligmalarin
yapilmasi gerekmektedir (58; 59).

GEN TERAPI ARACILI BETA HUCRE
OLUSUMUNUN iNDUKLENMESI

VE INSULIN GEN TERAPI
STRATEJILERI ACISINDAN

TiP 1 DIYABET TEDAVISININ
DEGERLENDIRILMESI

Pankreas gelisimi ve beta hiicrelerinin ol-
gunlagmast i¢in insiilin promotor faktdr 1
olarak da bilinen Pankreatik ve Duodenal
Homeobox 1 (PDX-1) proteini gereklidir
(60). Ek olarak, PDX-1 transkripsiyon fak-
torii, adacik hiicre fonksiyonunun ve adacik
spesifik insiilin gen ekspresyonun diizen-
lenmesinde ana regiilator gorevi goriir. Gen
tedavisi yoluyla insiilinin ekzokrin olmayan
bir dokudan ekspresyonunun saglanmasina
makul bir alternatif, diger somatik hiicre tip-
lerinden gen aktarimi yoluyla insiilin salgila-
yan beta hiicrelerinin iiretilmesidir (61). He-
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Sekil 2: insiilin promotor kontrolii altinda insiilin geni kodlayan lentiviral ekspresyon
vektorlerinin olusturulmast. Insiilin promotoru ve proinsiilin sekans iki ayri giris
vektorlerine klonlanir. Gateway rekombinasyon reaksiyonlari ile insulin promotorlu
(pPENTRS5’Ip) ve proinsiilin sekansl giris vektorlerindeki (pENTRIns) genler

lentiviral iskelet tagtyan destinasyon vektoriine aktarilir ve bdylece pLENTI-IpINS
ekspresyon vektorii (transfer plazmidi) olugur. Transfer plazmidiyle lentiviral paketleme
plazmidlerinin 293T hiicrelerine transfeksiyonuyla insiilin promotorlu proinsulin
sekansli lentiviral vektorler (LentiINS) olusturulur.
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patositler ve pankreatik asiner hiicrelerin her
ikisi de ayn1 germ tabakasindan (ilkel barsak
endodermi) orijin alir. Bu nedenle, ekzojen
PDX-1 ekspresyonu saglayarak, adacik dis1
bir dokuda hepatositlerin “beta benzeri hiic-
relere” ne dlgiide programlanabileceginin in
vivo test edilmesi amaciyla, farelerin karaci-
gerine rekombinant adenovirus aracili PDX-
1 (Ad-CMV-PDX-1) aktarimi yapilmistir
(62). STZ indiiklii diyabetik farelerde, PDX-
1 gen ekspresyonuyla, endojen insiilin 1 ve
2 genlerinin ve prohormon konvertaz 1/3’iin
stimiilasyonu sonucu olusan biyolojik aktif
insiilin sayesinde, hiperglisemi iyilestiril-
mistir (63). Adenoviruslerin dogalar1 geregi
gecici gen ekspresyonu sagladiklari bilinme-
sine ragmen, Ad-CMV-PDX-1 rekombinant
adenoviriisler ile yapilan bir uygulamanin,
Balb/C fareleri STZ indiiklii hiperglisemi-
den 8 ay siireyle koruyabildigi gdsterilmistir
(64). Obez olmayan siklofosfamid indiiklii
diyabetik (CAD-NOD) farelerde yapilan
rekombinant adenovirus aracili PDX-1 gen
terapisiyle hipergliseminin iyilestirilebil-
diginin gosterilmesi de bu terapétik yakla-
stmt desteklemektedir (65). MafA, Ngn3
ve/veya NeuroD1 de dahil olmak {izere bir
veya birkag farkli pankreatik transkripsiyon
faktoriiniin PDX-1 ile ko-ekspresyonu so-
nucunda, karaciger hiicrelerinin adacik beta
hiicre benzeri hiicre kiimelerine yeniden
programlanma etkinliklerinde artis gozlen-
mistir (66-68). Bunlara ek olarak, PDX-1 ve
¢oziinilir faktorlerin bir arada kullanimryla,
eriskin insan karaciger hiicrelerinin insii-
lin {ireten fonksiyonel hiicrelere basartyla
doniistiiriildiigii belirtilmistir (69). Erigkin
insan karaciger hiicre kdkenli bu doniistii-
rillen hiicrelerin, diyabetik farelerin bobrek
alti kapsiiliine transplantasyonu sonrasinda,
daha uzun siireyle normoglisemi saglandi-
&1 gosterilmigtir. Dolayisiyla, otolog beta
hiicresi replasman tedavisi i¢in bir alternatif
olarak yetiskin insan karaciger dokusunun
kullanim potansiyeli artmustir. Karaciger do-
kusunun yani sira, JAK2/STAT3 sinyal yola-
ginin agonistleri (epidermal biiyiime faktorii
ve 16semi inhibe edici faktor) kullanilarak,
asiner ekzokrin hiicrelerin beta hiicrelerine
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yeniden programlanmasi basarili bir sekilde
gergeklestirilmistir (70). Benzer sekilde, ii¢
transkripsiyon faktoriiniin (Ngn3, PDX-1
ve MafA) in vivo olarak yeniden ekspre-
se edilmesiyle, yetiskin farelerde pankreas
ekzokrin hiicrelerin, beta hiicresi benzeri
hiicre kiimelerine doniigiimii saglanmistir
(71). Son olarak, eriskin somatik hiicreleri-
nin dogrudan endokrin pankreasa yeniden
programlanabilme olasiligm1  incelemek
amaciyla yapilan bir ¢alismada; gelisimsel
stiregle baglantili olmayan bir doku olan,
ektodermal kdkenli insan deri keratinositleri
kullanilmugtir (72). PDX-1 uygulanan kera-
tinositlerin; yeniden programlanarak, yiik-
sek glukoz seviyelerine yanit olarak insiilin
iiretebilme, insiilini isleyebilme ve salgila-
yabilme gibi beta hiicresi benzeri fonksiyon-
lar kazandig1 gosterilmistir.

Beta hiicre neogenezi, embriyogenez sirasin-
da duktal epitelden adacik endokrin hiicrele-
rinin tomurcuklanmastyla gerceklesebilir.
Pankreasin gelisimi esnasinda tomurcukla-
nan kanallarda Ngn3 aktivasyonu ile, epitel-
yal progenitor hiicrelerin adacik hiicrelerine
farklilagsmasi indiiklenir. Bu bilgiler 15181nda,
yetiskin insan pankreatik kanal hiicrelerinde
Ngn3’iin ektopik ekspresyonu gerceklesti-
rilmigtir. Kanal hiicrelerinde Ngn3’tin eks-
presyonu; kanal hiicrelerinin adacik endok-
rin hiicre tiirline yeniden programlanmasini
saglayacak bir gen ekspresyon profilinin
olusmasina yol agmustir (73). Ttim bu bulgu-
lar, diyabetik hastalarda bozulan adacik hiic-
re fonksiyonlarinin geri kazandirilmasi igin
insiilin gen tedavisine bir alternatif olarak;
aday hiicrelerin beta hiicrelerine farklilag-
tirllmast amaciyla gelistirilecek gen tedavi
stratejilerinin faydali olabilecegini ortaya
koymaktadir.

SONUC

Tip 1 diyabet hastalarinin hepsi ve Tip 2
Diyabet hastalarinin (T2DM) c¢ogunlugu,
hastaligin ilerleyen donemlerinde beta hiicre
kaybina bagli olarak zaman iginde insiiline
bagimli hale geldiklerinden, gen transfer
vektorleri araciligiyla insiilin gen aktarimi;
diyabetik hastalarda endojen insiilin sentez
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profilini taklit edebilecek potansiyel terapo-
tik bir yaklagimdir. Bu nedenle, insiilin gen
terapisinin ana hedefleri, hedef dokularda
insiilin gen ekspresyonunun saglanabilmesi,
periferal dokulara glukoz alimnin arttiril-
mast, glukagon sekresyonunun baskilan-
masi ve hipergliseminin azaltilabilmesi igin
hepatik glukoz iiretiminin inhibe edilmesi
olarak tanimlanabilir (74). Insiilin gen te-
rapisi, hastalarda en azindan bazal plazma
instilin gereksiniminin karsilanabilmesi igin
gerekli ¢oziimii saglayabilecek bir yaklagim-
dir (75). Bunun yanisira insiilin gen nakli ile;
T1DM hastalarinda metabolik stabilite i¢in
esansiyel olan rezidiiel beta hiicre fonksi-
yonunun korunmasi ve zamanla arttirilmasi
da miimkiin olabilir. Ayrica, diyabetik has-
talarda C-peptidin yararl etkiler gésterme-
sine ragmen, regiiler insan insiilini ve insii-
lin analoglarinda C-peptid olmadigindan,
T1DM hastalarinda C-peptidin insiilin pre-
peratlarina dahil edilip edilmemesi gerekli-
ligi konusunda bilim camiasinda bir kargasa
yasanmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinda,
hastaligin erken evrelerinde C-peptid sevi-
yesinde bir artis gozlenmesi ilk baglarda bu
konuda bir tereddiite sebebiyet vermis olsa
da, bugiin i¢in C-peptidin bir insiilin belirte-
ci olmaktan 6te, diyabetik hastalarda bobrek
ve sinir fonksiyonlarini arttiran, esansiyel
organlara kan akigim saglayan bir peptid
oldugu belirlenmistir (76). Dolayistyla in-
stilin gen nakli yalnizca insiilin ihtiyacin
karsilamak i¢in degil, aynt zamanda su anda
T1DM hastalarinin insiilin preperatlarinda
olmayan C-peptid gereksinimini karsilaya-
rak diyabetik komplikasyonlarm gelisimi-
ni engelleyebilmek i¢in de gerekli olabilir.
Sadece bazal insiilin ihtiyacin karsilayacak
ozellikte degil, ayn1 zamanda giin icerisinde
degisen kan glukoz diizeylerine cevap vere-
bilecek (6zellikle yemek sonrasi-postprandi-
yal glukoz diizeyi) 6zellikte, yeni bir insiilin
gen nakil vektdrii (LentilNS) olusturularak
T1DM deney hayvan modelinde etkinliginin
aragtirilmasini iceren drnek bir insiilin gen
nakli ¢aligmasi Onerilebilir. Bu amagla insan
insiilin promotorlu dogal proinsiilin kodla-
yan DNA dizileri, giivenilirligi ve etkinligi

klinik denemelerde kanitlanmig 3. jeneras-
yon lentiviral vektorlere aktarilabilir (Sekil
2). Insan insiilin promotor kullanimi hem
glukoz yamit1 olusturmak i¢in hem de insii-
lin gen sentezini pankreatik beta hiicrelerine
Ozgiin kilmak i¢in gereklidir. Olusturulan
LentiINS vektoriiniin terapotik etkinliginin
T1DM siganlarda test edilmesi gerekmek-
tedir. Boylece, LentiINS vektdriiniin TIDM
hastaligmin geligimindeki etkisi veya geli-
sen T1DM bulgularinin vektér uygulama-
st ile geri dondiiriiliip dondiiriilemeyecegi
belirlenebilir. Bunun yanisira, deneklerde
bazal insiilin diizeylerinin ve postprandiyal
insiilin seviyelerinin glukoz tolerans testle-
riyle belirlenmesi gerekmektedir. Pankretik
beta hiicrelerine spesifik ekzojen insiilin
sentezinin insiilin duyarliligm etkileyip et-
kilemedigi insiilin tolerans testleriyle 6lgiil-
melidir. LentiINS uygulamasmimn pankreatik
beta hiicreleri iizerindeki antiapoptotik ve
proliferatif etkilerinin immunohistokimya-
sal deneylerle de arastirilmasi gerekmekte-
dir. Bunlarm disinda TIDM deneklerindeki
oto-reaktif hiicresel immiiniteyi baskilamak
ve immiin toleransi indiikleyebilmek igin ek
olarak immiin regiilatér gen nakli (6rnegin
Vazoaktif Instestinal Peptid kodlayan len-
tiviruslarla (LentiVIP)) gerceklestirilebilir
(77). Boylelikle deneysel kombine gen tera-
pi uygulamalariyla TIDM hastaligina karst
koklii bir ¢oziim bulunup bulunamayacagina
yonelik ¢alismalar yapilabilir. Bu 6rnek gen
tedavi yaklasiminda temel diisiince, T1IDM
modelinde deneklerin insiilin ihtiyacini kar-
silayan, otoreaktif hiicresel yanit1 baskilayan
ve immiin toleransi gelistiren 6zelliklere sa-
hip bir strateji gelistirerek, TIDM hastaligi-
nin tedavi edilebilme olasiligin1 degerlendir-
mektir (78; 79).
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