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Insiilin Gen Naklinin Ge¢mis ve Gelecegi

Past and Future Perspectives in Insulin Gene Therapy

OZET Diyabet, tek gen defektine bagli olmayip multifaktériyel mekanizmalari etkisiyle pankreatik
beta hiicrelerinin fonksiyonel yetmezligi veya kaybi sonucu ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Giiniimiizde Tip
1 diyabet (T1DM) hastalarinda temel tedavi yontemi insiilin enjeksiyonudur. Bu yaklagimla hastalarin
gorme bozuklugu, noronal ve bobrek komplikasyonlar: gelistirmeleri gegici de olsa bir siireligine onle-
nebilmesine ragmen, hastalarin zaman zaman hipoglisemi, havale gegirmeleri ve hatta komaya girme-
leri engellenememektedir. Bugiin i¢in diyabete karsi birgok farkli insiilin analogunun gelistirilmis,
olmasina karsin, yakin tarihli yapilan bir meta-analize gore, hizli ve uzun etki siireli insiilin analoglari-
nin, glisemik kontrol agisindan konvansiyonel insiilinlere gore ¢ok az miktarda yarar sagladigi belirlen-
mistir. Bu nedenle, diyabetik hastalarda dogal endojen insiilin sentez profilinin geri kazandirilmas:
amaciyla yeni deneysel gen tedavi metodlari gelistirilmektedir. Ayrica, insan insiilin ve insiilin analog-
larmin tersine, insiilin gen terapisi hastalarda sadece instilin eksikligini degil ayn1 zamanda C-peptid ek-
sikligini de gidermeyi amaglar.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus; insiilin; insiilin analoglari; genetik tedavi

ABSTRACT Diabetes is not caused by a single gene defect but rather is caused by functional loss of pan-
creatic beta cells due to multifactorial mechanism. Today, insulin injection is the mainstream treatment
modality for patients with Type 1 diabetes (TIDM). Although this approach is considered to be pretty
effective in delaying of visual impairment, and apperance of neuronal and renal complications, patients
may still experience occasional hypoglycemia, convulsion or even coma. Despite many different insulin
analogs have been developed against diabetes, a recent meta-analysis has shown that fast and long-act-
ing insulin analogs manifested little or no benefit in terms of glycemic control compared to conventional
insulin. Therefore, new experimental gene therapy methods are under developed in order to restore the
natural endogenous insulin synthesis and secretion profile in diabetic patients. In addition, unlike using
human insulin and insulin analogs, insulin gene therapy aims to address not only insulin shortage but also
C-peptide deficiency in diabetic patients.

Keywords: Diabetes mellitus; insulin; insulin analogs; genetic therapy

iyabet; bagisiklik ve genetik mekanizmalarin birlikte rol oynadigi metabolik

abnormaliteler ile karakterize pandemik bir hastaliktir. Langerhans adacikla-

rindaki beta hiicrelerinin otoimmiin yikimiyla karakterize insiilin bagiml seker
hastalig1 Tip 1 diyabet (T1DM) olarak bilinir. T1DM tedavisinde insiilin enjeksiyonu ol-
dukga yaygin olarak kullanilmasina ragmen bu tedavi metodu ideal kan sekeri kontro-
liinii tam olarak saglayamadigi i¢in hastalarin nefropati, néropati ve retinopati gibi kronik
komplikasyonlari zamanla gelistirmelerini engelleyemez. T1DM tedavisinde uygulanan
pankreas organ nakli ve pankreas adacik transplantasyonunun klinik yayginligi, pan-
kreas organ donérii bulma gligliigii sebebiyle ciddi oranda kisitlanmistir. Bu nedenle pek
¢ok insan hastaligi i¢in umut vaad eden yeni bir tedavi sekli olan gen tedavisinin alter-
natif bir terapi metodu olarak T1DM tedavisi i¢in de gelistirilmesi giindeme gelmistir.
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Nitekim, Tip 1 diyabet hastalarinin hepsi, Tip 2 diya-
bet (T2DM) hastalarinin ¢ogunlugu, hastaligin ilerleyen
donemlerinde beta hiicre kaybina bagli olarak zaman i¢inde
insiiline bagimli hale gelir. Gen transfer vektorleri aracili-
Siyla insiilin gen aktarimi; diyabetik hastalarda endojen in-
stilin sentez profilini taklit edebilecek potansiyel terapotik
bir yaklasimdir. Bu nedenle, insiilin gen terapisinin ana he-
defleri, hedef dokularda insiilin gen ekspresyonunun sag-
lanabilmesi, periferal dokulara glukoz aliminin arttirilmasi,
glukagon sekresyonunun baskilanmasi ve hipergliseminin
azaltilabilmesi igin hepatik glukoz iiretiminin inhibe edil-
mesi olarak tanimlanabilir.! Dolayisiyla insiilin gen tera-
pisi,
gereksiniminin karsilanabilmesi i¢in gerekli ¢oziimii sag-

hastalarda en azindan bazal plazma insiilin

layabilir.? Bunun yaninda insiilin gen nakli ile, T1DM has-
talarinda metabolik stabilite i¢in esansiyel olan rezidiiel
beta hiicre fonksiyonunun korunmasi ve zamanla arttiril-
mas1 da miimkiin olabilir. Ayrica, diyabetik hastalarda C-
peptid yararl etkiler gdstermesine ragmen, regiiler insan
instilini ve insiilin analoglarinda C-peptid olmadigindan,
Tip 1 diyabet hastalarinda C-peptidin insiilin preperatla-
rina dahil edilip edilmemesi gerekliligi konusunda bilim
camiasinda bir kargasa yasanmaktadir. Tip 2 diyabet has-
talarinin erken evrelerinde C-peptid seviyesinde bir artis
gozlenmesi baslarda bu konuda bir tereddiit dogmasina se-
bebiyet vermisti. Bugiin i¢in C-peptidin bir insiilin belir-
teci olmaktan ote, diyabetik hastalarda bobrek ve sinir
fonksiyonlarini arttirdig, esansiyel organlara kan akisini
sagladig1 belirlenmistir. Dolayisiyla instilin gen nakli yal-
nizca insiilin ihtiyacini karsilamak i¢in degil, ayn1 zamanda
su anda TIDM hastalarinin insiilin preperatlarinda olma-
yan C-peptid gereksinimini karsilayarak diyabet kompli-
kasyonlarinin gelisiminin engellenebilmesi agisindan
gerekli olabilir.

I iINSULIN VE DIYABET

Diyabet; insiilin yetmezIligi ve/veya karacigerden glukoz
sekresyon artigina bagli olarak gelisen kan sekerinin yiik-
sekligi ile kendini gosteren metabolik bir hastaliktir. Ulus-
lararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gére 2017
yiliitibariyla diyabetli hasta sayis1 425 milyona ulagmustir.?
Diyabetli hasta sayisinin 2045 yilinda 630 milyona ulas-
mas1 ongoriilmektedir. Bu da bir sonraki jenerasyonda di-
yabetli hasta sayisinda %55 artig olacagina isarettir. Tiim
bunlarin disinda 352 milyon kiside de glukoz tolerans bo-
zuklugu tespit edilmistir. Bu kisiler gergekte diyabet has-
taligini gelistirmeye yatkin bireyleri temsil eder. Diyabetli
hastalar genelde 40-59 yas araliginda olup, bunlarmn %80’
diisiik ya da orta gelirli lilkelerde yasamaktadir. Sadece
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2017 yilinda 5.1 milyon kisi, diyabet hastalig1 sebebiyle
hayatin1 kaybetmistir. Bu da her 6 saniyede bir kisinin
6limii demektir. 2017 yili itibariyla diyabet hastaligina
kars1 yapilan saglik harcamalar1 727 milyar dolar1 bul-
mustur.* Bu nedenle diyabet ayn1 zamanda ciddi biitge ka-
yiplarina sebebiyet veren bir hastaliktir.

Hiperglisemi ile kendini gosteren insiilin yetmezligi
hem T1DM hem de T2DM hastaliginin ortak 6zelligi ol-
masina ragmen, tek bir gen mutasyonuna bagli olmayip
birbirinden farkli mekanizmalarla pankreatik beta hiicrele-
rinin fonksiyon kayb1 sonucu gelisir.* TIDM hastalarinin
pankreatik beta hiicreleri otoimmiin reaksiyon sonucu tah-
rip edildiginden bu hastalara giinliik insiilin enjeksiyonu
gerekir. Diger taraftan insiilin direngliligi sonrasinda goz-
lemlenen beta hiicre fonksiyon bozuklugu ve beta hiicre
kayb1 T2DM hastaliginin karakteristik 6zelliklerindendir.
Bu sebeple T2DM hastalarinin ¢cogu da zaman iginde geli-
sen insiilin yetmezligine baglh olarak insiilin tedavisi ge-
rektirir. Erken insiilin tedavisinin diyabetin makrovaskiiler
(koraner arter hastaligi, periferal arter hastaligi ve inme)
ve mikrovaskiiler (diyabetik nefropati, néropati ve retino-
pati) komplikasyonlarini hafiflettigine dair deliller olsa da,
insiilin tedavisinin nasil baslanip nasil yogunlastirilacagi
konusunda hekimler arasinda halen yogun bir kargasa s6z
konusudur. Insiilin molekiilii, B zincirlerinin C-terminal-
leri arasinda olusan H bagi nedeniyle, soliisyonda dimerler
olusturma egilimindedir (Sekil 1). Ortamda ¢inko iyonla-
rinin varligi ise, insiilin dimerlerini hekzamerler olustur-
maya zorlar. Insiilin monomer ve dimerlerinin kana
kolaylikla karismasi, hekzamerlerin ise penetrasyonunun
zay1f olmasi, diyabet tedavisi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Ornegin, cinko molekiiliine bagl hekzamer icerigi yiiksek
olan insiilin preparatlar gerektigi gibi emilemediginden re-
giiler insan insiilini kullanarak (6rnegin Humulin R, No-
volin R, Velosulin BR, Actrapid) yeterli glisemik kontrol
saglamak ¢ok zordur.

I INSULIN ANALOGLARI VE ETKi MEKANIZMASI

Subkutan enjeksiyon sonrasi, insiilin hekzamerlerinin
kanda emilim i¢in dimer ve monomerlerine ayrilmasi 60
ile 90 dakika siirer.’ Diyabetik hastalar insiilin enjeksiyon-
lariinin zamanlamasini her zaman dogru yapamayabildi-
ginden, kan glukozu ile insiilin konsantrasyonu arasinda
kolaylikla uyumsuzluk geligebilir. Sonugta yetersiz glukoz
kontrolii, hastalar1 hipoglisemi ve uzun dénemde néropati,
nefropati ve retinopati gibi diyabet ile iliskili komplikas-
yonlara yatkin hale getirir. Buna dayanilarak, bir dizi re-
kombinant insiilin analogu gelistirilmistir.® Bu ¢aligmalarda
insan insiilin dizisinde kii¢clik degisiklikler gerceklestirile-
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SEKIL 1: insan insiilin molekiiliiniin molekililer yapisi. PC: Prohormon Konvertaz kesim bolgeleri.

rek rekombinant insiilinin ilgili reseptoriine baglanma ve
glukoz kontrol 6zellikleri iyilestirilmistir (Sekil 2).”

Bu avantajlarina ragmen, mevcut insiilin analoglari
ozellikle ytliksek dozlarda kullanildiklarinda fizyolojik
bazal insiilin sekresyon profilini olugturmada yetersiz kal-

maktadirlar.® Alternatif olarak, bu ajanlar disiik dozlarda
kullanildiklarinda, diyabetik hastalarda 24 saat yeterli in-
stilin diizeyi saglanamaz.’ Bireyler arasindaki metabolik
degiskenlik diisiintildiiglinde, insiilin analoglar1 kullanan
diyabet hastalarinda halen optimum diizeyde postprandial

insan insiilin Molekiilii

S

A zinciri ‘
NH2

§———S
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........ 26127 12811291 30 OOH insiilin Aspart
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Q@ - COOH insiilin Glulizin
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Uzun Etkili insiilin Analoglar

A zinciri
Tyr Cys Gly
- COOH insiilin Glarjin

Lys Thr Arg Arg

B zinciri
B zinciri
Miristik asit insiilin Detemir
Pro Lys
Heksadekanedioik asit
B zinciri
insiilin Degludek
Ly-Glu
Pro Lys

SEKIL 2: Hizli (Lispro, Aspart, Glulizin) ve uzun etkili (Glarjin, Detemir ve Degludek) insiilin analoglarinin molekiiler yapis!.
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insiilin seviyelerinin de saglanabilmesi gerekmektedir. Bu
hastalarda optimum glisemik kontrole ulagilmasinda en
onemli sorunun tekrarlayan insiilin indiikli hipoglisemi ol-
dugu belirlenmistir. Buna ek olarak, uzun etki siireli glar-
jinin, insan osteosarkom hiicre hattinin mitotik hizini
arttirdig1 belirlenen insiilin-benzeri biiyiime faktorii (IGF)
reseptoriine afinitesi oldugu saptanmistir.'® Dolasimdaki
yiiksek IGF-1 seviyeleri, solid tiimor ve 10semi riski ile ilig-
kilendirildiginden, bazi yeni insiilin analoglarini kullanan
hastalarda kanser riskinin artabileceginden endise duyul-
maktadir.!" Avrupa Tip Ajansi (EMEA), insiilin analoglari
ve kanser arasindaki potansiyel riski dogrulamamis ol-
makla birlikte, boyle bir ihtimalin olmadigini da diglaya-
mamugtir. Insiilin replasman tedavisi ile iligkili temel
problemlerden biri, disaridan insiilin enjeksiyonu ile en-
dojen olarak pankreatik beta hiicrelerinden iiretilen dogal
insiilin salinimina tamamen uyan bir insiilin sekresyon pro-
fili olusturmanin neredeyse miimkiin olmamasidir. Bu kis-
men, ekzojen olarak verilen insiilinin hepatik arter
aracilifiyla karacigere ulasmadan once ilk olarak vendz ve
pulmoner dolagima girme gerekliliginden kaynaklanir.
Bunun aksine, pankreatik beta hiicrelerinden salinan insii-
lin portal ven araciligiyla direkt olarak karacigere gider.
Insiilinin fizyolojik etkilerinin agiga ¢ikmasimin ve en azin-
dan insiilin dinamiginin, uygulanis sekline gore farklilik
gosterebilecegi barizdir.

Giinlimiizde bir¢ok insiilin analogu {iretilmesine rag-
men yakin tarihli bir meta-analiz, hizli ve uzun etkili insiilin
analoglarmin glisemik kontrol agisindan beklenenin aksine
konvansiyonel insiiline oranla oldukga az yarar sagladigini
gostermistir. Diyabet bir tek gen hastaligi olmasa da, diya-
betin temel sekeli olarak bilinen insiilin yetersizliginin orta-
dan kaldirilabilmesi transferinin

icin insiilin gen

gerceklestirilmesi, oldukga cazip bir tedavi yaklasimi olarak

ortaya gikmaktadir.'?
I DIYABETTE INSULIN GEN TEDAVISININ YERI VE
ONEMI

Giliniimiizde diyabet hastalarinin tedavisi i¢in kullanilan in-
stilin analoglarinin disinda bunlara alternatif olarak deney-
sel insiilin gen terapi yaklagimlar gelistirilmektedir.'* Gen
aktarimlar1 ex vivo ve in vivo olmak iizere iki farkli yolla
yapilabilmektedir. Ex vivo yontemde hastadan alinan hiic-
reler viicudun disinda laboratuvar ortaminda gen nakliyle
modifiye edildikten sonra tekrar hastalara nakledilir. In
vivo yontemde ise, gen transfer vektorlerinin farkli yollarla
hastalara direkt enjeksiyonu s6z konusudur (intravenoz,
subkutan, vb.). Basit ve daha uygun olmasi sebebiyle, in
vivo gen terapisi, gen aktarimlarinda oldukgea tercih edilen
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bir metottur. Bunun yani sira kan glukozunu diisiirmeyi he-
defleyen gen tedavi yaklagimlari genel olarak glukoz kul-
lanimin1 kolaylagtirirken es zamanli olarak hepatik glukoz
iiretimini de inhibe etmeyi amaglar. Son zamanlarda disa-
ridan verilen ekzojen insiilin ihtiyacini azaltacak yeni in-
stilin tedavi metodlarinin gelistirilmesine biiyiik 6nem
verilmektedir. Bir beta hiicre tipi olmayan fare pituiter kor-
tikotrof hiicrelerinde (AdT20) proinsiilin sentezlemesi, se-
kretuar graniillerde depolanmasi ve stimiilasyonla insiilin
salgilamasi bu konuda yapilan ilk ¢alismalardandir.'* N6-
roendokrin hiicreler prohormon konvertaz sentezi (PC1/3
and PC2) ve regiile edilebilir sekretuar yolak igermeleri iti-
bariyle beta hiicrelerine ¢ok benzeseler de, glukokinaz
(GK) ve glukoz tastyici-2 (GLUT2) molekiillerini sentez-
lemediklerinden pankreatik beta hiicreleri gibi bir glukoz
yanit1 veremezler. Dahasi insiilinin etkisini inhibe eden ad-
renokortikotropik hormon sentezlemeleri nedeniyle bu
yaklasimin diyabet tedavisinde ileri zamanlarda kullanimi
uygun goriilmemistir.

Viral vektorleri iceren deneysel ilk insiilin gen nakli
denemeleri yaklagik 20 yil dnce yapilmistir. Sican prepro-
insiilin 1 cDNA kodlayan moleney murine leukemia virus
(MMLV) tabanli retroviral vektoriin kismi hepatotektomi
yapilmig (%70) sigan karacigerine intraportal nakli, %5-10
karaciger transdiiksiyonuna sebebiyet vererek 6 ay bo-
yunca insiilin gen sentezi saglamistir. Bu yontemde hepa-
tik insiilin gen sentezi oldukga az olsa da, gen nakliyle aclik
hiperglisemisi, glukojen yikimu, trigliserid depozisyonu,
ketoasidozis ve streptozotosin (STZ)-indiikli diyabetik
6limler hipoglisemiye sebebiyet verilmeden 6nlenebil-
mistir. Ancak karacigerde sentezlenen insiilin, bu organda
proinsiilini isleyen bir mekanizmanin olmamasi sebebiyle
daha az aktivite gostermistir. Ayrica, PC2 ve PC3 kodlayan
adenoviruslarin karacigere verilmesi kas hiicrelerinde goz-
lemlenen verilerin tersine karacigerde etkin proinsiilin ki-
rilimina sebebiyet verememistir.’> Bu durum, PC2 ve PC3
enzim aktivitelerinin karacigerdeki daimi sekretuar yolak-
larda mevcut proteazlar tarafindan baskilanmig olmasin-
dan kaynaklanabilecegini diisiindlirmiistiir. Prohormon-
larin aktif formlarina doniisiimiinii saglayan konvertaz en-
zimlerinden yoksun hepatositlerin aksine, akciger dokusu
prohormon konvertazlari dogal olarak sentezleyen bol mik-
tarda noroendokrin sekretuar hiicrelere sahiptir. Bu vesi-
leyle cytomegalovirus (CMV) promotorlu sigan insiilin
geninin lipozom aracili gen nakli metoduyla akciger hiic-
relerine verilmesi, alveolar epitelyal hiicrelerinde belirgin
diizeyde insiilin gen sentezi ve sekresyonu saglayarak,
STZ-indiiklii diyabetik farelerde hiperglisemi ve ketoasi-
dozu dnleyebilmigtir.
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Daimi sekretuar yolaklari aktif olan hiicreler, sekre-
tuar peptitleri fiirin endopeptidazlar araciligiyla spesifik
amino asitlerinden kirarlar.'® Bu sebeple, insiilin molekii-
liintin BC ve CA birlesim yerlerine yerlestirilen dibazik
amino asit sekanslar1 (Arg-X-Lys-Arg) fiirin endopepti-
dazlar tarafindan proinsiilinin islenmis olgun instiline do-
niismesini saglar (Sekil 3). Ornegin, fiirin tanima bdlgesi
iceren insan insiilin cDNA ‘siyla gecici olarak transfekte edi-
len HEK293 ve myoblast hiicre hatlarinda biyolojik olarak
aktif insiilin olusturulmasi; proinsiilinin posttranslasyonel
olarak bagarili bir sekilde islendigini gosterdi.!” Bu baglamda,
rekombinant adenovirus aracili PC2 veya PC3 asir1 sentezi-
nin si¢an insiilinoma hiicrelerinde proinsiilinin insiiline don-
tstiirmesini  kolaylagtirmast  bu destekler
niteliktedir. Hepatositlerin stirekli proinsiilin sentezleyerek

sonuclari

bunlar1 islenmis insiiline donistiirebildiklerini gostermek igin
H4-1I-E hepatosit hiicre hatti, dibazik prohormon konvertaz
tanima bolgesinin tetra bazik fiirin kesim bolgesine doniistii-
riildigii insan proinsiilin cDNA’s1 tagiyan replikasyon 6ziirlii
adenoviruslarla enfekte edildi. Bu viral vektoriin farelere en-
jeksiyonu baglica karacigerde insiilin gen sentezine yol aga-
rak gecici de olsa diyabet gelisimini durdurdu. Benzer sekilde
insan elongasyon faktor 1-alfa (EF1-alpha) promotoruna ta-
kil1 rat preproinsiilin geni tastyan adenoviruslarin STZ-in-
diiklii diyabetik si¢anlarin karacigerine enjeksiyonu diyabetik
hayvanlarda plazma glukagon ve glukoz seviyelerini bariz
bir bigimde diisiirdii. Ancak, gen nakli yapilan hayvanlar ag¢
brrakildiklarinda siirekli insiilin gen sentezine baglh olarak bu
hayvanlarin tiimiinde ciddi diizeyde bir hipoglisemi gelistigi
de raporlandi.

Birinci ve ikinci jenerasyon adenoviruslara oranla
Adeno Assosiye Virus (AAV) vektorler ¢cok daha uzun sii-

reli transgen sentezi sagladigindan; uzun siireli AAV ara-
cili insiilin gen naklinin etkinligi, CMV promotorlu fiirin
tanimali insan insiilin geni tasiyan rAAV vektorler kulla-
nilarak test edildi. AAV’nin portal venaya enjeksiyonu
STZ indiikli diyabetik sicanlarda 90 giiniin iizerinde bir
normoglisemi sagladi. Bunlara ilave olarak siirekli insiilin
sentezinin HbA ¢ seviyesini diigiirerek glukoz toleransini
da gelistirdigi bildirildi. Ancak kontrolsiiz insiilin gen sen-
tezi, tipki gen nakliyle insan insiilin salinim1 yaptirilan fib-
roblastlarinin implantasyon ¢alismasinda gosterildigi gibi
ciddi hipoglisemi geligtirme riski tasir. Bunu 6nlemenin bir
yolu, insiilin gen naklini glukoz kontrollii hiicreye 6zgiin
promotorlar kullanarak ger¢eklestirmektir. Bu durumda,
CMYV promotorlu daimi insiilin gen sentezi deneklerde hi-
poglisemiden dolay1 dliimlere sebebiyet verirken, glukoz
kontrollii-karacigere 6zgiin promotor kullaniminin denek-
lerde yalnizca hafif hipoglisemi olusturmasi beklenir. Ni-
tekim, glukozun pankreatik beta hiicrelerinde ve
hepatositlerde pek ¢ok genin sentezini kontrol etmesi, onu
insiilin gen sentezinde etkili olabilecek aday (regiilator)
molekiillerden biri yapar. Zaten, beta hiicreleri ve hepato-
sitler bu hiicrelerin farkli kan seker diizeylerine yanit ver-
melerini saglayan GLUT2 ve GK aktivitelerine de sahiptir.
Bunlarin diginda, glukagon ve siklik AMP (cAMP) mole-
kiillerinin karacigerde fosfoenolpiruvat karboksilaz
(PEPCK) promotor aktivitesini indiiklerken, insiilinin
PEPCK promotor aktivitesini baskilamasi; PEPCK pro-
motorlu fiirin kesim bdlgesi i¢eren proinsiilinin, hepatosit-
lerde glukoz kontrollii insiilin gen sentezini saglamak
amaciyla kullanilabilecegini gostermistir. Sonugta, bu se-
kilde tasarlanan genin rekombinant adenovirus aracili sigan
primer hepatosit kiiltiir hiicrelerine nakli bu hiicrelerde is-

B Zinciri

B Zinciri

A Zinciri

A Zinciri

SEKIL 3: insan proinsiilin kodlayan peptitler. Ustteki peptit yalnizca beta hiicrelerinde, barsak K, L hiicreleri ve bazi endokrin hiicrelerde sentezlenen prohormon konver-
tazlar (PC) tarafindan kirilabilen insan proinsiilin sekansini igerir. Alttaki peptit ise tetrabazik fiirin endopeptidaz kesim bélgelerini igeren sonradan degistirilmis insan pro-

insulin sekansini temsil eder.
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lenmis (olgun) insan insiilin tiretimini saglamigtir.!s

Bunlarin disinda karaciger hedefli insiilin gen nakli
¢aligmalarinda HNF-1, C/EBP ve GIRE DNA elementle-
rinin kombinasyonlarini iceren yapay promotorlarin kulla-
nilmasi, STZ indiikli diyabetik NOD-SCID farelerde
glukoz toleransi olusturarak hipergliseminin diizelmesini
saglamistir.'® Ancak glukoz tolerans testlerinde normogli-
seminin saglanmasinda bir gecikme yasanmasi, negatif re-
giilator cevabin yeterli diizeyde saglanabilmesi i¢in vektor
tasariminin daha da iyilestirilmesi gerektigini gostermistir.
Diger bir ¢alismada PEPCK ve L-PK promotorlarina al-
ternatif olarak kullanilan iizerinde S14 glukoz yanit ele-
(GIRE)
promotorlu fiirin kesim bélgeli insiilin geninin adenovirus

menti tagtyan karacigere 0Ozgiin alblimin
aracili olarak karacigere nakledilmesi; deneklerin aglik kan
sekerinde bir diizelmeye sebebiyet vermesine karsin, insii-
lin sentez ve salinimindaki uzun gecikme sebebiyle tokluk
hiperglisemisini diizeltemedigi bildirilmistir.?° Karacigerde
aktif olup ancak insiilinle baskilanabilen glukoz yanitli yeni
bir promotor olusturabilmek i¢in, L-PK geninin karbon-
hidrat regiilator elementlerinin insiilin benzeri bilyiime fak-
torii protein-1
yerlestirildigi adenovirus aracili gen naklini konu alan
diger bir calismada; diyabetik siganlarin hem glukoz tole-
ransinin ve hem de insiilin duyarliliginin arttirildigi, adi-

(rIGFBP-1) bazal promotoru Oniine

pokin profilinin de diizeltildigi bildirilmistir.

Bilindigi tizere, glukoz 6 fosfatin glukoza doniisii-
miinii katalize eden glukoz 6 fosfataz (G6Ptaz) enzimi ayni
zamanda karacigerden glukoz salinimina sebebiyet veren
enzimdir. Diyabet hastalarinda karacigerden asir1 glukoz
saliimina sebebiyet vererek aglik hiperglisemisine neden
olan G6Ptaz geninin promotoru sigcan hepatosit hiicre hat-
larinda insiilin gen sentezini yonlendirebilmek amacryla
denendi. Diyabetik sartlarda oldukg¢a aktif olan ancak in-
siilin tarafindan baskilanan G6Ptaz promotorlu insan insii-
lin geninin adenovirus aracili nakli, insiilinin baskilayic1
etkisinden dolay1 karacigerde oldukga diisiik insiilin gen
sentezine sebebiyet verdi.?! Bu sebeble G6Ptaz promotora
aldolaz B geninin intronik enhansirlari eklenerek olusturu-
lan hibrit promotorun kullanildig: diger bir ¢alismada, in-
siilin geninin adenovirus aracili gen nakli STZ indiikli
diyabetik siganlarda aclik hipoglisemisine yol agmadan tok-
luk hiperglisemisini diistirdtigii bildirildi.?'

Buna kargin, duodenum ve jejunumda bulunan K hiic-
relerinin, aynen beta hiicrelerindeki gibi GK, GLUT?2 ve pro-
hormon konvertaz sentez etmeleri dolayisiyla, glukoz
kontrollii insiilin sentezi ve sekresyonu i¢in ideal hedef hiic-
reler oldugu distiniilmektedir.? K hiicrelerine spesifik pro-
motorlar aracilifiyla insan proinsiilin gen sentezinin
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saglandig1 transgenik hayvanlarin STZ uygulamasina diren-
¢li olmasi, bu deneklerde beta hiicrelerinin yokluguna rag-
men glukoz homeostazinin basarili bir sekilde kontrol
edilebilecegini gostermistir.® Ancak, intestinal epitel hiicre-
lerinin hizli devinimi dolayisiyla, uzun stireli gen sentezini
gerceklestirebilmek igin K hiicre progenitdr hiicreleri hedef
alinmalidir. Intestinal epitel hiicre popiilasyonunun sadece
%1 kadarmin enteroendokrin hiicrelerden olugsmasi nedeniyle
insiilin {iretimi igin hedeflenebilecek enteroendokrin hiicreler
heniiz izole edilememis ve tanimlanamamustir. Bununla be-
raber, viral vektorlerin kullanildigi ¢alismalarda bu engelin
agilabilmesi yolunda umut verici 6nciil sonuglar elde edil-
mistir. Ornegin, rAAV?2 vektorii, in vitro ortamda enteroen-
dokrin L-hiicrelerini (NCI-H716) basarili bir sekilde
transdiiksiyona ugratmig ve genetik yapilarini degistirmistir.
Bu hiicreler, bir ko-kiiltiir ortaminda ¢ok sayida enterositin
varligina ragmen (Caco-2 or T84) kontrol edilebilir insiilin
cevabi sergilemistir. fnsan insiilin geninin kitosan nanoparti-
kiilleri icinde lavaj yoluyla gastrointestinal hiicrelerine akta-
rilmasimnin STZ ile indiiklenen diyabetik ratlarin aglik kan
sekerini diigtirmesi, bu bulgulari destekler niteliktedir.
I PANKREATIK BETA HUCRELERINE GEN
NAKLINDE UYGULANAN YONTEMLER
Son zamanlarda diyabette gen terapi yaklasimlar: genel
olarak, transplantasyon i¢in pankreatik adaciklarin ex vivo
modifikasyonuna yonelmektedir.* Bunun diginda, beta
hiicre farklilasmasini veya insiilin gen ekspresyonunu in-
diiklemek amaciyla, ilgili terapdtik genin ekspresyonu igin
genelde karaciger ve kas dokusu gibi pankreatik olmayan
dokular, hedef organ olarak se¢ilmistir.!> Bununla birlikte
pankreatik beta hiicrelerine gen transferinde uygulanabile-
cek birkag strateji vardir. Lipofeksiyon ve elektroporasyon
¢gibi viral olmayan vektor aktarim sistemlerinde, pankrea-
tik adaciklarda diisiik seviyede gen nakil basaris1 gozlenir-
ken, viral vektorler kullanildiginda adaciklara oldukga
etkin sekilde gen nakli gergeklestigi belirlenmistir (Sekil
4).2

Adenoviral vektorler, yiiksek titrelerde iiretilip ol-
dukea iyi transdiiksiyon etkinligi gosterirlerken, adaciklar-
daki endokrin hiicrelerin kiimelenmis yapist dolayisiyla,
pankreatik adaciklarin i¢ kismindaki hiicrelere adenovirus
aracili gen aktariminda zorluklar yagsanmaktadir.?* Buna
ilaveten, pankreatik adaciklara ortak safra kanalindan uy-
gulanan adenovirus vektor aracil in vivo gen transferi is-
lemleri ile smirli 6lglide gen aktarimi saglandig:
bildirilmistir.”*?” Ancak, adenovirus vektorlerine karsi ko-
nak¢inin immiin yaniti sonucu olusan pankreatit dolayi-
styla kalic1 gen ekspresyonunun saglanmasi zaten miimkiin
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olamamustir. Hepatik dolasimin blokaji sonrasi gergekles-
tirilen sistemik adenovirus enjeksiyonuyla da pankreatik
beta hiicrelerinin transdiiksiyona ugradigi saptanmustir.?®
Bunun yani sira hepatik arter, portal ven ve dalak arterinin
ligasyonu sonrasinda ¢6lyak arterine enjeksiyonun fare
pankreatik adaciklarmin yiiksek diizeyde ve etkin bicimde
transdiiksiyonunu sagladig ileri siiriilmiistiir.

Pankreas beta hiicrelerini transdiiksiyona ugratabilen
vektorler arasinda AAV vektorii de vardir (Sekil 2.4).
Ancak pankreasa sSAAV’nin direkt enjeksiyonu ile, tera-
patik etki gésterecek kadar yeterli pankreatik adacik trans-
diiksiyonu gergeklestirilememistir.? Diger yandan, dSAAV
vektorleri, ssAAV vektorlerine kiyasla daha yiiksek trans-
diiksiyon etkinligine sahiptir. C57BL10 farelerin pankrea-
tik adaciklarinda, uzun siireli ve gii¢lii bir gen ekspresyonu
saglamak amaciyla, dsAAV vektorleri kullanilarak ti¢
farkli aktarim yolu (intraperitoneal, intraduktal ve intrave-
noz) etkinlik agisindan birbirleriyle karsilastirilmigtir.3®
Intravendz olarak aktarilan dsAAV vektdrlerinin birgogu
karaciger tarafindan siiziildiigiinden, bu aktarim ydnte-
minde intraperitoneal enjeksiyonla yapilan aktarima gore
5-10 kat daha az pankreatik transdiiksiyon etkinligi goz-
lenmistir. Buna ragmen, viral partikiillerin adacik igerisine
difiizyonunda kisitlamalar sebebiyle, intraperitoneal en-
jeksiyon ile yapilan aktarimda bile, merkezdeki hiicrelere
kiyasla adacigin periferal bolgesindeki hiicrelerin primer
olarak transdiiksiyona ugradig1 belirlenmistir. ilging bir se-
kilde, endoskopik retrograd kolanjiyopankreatografi ola-
rak bilinen klinik teknige benzer bir yontem olan retrograd
pankreatik intraduktal aktarim stratejisi ile, intraperitoneal
ve intravendz aktarima kiyasla pankreasta daha yiiksek
transdiiksiyon etkinligi saglanmistir. Bu teknigin fareler
gibi kiigiik hayvanlarda uygulanmasi olduk¢a zor oldu-
gundan, retrograd pankreatik intraduktal gen aktarim yon-
teminin intraperitoneal enjeksiyona kiyasla klinik
uyumluluk ve fizibilite agisindan degerlendirilebilmesi i¢in
deneysel testlerde siganlarin kullanilmasi daha iyi bir se-
¢enek olacagi ileri siiriilmiistiir. Son olarak, pankreatik ada-
ciklara, karaciger dolagiminin gecici blokaji saglanarak,
intravenéz dsAAV vektér gen aktarimimin etkinligi,
C57BLI10 farelerde test edilmistir.* dsAAV vektorler kul-
lanilarak pankreatik adaciklara yapilan intravendz gen ak-
tariminda pankreatik adaciklarda esdagilimli transgen
ekspresyonu saglandigi belirlenmistir.

AAV ve adenoviruslarin disinda, retroviruslara oranla
lentiviral vektorlerin in vitro kiiltiir ortaminda pankreas
beta hiicrelerini daha iyi transdiiksiyona ugrattiklar: bildi-
rilmistir (Sekil 4).312 Ayrica lentiviral vektorlerle ex vivo
ortamda transdiiksiyona ugratilan pankreatik adaciklarin in
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SEKIL 4: Gen tedavi klinik denemelerinde basariyla kullanilan viral vektorler.

vivo transplantasyon sonrasinda transgen ekspresyonunu
uzun siire muhafaza ettikleri de gosterilmistir. Vezikiiler
Stomatit Virus G protein (VSV-G) psddotiplendirilmis
HIV tabanl lentiviral vektorlerin murine 16kemi virusu,
Ebola, kuduz ve Mokola virus glikoproteinleri ile psodo-
tiplendirilmis lentiviral vektorlere oranla in vitro kiiltiir or-
tamda insan adaciklarina daha iyi gen nakli yapabildikleri
belirlenmistir.3* Bunlara ek olarak, ex vivo lentivirus trans-
diiksiyonunun pankreatik adaciklarin yapisina ve fonksi-
yonuna zarar vermedigi de saptanmistir. Tiim bunlara
ragmen pankreas adaciklarini hedefleyen lentivirus aracilt
in vivo deneysel gen nakil ¢aligmalar1 adenoviruslar ve
AAV vektorlerinde yapildigi gibi heniiz denenmemis olup,
bu deneylerin bir an 6nce baslatilmasi gerekmektedir.

I VIRUS ARACILI INSULIN GEN NAKLI STRATEJiSI

Insiilin gen tedavisinin esas amact; hiicreleri genetik olarak
manipiile ederek insiilinin sentezlenmesini, depolanmasini
ve sekresyonunu saglamak olsa da, mevzu bahis insiilin
gen transfer sistemi; tedavinin basarisini arttiracak bir
takim anahtar 6zelliklere de sahip olmalidir. Ilk olarak sis-
tem hedef organa etkin bir big¢imde gen aktarimi yapabil-
melidir. Tkincisi, hedef organ GLUT2 ve GK gibi glukoz
duyarlilik sistemini igermeli ve proinsiilini insiiline doniis-
tiiren gerekli biyokimyasal enzimleri (prohormon konver-
tazlar1) icinde barmndirmalidir. Ugiinciisii, hedef hiicreler
depolama &zelliginin yaninda glukoz ile regiile edilebilir
sekretuar bir yolaga sahip olmalidir. Dérdiinciisii ve en so-
nuncusu da, insiilin transgeninin transkripsiyonu hipergli-
semiyle baslamali ve hipoglisemiyle sonlandirilmalidir.
Etkili bir gen transfer metodu i¢in gerekli sartlar diisiiniil-
diigiinde, insiilin gen transfer denemelerinde hem viral hem
de viral olmayan gen nakil metodlarinin test edildigini gor-
mekteyiz.

Plazmid gibi viral olmayan vektorler viral vektorlere
oranla ¢ok daha diisiikk immiinojenik yanit olusturmalari
sebebiyle daha az yan etkilere sahip olmalarina ragmen, te-
rap6tik etkinligin devami icin tekrarlayan uygulamalar ge-
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rektirir. Viral vektorlerin (Resim 4) viral olmayan vektor-
lere oranla gen transfer etkinlikleri tartigsmasiz ¢ok daha
yiiksektir.** Bunlar arasinda Adeno Assosiye Virus (AAV)
en popiiler vektorler arasinda yer almaktadir. Ozellikle
yliksek dozlarda olduk¢a immiinojenik ve toksik olan ilk
jenerasyon adenoviruslara oranla AAV toksisiteye sebebi-
yet vermeden uzun siireli gen sentezi saglama agisindan
yararhdir.*® Ancak rekombinant AAV (rAAV), yabanil tip
AAYV gibi kendini 19. insan kromozomundaki spesifik bir
bolgeye entegre edebilen bdlgeye 6zgii entegrasyon dzel-
liginden yoksundur.’*¥” Ayrica 4.7 kb’ den daha buyiik
transgenleri tasima 6zelligine sahip degildir.*®*° rAAV nin
karaciger transdiiksiyon etkinligi oldukga diisiik oldugun-
dan, rAAYV aracili insiilin gen naklinin karacigerdeki et-
kinligini arttiran pek ¢ok farkli yontemler denenmistir.
Ornegin, kalsiyum fostat veya polietilenimin (PE) ajanla-
rinin rAAV vektorleriyle karisimi rAAYV aracili insiilin gen
naklinin karacigerdeki etkinligini arttirmasina ragmen, bu
ajanlar membran hasarina yol acarak hiicrelerde apopto-
zise sebebiyet verdikleri belirlenmistir.** Ayrica rAAYV ta-
rafindan kodlanan transgenler viicuda verilig yoluna bagl
olarak immiinojenik olabilirler. Bu sebeple tedavi etkinli-
gini kisitlayacak AAV vektorlerine karsi gelisebilecek
immiin yanit1 kontrol altina alabilmek i¢in hastalarin ay-
rica immiin baskilayici ilag kullanmalar1 da gerekebilir.
Diger taraftan yardimci bagimli ya da gutless adenovirus-
lar olarak bilinen 4. jenerasyon adenoviruslar iizerlerinde
hicbir viral gen tagimadiklar i¢in antijenik 6zellikleri
diisiik olup biiyiik genleri lizerlerinde rahatlikla tagiyacak
kapasiteye sahiptirler.*! Bu vektorlerin in vivo transdiiksi-
yon etkinlikleri oldukea iyi olup, uzun siireli transgen sen-
Ancak yiiksek dozda (titrede)
iretilememeleri ve iiretilmelerinin olduk¢a zor olmasi bu

tezi yapabilirler.

vektorlerin klinik kullanimlarini kisitlayacak niteliktedir.

Mevecut viral vektorler arasinda giivenlik, etkinlik ve
uzun siireli gen sentezi diisiintildiiglinde lentiviral vektor-
ler en uygun gen nakil araglari gibi gérinmektedir.*>* Sa-
dece boliinen hiicreleri enfekte edebilen ve kanser
olusturma potansiyeli olan retroviruslara oranla hem bo-
liinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte edebilme
ozellikleri ve giivenli olmalart nedeniyle lentiviruslar as-
linda bir tercih sebebidir. Lentivirus aracili insiilin gen
nakli calismalar1 heniiz baslangic asamasindadir. Ornegin,
CMYV promotorlu fiirin kesim bdélgeli insan insiilin geni
tastyan lentiviruslarin terapdtik etkinligi otoimmiin diya-
betik ve STZ-diyabetik ratlarda test edilmistir.** Diisiik
doz lentivirus uygulanan hayvanlarda bir yi1l kadar nor-
mogliseminin saglanmasi, somatik gen nakli yoluyla en-
dokrin olmayan hiicrelerden (karaciger) salinan insiilinin
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diyabeti geri doniistiirebilecegine isaret etmektedir. Insii-
lin gen naklinde kaydedilen bu gelismeler en azindan bu
yontemin hastalarin bazal insiilin ihtiyacini uzun siire kar-
silayabilecek diizeye geldigini gostermektedir. Bu calis-
mada oldugu gibi fiirin kesim bodlgeleri kullanarak beta
hiicresi olmayan hiicrelerde (karaciger) proinsiilinin insii-
line doniistiiriilmesi basarilsa da, insiilin gen sentezini ve
sekresyonunu giin igerisinde siirekli degisen metabolik ih-
tiyaca gore ayarlayabilmek halen basli basina halledilmesi
gereken en dnemli sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Ayrica bu ¢alismada oldugu gibi insiilin gen sentezi igin
CMV gibi siirekli aktif viral orijinli promotorlar kullan-
mak deneklerde insiiline bagli hipoglisemi riskini ciddi
diizeyde arttiracaktir. Nitekim s6z konusu ¢alismada in-
siilin sentezi igin secilen hedef organ karaciger oldugun-
dan pankreas beta hiicrelerine yonelik bir hedefleme de
s6z konusu olmamustir.

Proinsiilinin kontrollii transkripsiyonu ve translas-
yonu, regiile edilebilir bir sekretuar yol ve endiiktif sek-
resyon, pankreatik beta hiicrelerinin belirgin en temel
ozelliklerindendir (Sekil 5).* Hepatositlerde GK ve
GLUT2’den olusan bir glukoz algilama mekanizmasi bu-
lunsa da, bu hiicrelerde regiile edilebilir sekretuar bir yolak
bulunmamaktadir. Buna ek olarak, noro-endokrin hiicrele-
rin sekretuar graniillerde insiilin depolama yetenegi ve re-
giile edilebilir bir sekretuar yolagi olmasina ragmen glukoz
algilama mekanizmalarindan yoksundurlar. Bu nedenle, ne
hepatositler ne de néroendokrin hiicreler, beta hiicrelerinin
yerine gegebilecek, onlarin fonksiyonlarini taklit edebile-
cek hiicreler degillerdir. Ayrica, beta hiicresi yerine gege-
ideal olarak, glukoz varliginda
postprandial insiilin sekresyon yanitinda énemli olan GLP-
1 reseptorlerini sentez etmesi de beklenmektedir.* Bunun
disinda, metabolik stres altinda glukoz metabolizmasinin
PACAP ve VIP tarafindan indiiklenen metabolik yollar
aracihigiyla kontrolii igin noronal bir girdi de gereklidir.*’
En 6nemlisi, insiilinin, sitoplazmada mevcut olan sekretuar
graniillerin bosaltilmasi ile, beta hiicrelerinin stimiilasyo-
nunu takiben dakikalar i¢inde salinmasi gereklidir. Dola-
yistyla, insiilin sekresyon kinetiginin ¢ok hizli oldugu
apacik ortadadir.

bilecek hiicrenin

Hepatositlerde siirekli olarak protein sekresyonu ger-
ceklestirildiginden, postprandial glukoz yiikselmeleri ile
bas edebilmek i¢in yeterli miktarlarda ani insiilinin salini-
mini saglayabilmek oldukg¢a zordur. Bu nedenle, postpran-
dial glukoz seviyelerini diizenlemek i¢in dizayn edilen
rekombinant insiilin, sinyal taninmasini takiben, beta hiic-
relerinden atimlar halinde (havai fisek patlamasi gibi) hizl
bir sekilde salimmalidir. Ancak, yukarida genel bilgiler kis-
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SEKIL 5: Pankreatik beta hiicresinin yerine gegebilecek ideal hicrenin dzellikleri. GLUT2 ve glukokinaz hiicrenin glukoz sensérii olarak fonksiyon gériir. Bunun yaninda,
beta hiicre taklitgisinin regiile edilebilir bir sekretuar yolak igermesi, sitoplazmada instilin depolamasi ve uyarimla bunu salmasi gerekmektedir. Glukagon Benzeri Peptid 1
(GLP-1), Vazoaktif intestinal Peptit (ViP) ve Pitliiter Adenilat Siklaz Aktive Edici Polipeptide (PACAP) yanit verebilmek igin ilgili reseptérleri sentez edebilmelidir. Resimde
ayrica glukoz indiiklli instilin salinimina aracilik eden anahtar molekiiller de gosterilmistir. Kisaca 6zetlemek gerekirse, kan seker seviyesi 5,5 mM ve iizeri oldugunda glu-
koz beta hiicrelerine GLUT2 tasiyicilari araciligiyla girerek, GK tarafindan fosforillenir. Glikoliz ATP/ADP oranini arttirarak K kanallarinin (K Ch) aktivasyonunu saglar ve
sonugta membran depolarizasyonu gergeklesir. Kalsiyum kanallarinin agiimasi (Ca Ch) hiicre igine kalsiyum dolmasina sebebiyet verir ve bdylece insiilin salinimi gercek-
lesir. inkretin etkili molekiller (GLP-1, VIP ve PACAP), G protein interaktif reseptorler (GPCR) araciligiyla glukoz indiiklii insiilin sekresyonunu arttirirlar.

minda bahsedildigi gibi pankreas dis1 organlarda (karaciger
vb.) farkli promotorlar kullanilarak yapilan insiilin gen
nakli ¢aligmalarinda transkripsiyonel aktivasyona bagl in-
siilin sekresyonu, dakikalar degil saatler sonra gergekles-
mektedir. Insiilin, salinmadan 6nce beta hiicreleri icindeki
sekretuar graniillerde depolandigindan, gen aktarimi yo-
luyla fizyolojik olarak kontrol edilen insiilin {iretiminin ba-
sartlmast i¢in, bu graniillerden insiilin sekresyonunun
regiilasyonu da gereklidir. Dolayisiyla, insiilin sekresyo-
nun direkt kontroli, transkripsiyonel yolla kan glukozunun
kontroliinden daha hizl bir ayar saglar.*® Bu da su an igin
baslica pankreas beta hiicrelerinde var olan bir mekaniz-
madir.

Bunun disinda, preproinsiilin mRNA’sinin yar1 dmrii,
gergek beta hiicrelerinde 24 saat, beta hiicrelerinin yerine
geeme potansiyeli olan temsili hiicrelerde ise 6 saat kadar-
dir. Benzer sekilde transkripsiyonel inhibisyonla insiilin
sentezinin sonlandirilmasi yine oldukga yavas gerceklesen
bir siirectir. Her haliikarda sinyalin sonlanmasini takiben
insiilin sekresyonunun da dakikalar i¢inde durmasi bek-
lenmektedir. Preproinsiilin mRNA’sinin stabilitesi ve ig-
lenmesinin kontroliinde beta hiicrelerine spesifik faktorler
rol aldigindan, preproinsiilin cDNA’s1 kodlayan gen tedavi
vektorleri, beta hiicrelerinin yerine gegme potansiyeli olan
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temsili hiicrelerde arzu edilen diizeyde regiilator kontroliin
gergeklesebilmesi i¢in yukarida belirtilen tiim durumlar
g0z Oniine alinarak dikkatlice tasarlanmalidir.

Simdiye kadar gerceklestirilen deneysel insiilin gen
nakli ¢aligmalarinin ¢ogunda insiilin gen sentezi i¢in se¢i-
len hedef organlar basta karaciger olmak iizere genelde
pankreas dis1 organlar olmustur. Bunun ana gerekgesi ola-
rak Tip 1 diyabet hastaliginda beta hiicrelerine karsi geli-
sen Ozellikle hiicresel immiin yanitin varligi gosterilse de
pankreasin hassas bir organ olmasi ve pankreas gen nakli
konusundaki ¢alismalarin azlig1 da bu duruma neden olan
faktorler arasinda sayilabilir. Diger taraftan deneysel insii-
lin gen nakli ¢aligmalarinda genelde karacigerin segilme-
sinin asil sebebi, kolayca ulasilabilir olmasi, intravendz
enjeksiyondan sonra hepatositlerin viral vektorler tarafin-
dan kolayca transdiiksiyona ugratilmalari, ayrica terapotik
proteinlerin tretilip sistemik dolagima salinabilmesi sayi-
labilir. Unutmamak gerekir ki viicudumuzda glukoz du-
yarli iki organdan biri pankreas digeri ise karacigerdir.
Nedeni ne olursa olsun gergeklestirilen deneysel insiilin
gen nakli ¢aligmalarinda yukarida sayilan sebeplerle (gerek
gen naklinde kullanilan vektoriin uygunsuzlugu gerekse se-
¢ilen hedef organin beta hiicre 6zelliklerini tagimamasi se-
bebiyle) istenen basari bir tiirlii yakalanamamustir.
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Insan insiilin promotorunun transkripsiyon faktorleri
ile etkilesiminde glukoz diizeyinin anahtar rol oynadigi bi-
linmektedir. Bu sayede HIP kontroliindeki bir genin sentez
seviyesi ortamdaki glukoz miktarina cevap olarak arttiri-
labilmekte ya da azaltilabilmektedir. 1980 yilinda Bell ve
arkadaslari tarafindan insan insiilin geni sekanslanmis ve
promotor bolgesi de dahil olmak {izere bir plazmide kop-
yalanmigtir.*” Sonrasinda bir¢ok farkli grup tarafindan ya-
pilan c¢alismalar insiilin promotorunun fonksiyonel
kisimlarinin belirlenebilmesini saglamistir ve nitekim
fonksiyonel insan insiilin promotor dizisi S99616 erisim
kodu ile NCBI veri tabanina kaydedilmistir.

T1DM hastalarinda otoimmiin saldir1 neticesinde
pankreatik beta hiicrelerinin yikimi s6z konusudur. Bu-
nunla beraber beta hiicrelerinin tamaminin yok olmadigi,
belli bir oranda beta hiicre kitlesinin korundugu bilinmek-
tedir. Bu noktada pankreasa yonlendirilmis; insan insiilin
promotorlu (transkripsiyonel hedefleme) dogal proinsiilin
sekansi tagtyan viral gen nakil vektorlerinin gelistirilmesi
tip 1 diyabet tedavisi i¢in etkin sonuglar saglayabilir. Olus-
turulacak vektorler, siirekli alinmas: gereken insiilin pre-
peratlarinin aksine tek doz ile uzun siireli, glukoz kontrollii
insiilin salinimi saglarken ayni zamanda insiilin preperat-
larinda bulunmayan C-peptit eksiligini de giderme potan-
siyeline sahip olacaktir. Bu vektorler gelistirilirken dikkat
edilmesi gereken hususlar, kalic1 gen ekspresyonunun sag-
lanmasi, toksisite gdstermemesi ve immiin yanit olustur-
mamas1 seklinde siralanabilir. Bir vektoriin kalic1 gen
ekspresyonu saglamasi i¢in hedef hiicre genomuna entegre
olmasi gereklidir. Entegrasyon yetenegi olan vektorler ara-
sinda hem boliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte
edebilmesi, immiinolojik cevap uyandirmaksizin hedef
hiicreye girebilmesi ve entegrasyon sonrasinda mutageneze
yol agmamasi nedeniyle lentiviral vektorler en cazip aday
olarak 6ne ¢ikmaktadir. 3. nesil integrasyon sonrasi inak-
tive olan (SIN) lentiviral vektorler, yabanil tip HIV-1 en-
feksiyonu sonrasinda bile vektér mobilizasyonunun
gozlenmedigi giivenilir bir gen aktarim araci olarak goriil-
mekte, bu nedenle in vivo ¢aligmalarda tercih edilmektedir.
Gateway teknolojisi molekiiler biyoloji alaninda gen klon-
lama c¢alismalarinda siklikla kullanilan uygulamasi kolay,
verimliligi yiiksek bir yontemdir. Gateway teknolojisinin
avantajlarindan faydalanilarak insiilin promotoru kontro-
linde proinsiilin sentezleyen 3. nesil lentiviral vektorler ra-
hatlikla olusturulabilir. Bunun i¢in Oncelikle insiilin
promotorunu ve proinsiilin sekansini tagiyan giris vektor-
leri olusturulur. Ardindan giris vektorleri multisite gate-
way teknolojisi ile lentiviral paketleme dizilerine sahip bir
destinasyon vektoriine aktarilarak insiilin ekspresyon vek-
tort elde edilir (Sekil 6). Bu noktada gelistirilecek lentivi-

42

insiilin Geni
Girig Vektori

Insiilin Promotor
\ Giris Vektsril
F
S

I Lentiviral sekanslar

I attBolgeleri

SEKIL 6: Multisite Gateway teknolojisi kullanarak 3. jenerasyon lentiviral transfer
plazmidlerin olusturulma mekanizmasi. Biri instilin promotoru ve digeri proinsiilin
sekansi tasiyan giris vektorlerindeki genler LR Clonase Il enzimi varliginda re-
kombinasyon reaksiyonlari ile destinasyon vektériine aktarilir. Ekspresyon klonu
olarak da adlandirilan bu vektérler, transfer plazmidi olarak paketleme plazmidle-
riyle birlikte lentivirus Gretiminde kullanilir.

ral insiilin gen nakil vektdrlerinin etkinlikleri, NOD fare-
lerde veya ¢oklu diisiik doz STZ ile gelistirilecek tip 1 di-
yabetik sican modellerinde gozlenebilir.

1 SONUC

Insiilin gen naklinin Tip 1 diyabet agisindan her ne kadar
yararl etkiler sergilemesi beklense de insiilin enjeksiyo-
nunun Tip 1 diyabetik hastalarda hastaligi tedavi etmedigi,
sadece diyabetik komplikasyonlari geciktirdigi bilinir. As-
linda tip 1 diyabetin tedavisi i¢in hastalarda otoimmiin ya-
nitin da baskilanmasi gerekmektedir. Gerek maliyeti ve
gerekse yan etkileri sebebiyle bugiin i¢in Tip 1 diyabetli
hastalara bagisiklik sistemlerini baskilayici ilag kullanimi
onerilmemektedir. Dolayistyla, insiilin gen terapisinin tek
basina ana hedefi Tip 1 diyabeti kdkiinden tedavi etmek
degil, hedef dokularda insiilin gen ekspresyonu saglamak,
periferal dokulara glukoz alimini arttirmak, glukagon sek-
resyonunu baskilamak ve hiperglisemiyi diistirmek mak-
sadiyla hepatik glukoz iiretimini inhibe etmek olarak
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tanimlanir.' Insiilin ayn1 zamanda bir biiyiime faktorii ol-
dugundan pankreasa 6zgii insiilin gen sentezinin tahribata
ugramis beta hiicrelerinin rejenerasyonuna ve sag kalanla-
rin da proliferasyonuna sebebiyet vererek diyabet gelisi-
mini yavaglatacagini beklemekteyiz. Bunun yani sira Tip 1
diyabet gelisiminin daha etkili engellenebilmesi amaciyla
insiilin gen nakline ek olarak beta hiicrelerine zarar veren
aktif otoimmiin sistem hiicrelerinin de ilave gen nakli yon-
temleriyle baskilanmasi (durdurulmasi) gerekebilir. Vazo-
aktif intestinal peptit (VIP), viicutta regiilatér T hiicre
olusumuna sebebiyet vererek otoimmiin yaniti baskilayan,

immiin tolerans olusturan bir peptittir.® Lentiviral insiilin
gen nakil vektdrleri ile lentiviral VIP gen nakil vektorleri-
nin kombine kullanimi insiilin ihtiyacinin karsilanmasi ile
beraber otoimmiin saldirinin engellenmesini saglayarak tip
1 diyabet tedavisi noktasinda etkin bir ¢6ziim yolu sunabi-
lir.
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