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OZET

Amag: Tip 1 Diyabet (T1DM), insiilin eksikligine yol acan pankreas beta hiicrelerinin
otoimmiin yikimi ile karakterize bir hastaliktir. Glukoz ile regiile edilen insiilin gen
ekspresyonunun saglanmasi, giin i¢indeki glukoz seviyesi degisimleriyle korele bir
cevabin olusmasi ve giinde birden fazla insiilin enjeksiyonunun Oniine gecilmesi gen
tedavi caligmalarinin ana konusudur. Diger hiicre tipleriyle karsilastirildiginda, pankreas
beta hiicreleri, proinsiilinin kontrollii transkripsiyonu ve translasyonu, glukoz duyarl bir
sisteminin olmasi, prohormon konvertaz ekspresyonu ve regiile edilen bir sekretuar sinyal
yolagina sahip olmasi gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir. Beta hiicresi olmayan hiicre
tiplerine insiilin geninin verilmesi basarili sonuglar veremediginden, bu ¢alismada
pankreas beta hiicresine 6zgii insiilin gen ekspresyonunu saglamak i¢cin Multisite Gateway
Teknolojisi kullanilarak insiilin promotoru kontroliinde proinsiilin geni igeren bir

lentiviral vektor (LentiINS) olusturmay1 amacladik.

Yéntem: Insiilin gen naklinin T1DM diyabet hayvan modelinde ve ayrica CRISPR&Cas9
aracili olusturulan insiilin nakavt (KO) pankreas beta hiicre hattinda terapotik
potansiyelini test etmek i¢in Gateway teknolojisi kullanilarak insiilin promotdrii

(LentiINS) kontrolii altinda insiilin genini eksprese eden yeni bir lentiviral vektor yapildi.

Bulgular: HIV temelli LentiINS gen tedavi vektoriinlin intraperitoneal uygulamasi
plazma glukozunu diigiirerek TIDM’li Wistar sicanlarin glukoz toleransin arttirdi. STZ
enjeksiyonu sonrasinda diyabetik sicanlar agirlik kaybederken LentiINS enjekte edilen
sicanlarda agirlik kaybi gozlenmedi. Tekrar insiilin gen ekspresyonu saglanan insiilin
nakavt pankreas beta hiicrelerinin STZ indiiklii diyabetik modellerin bobrek kapsiilii altina

transferiyle bu hayvanlarda plazma kan glukoz seviyesinde diisiis gozlendi.

Sonug: Lentivirus aracilt gen aktarimi yoluyla insiilin promotoru kontroliinde insiilin gen
ekspresyonunun saglanmasi, diyabette dogrudan pankreas: hedef alan yeni bir terapotik

strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: insiilin, lentivirus, tip 1 diyabet, crispr



ABSTRACT

Objective: Type 1 diabetes (T1DM) is characterized by autoimmune destruction of
pancreatic beta cells leading to insiilin deficiency. Achieving glucose regulated insiilin
gene expression by gene therapy is a great area of interest to meet the demand for
fluctuating daily glucose levels and necessary to avoid multiple daily injections of instilin.
Compared to other cell types, pancreatic beta cells possess unique features such as
controlled transcription and translation of proinsiilin, presence of glucose-sensing
machinery, prohormone convertase expression, and a regulated secretory pathway. Since
previous insiilin gene delivery to non-beta cell types did not produce successful results, a
new lentiviral vector (LentiINS) with insiilin promoter hooked up to proinsiilin encoding
gene was generated using Multisite Gateway Technology to sustain pancreatic beta cell-

specific insiilin gene expression.

Method: A novel lentiviral vector expressing insiilin gene under the control of insiilin
promoter (LentiINS) was constructed using Gateway technology to test its therapeutic
potential in T1DM animal model of diabetes as well as in CRISPR&Cas9 mediated insiilin

knockout (KO) pancreatic beta cell line.

Results: Intraperitoneal delivery of HIV-based LentiINS gene therapy vector resulted in
lowering of fasting plasma glucose and improved glucose tolerance of Type 1 diabetic
Wistar rats. While diabetic rats exhibited weight loss following STZ injection, LentiINS
injected rats retained normal body weight. Reconstitution of insiilin gene expression in
insiilin knock out pancreatic beta cell line resulted in lowering of plasma blood glucose

following beta cell transfer under kidney capsule in STZ induced diabetes.

Conclusion: Insiilin promotor directed insiilin gene expression via lentivirus mediated
gene delivery represents a new therapeutic strategy directly targeting pancreas for the

treatment of diabetes..

Key words: insiilin, gene therapy, type 1 diabetes, crispr
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TABLOLAR DiZiNi

Plazmid vektorler i¢in kesim reaksiyonu bilgileri
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Sekil 2.1

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.

SEKILLER DiZiNi

Insan insiilin molekiiliiniin molekiiler yapisi. PC: Prohormon

Konvertaz kesim bolgeleri.

Hizli (Lispro, Aspart, Glulizin) ve uzun etkili (Glarjin, Detemir ve

Degludek) insiilin analoglarinin molekiiler yapisi.

Insan proinsiilin kodlayan peptidler. Ustteki peptid yalnizca beta
hiicrelerinde, barsak K, L hiicreleri ve bazi endokrin hiicrelerde
sentezlenen prohormon konvertazlar (PC) tarafindan kirilabilen
insan proinsiilin sekansini igerir. Alttaki peptid ise tetrabazik fiirin
endopeptidaz kesim bolgelerini iceren sonradan degistirilmis insan

proinsiilin sekansini temsil eder.

Gen tedavi klinik denemelerinde basariyla kullanilan viral

vektorler.

Pankreatik beta hiicresinin yerine gegebilecek ideal hiicrenin
ozellikleri. GLUT2 ve glukokinaz hiicrenin glukoz sensorii olarak
fonksiyon goriir. Bunun yaninda, beta hiicre taklit¢isinin regiile
edilebilir bir sekretuar yolak igermesi, sitoplazmada insiilin
depolamas1 ve uyarimla bunu salmasi gerekmektedir. Glukagon
Benzeri Peptid 1 (GLP-1), Vazoaktif Intestinal Peptit (VIP) ve
Pitiiiter Adenilat Siklaz Aktive Edici Polipeptide (PACAP) yanit
verebilmek i¢in ilgili reseptorleri sentez edebilmelidir. Resimde
ayrica glukoz indiiklii insiilin salinimina aracilik eden anahtar
molekiiller de gosterilmistir. Kisaca 6zetlemek gerekirse, kan seker
seviyesi 5,5 mM ve iizeri oldugunda glukoz beta hiicrelerine
GLUT?2 tastyicilar araciligryla girerek, GK tarafindan fosforillenir.
Glikoliz ATP/ADP oranimi arttirarak K kanallarinin (K Ch)

aktivasyonunu saglar ve sonugta membran depolarizasyonu
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Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

gerceklesir. Kalsiyum kanallarinin agilmasi (Ca Ch) hiicre igine
kalsiyum dolmasina sebebiyet verir ve boylece insiilin salinimi
gerceklesir. Inkretin etkili molekiiller (GLP-1, VIP ve PACAP) G
protein interaktif reseptorler (GPCR) araciligiyla glukoz indiiklii

insiilin sekresyonunu arttirirlar.

Gateway teknolojisi ile insan insiilin promotorlu lentiviral insiilin
ekspresyon vektoriiniin (pLENTI-IpIns) olusturulmast:
(A)TOPO/TA klonlama reaksiyonu ile attL4 ve attR1 bdlgelerinin
ucunda Topoizomeraz-1 enzimi ile bagh olarak yerlesmis halde
bulunan 3’ timidin niikleotidleri, PZR {iriinii lineer minimal insiilin
promotor sekansinda Taq polimeraz enzimince eklenmis acikta
bulunan Adenin niikleotidleri ile baglanarak insiilin promotor
bolgesi iceren giris vektorleri (pENTRS’Ip) olusur, (B) Multisite
Gateway teknolojisi kullanilarak instilin promotor kontrolii altinda
insiilin geni kodlayan lentiviral ekspresyon vektorleri, LR Clonase
I Plus enzimi varhiginda attL4xattR4, attR1xattL1, attL.2xattR2
rekombinasyon reaksiyonlar1 ile insiilin promotorlu (pENTRS’Ip)
ve proinsiilin sekansh giris vektorlerindeki (pENTRIns) genler
destinasyon vektoriine aktarak pLENTI-IpINS ekspresyon vektorii

elde edilmis olur.

Silindirik hiicre kiiltiirli siselerinde Lentiviral Gen Tedavi Vektor
Uretim Yonteminin akis diyagrami; 1)Hiicre kiiltiirii petrilerini
kaplamig olan 293T/17 hiicrelerinin silindirik hiicre kiiltiirii
siselerine ekim asamasini ve hiicrelerin yiizeye tutunabilmesi
siselerin 24 saat siireyle 0,3 rpm hizda donme asamasini 2) Yiizeye
tutunan hiicrelerin verimli lentiviral vektor tiretimi igin gereken
hiicre sayisina ulagsmasi i¢in besiyeriyle daha fazla temasini
saglamak amaciyla siselerin 16 saat siireyle 1 rpm hizda dénme

asamasin1 3) Lentiviral vektor yapisint olusturacak olan 4 farkl

17

24
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Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 4.1.
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plazmidin HBS ve CaCl2 kullanilarak biraraya getirilmesi
asamasini 4) Hazirlanan plazmid karisiminin silindirik hiicre
kiltiri  siselerine aktarim asamasmi ve lentiviral vektor
partikiillerinin olusmas1 i¢in 72 saat siireyle 1 rpm hizda
dondiiriilme asamasini 5) Viral vektor partikiilleri igeren hiicre
slipernatantinin ultrasantrifiij tiiplerine aktarilarak siipernatantlarin
altinda siikroz tabakasimin olusturulma asamasini 6) Hazirlanan
tiplerin  ultrasantrifiij cihazina yerlestirilerek  saflastirilma
asamasini 7) Ultrasantrifiij sonrasi tiiplerin dibine ¢oken lentiviral
pertikiillerin siipernatant kismindan uzaklastirilarak elde edilmesi

asamasini ifade etmektedir.
Insiilin nakavt Min6 hiicre hatti gelistirme stratejisi basamaklari
Min6 hiicrelerinin puromisin hassasiyeti

Min6 hiicrelerinin blastisidin hassasiyet noktasini belirlemek i¢in

denenen dozlar

[ns2KO hiicrelere LentiINS transdiiksiyonunda takip edilen

basamaklar

pLENTI- Iplns vektorlerinin RFLP ve Sanger dizileme metodlar:
ile dogrulanmasi: (A) LentiINS vektor haritasi, (B) LentiINS
vektorii enzim kesim agaroz jel goriintiisii, (C) PZR reaksiyonu
liriinlinliin agaroz jel goriintiisii, (D) Blast sonucunun ekran

goruntisu

A) Lentivirus olusturmada kullanilan paketleme plazmidlerinin
yapilarint ve dogrulama i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri ile
kesim noktalarint gosterir haritalar (B) restriksiyon kesim

reaksiyonlarinin agaroz jel goriintiileri (M: marker, 1: AflIl
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Gen naklinin serum insiilin seviyesi lizerine etkisi (One Way
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1. GIRIS

1.1. Tip 1 Diyabet ve insiilin Gen Nakli

Diyabet; bagisiklik ve genetik mekanizmalarin birlikte rol oynadigi metabolik
abnormaliteler ile karakterize pandemik bir hastaliktir. Langerhans adaciklarindaki beta
hiicrelerin otoimmiin yikimiyla karakterize insiilin bagimli seker hastaligi Tip 1 diyabet
(T1IDM) olarak bilinir. TIDM tedavisinde insiilin enjeksiyonu oldukca yaygin olarak
kullanilmasimna ragmen bu tedavi metodu ideal kan sekeri kontroliinii tam olarak
saglayamadigi i¢in hastalarin nefropati, ndropati ve retinopati gibi kronik
komplikasyonlar1 zamanla gelistirmelerini engelleyemez. TIDM tedavisinde uygulanan
pankreas organ nakli ve pankreas adacik transplantasyonunun klinik yayginligi, pankreas
organ dondrii bulma giicliigii sebebiyle ciddi oranda kisitlanmistir. Bu nedenle pek ¢ok
insan hastalig1 i¢in umut vaad eden yeni bir tedavi sekli olan gen tedavisinin alternatif bir

terapi metodu olarak T1DM tedavisi igin de gelistirilmesi giindeme gelmistir.

Nitekim, Tip 1 diyabet hastalarinin hepsi, Tip 2 Diyabet hastalarinin (T2DM) ¢ogunlugu,
hastaligin ilerleyen donemlerinde beta hiicre kaybina bagli olarak zaman iginde insiiline
bagimhi hale geldiginden, gen transfer vektorleri aracilifiyla insiilin gen aktarimi;
diyabetik hastalarda endojen insiilin sentez profilini taklit edebilecek potansiyel terapotik
bir yaklagimdir. Bu nedenle, insiilin gen terapisinin ana hedefleri, hedef dokularda instilin
gen ekspresyonunun saglanabilmesi, periferal dokulara glukoz aliminin arttirilmasi,
glukagon sekresyonunun baskilanmasi ve hipergliseminin azaltilabilmesi i¢in hepatik
glukoz flretiminin inhibe edilmesi olarak tamimlanabilir (Bansal ve Wang, 2008).
Dolayistyla insiilin gen terapisi, hastalarda en azindan bazal plazma insiilin
gereksiniminin kargilanabilmesi i¢in gerekli ¢oziimii saglayabilir (Marcin ve ark., 2011).
Bunun yaninda insiilin gen nakli ile, TIDM hastalarinda metabolik stabilite i¢in esansiyel
olan rezidiiel beta hiicre fonksiyonunun korunmasi ve zamanla arttirilmast da miimkiin
olabilir. Ayrica, diyabetik hastalarda C-peptid yararl etkiler gostermesine ragmen, regiiler
insan insiilini ve insiilin analoglarinda C-peptid olmadigindan, Tip 1 diyabet hastalarinda
C-peptidin insiilin preperatlarina dahil edilip edilmemesi gerekliligi konusunda bilim
camiasinda bir kargasa yasanmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinin erken evrelerinde C-
peptid seviyesinde bir artis goézlenmesi ilk baslarda bu konuda bir tereddiit dogmasina
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sebebiyet vermisti. Bugiin i¢cin C-peptidin bir insiilin belirteci olmaktan Gte, diyabetik
hastalarda bobrek ve sinir fonksiyonlarmi arttirdigi, esansiyel organlara kan akisini
sagladigl belirlenmistir (Kamiya ve ark., 2009). Dolayisiyla insiilin gen nakli yalnizca
insiilin ihtiyacin karsilamak i¢in degil, ayn1 zamanda su anda T1DM hastalarinin insiilin
preperatlarinda olmayan C-peptid gereksinimini karsilayarak diyabet

komplikasyonlarinin gelisiminin engellenebilmesi agisindan gerekli olabilir.

Sunulan projemizde Onerilen insiilin gen nakli calismasinda; TIDM deney hayvan
modelinde sadece bazal insiilin ihtiyacin1 degil, ayn1 zamanda giin igerisinde degisen kan
glukoz diizeylerine cevap verebilecek (6zellikle yemek sonrasi-postprandial glukoz
diizeyi) yeni bir insiilin gen nakli vektorii olusturduk (LentiINS). Bu amagla insan insiilin
promotorlu dogal proinsiilin kodlayan DNA dizileri, giivenilirligi ve etkinligi klinik
denemelerde kanmitlanmis 3. jenerasyon lentiviral vektdrlere aktarildi. Insan insiilin
promotor kullanimi hem glukoz yaniti olusturmada, hem de insiilin gen sentezini

pankreatik beta hiicrelerine 6zgiin kilmak i¢in gerekliydi.

Sonrasinda olusturulan LentiINS vektoriiniin terapotik etkinligi TIDM sicanlarda test
edildi. Bu amagla, LentiINS vektoriiniin T1DM hastaliginin gelisimini 6nledigi ve gelisen
T1DM bulgularini geri dondiirdiigii belirlendi. Bunun yanisira, deneklerde bazal insiilin
diizeyleri ve postprandial insiilin seviyeleri glukoz tolerans testleriyle aciga ¢ikarildi.
Ayrica LentiINS vektoriiniin etkinligi CRISPR&Cas9 sistemi ile olusturulan, insulin
ekspresyonu olmayan pankreatik beta hiicre hatlarinda test edildi. LentiINS vektorii bu
hiicrelerde insulin ekpresyonunun geri kazanimini sagladi. Hiicrelerin diyabetik

hayvanlarin bobrek kapsiilii altina aktarilmasi terapotik etki gosterdi.

Sonug olarak bu projede daha 6nce denenmemis yaklagimlarla yeni gelistirilen insiilin gen
nakli metodunun insiilin enjeksiyonlarina oranla daha iyi yarar sagladigini ve Tip 1

diyabete deneysel bazda bir ¢oziim getirebilecegimizi belirledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Insiilin ve Diyabet

Diyabet; insiilin yetmezligi ve/veya karacigerden glukoz sekresyon artigina bagli olarak
gelisen kan sekerinin yiiksekligi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore 2017 yil1 itibariyla diyabetli hasta sayis1 425
milyona ulagsmistir (Federation, 2017). Diyabetli hasta sayisinin 2045 yilinda 630 milyona
ulagmas1 ongoriilmektedir. Bu da bir sonraki jenerasyonda diyabetli hasta sayisinda %55
artis olacagina isarettir. Tiim bunlarin disinda 352 milyon kiside de glukoz tolerans
bozuklugu tespit edilmistir. Bu kisiler gercekte diyabet hastaligi gelistirmeye yatkinligt
olan bireyleri temsil eder. Diyabetli hastalar genelde 40-59 yas araliginda olup, bunlarin
%80°1 diisiik ya da orta gelirli lilkelerde yasamaktadir. Sadece 2017 yilinda 5.1 milyon
kisi, diyabet hastalig1 sebebiyle hayatin1 kaybetmistir. Bu da her 6 saniyede bir kisinin
oliimii demektir. 2017 yili itibariyla diyabet hastaligina kars1 yapilan saglik harcamalari
727 milyar dolar1 bulmustur (Federation, 2017). Bu nedenle diyabet ayn1 zamanda ciddi
biitge kayiplara sebebiyet veren bir hastaliktir.

Hiperglisemi ile kendini gosteren insiilin yetmezligi hem TIDM hem de T2DM
hastaliginin ortak 6zelligi olmasima ragmen, tek bir gen mutasyonuna bagli olmayip
birbirinden farkli mekanizmalarla pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyon kaybi sonucu
gelisir (Pietropaolo ve ark., 2007). T1DM hastalarinin pankreatik beta hiicreleri otoimmiin
reaksiyon sonucu tahrip edildiginden bu hastalara giinliik insiilin enjeksiyonu gerekir.
Diger taraftan insiilin direngliligi sonrasinda gézlemlenen beta hiicre fonksiyon bozuklugu
ve beta hiicre kayb1 T2DM hastaliginin karakteristik 6zelliklerindendir. Bu sebeple T2DM
hastalarinin ¢ogun da zaman i¢inde gelisen insiilin yetmezligine bagl olarak insiilin
tedavisi gerekli hale gelir. Erken insiilin tedavisinin diyabetin makrovaskiiler (koraner
arter hastaligi, periferal arter hastaligi ve inme) ve mikrovaskiiler (diyabetik nefropati,
ndropati ve retinopati) komplikasyonlarmi hafiflettigine dair deliller olsa da, insiilin
tedavisinin nasil baglanip nasil yogunlastirilacagi konusunda hekimler arasinda halen
yogun bir kargasa s6z konusudur. Insiilin molekiilii, B zincirlerinin C-terminalleri arasinda
olusan H bagi nedeniyle, soliisyonda dimerler olusturma egilimindedir (Sekil 2.1).

Ortamda ¢inko iyonlarinin varligi ise, insiilin dimerlerini hekzamerler olusturmaya zorlar.



Insiilin monomer ve dimerlerinin kana kolaylikla karismasi, hekzamerlerin ise
penetrasyonunun zayif olmasi, diyabet tedavisi agisindan oldukca &nemlidir. Ornegin,
cinko molekiiliine bagli hekzamer icerigi yliksek olan insiilin preparatlar1 gerektigi gibi
emilemediginden regiiler insan insiilini kullanarak (6rnegin Humulin R, Novolin R,

Velosulin BR, Actrapid) yeterli glisemik kontrol saglamak ¢ok zordur.
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Sekil 2.1. Insan insiilin molekiiliiniin molekiiler yapisi. PC: Prohormon Konvertaz kesim bélgeleri.

Subkutan enjeksiyon sonrasi, insiilin hekzamerlerinin kanda emilim i¢in dimer ve
monomerlerine ayrilmasi 60 ile 90 dakika siirer (Ginsberg, 1994). Diyabetik hastalar
insiilin enjeksiyonlarininin zamanlamasini her zaman dogru yapamayabildiginden, kan
glukozu ile insiilin konsantrasyonu arasinda kolaylikla uyumsuzluk gelisebilir. Sonugcta
yetersiz glukoz kontrolii, hastalar1 hipoglisemi ve uzun dénemde ndropati, nefropati, ve
retinopati gibi diyabet ile iliskili komplikasyonlara yatkin hale getirir. Buna dayanilarak,
bir dizi rekombinant insiilin analogu gelistirilmistir (Hirsch, 2005). Bu ¢aligmalarda insan
insiilin dizisinde kiigiik degisiklikler gergeklestirilerek rekombinant insiilinin ilgili
reseptoriine baglanma ve glukoz kontrol o6zellikleri iyilestirilmistir (Sekil 2.2) (A. D.
Sanlioglu ve ark., 2013).
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Sekil 2.2. Hizl1 (Lispro, Aspart, Glulizin) ve uzun etkili (Glarjin, Detemir ve Degludek) insiilin analoglarinin

molekiiler yapist.

Bu avantajlarina ragmen, mevcut insiilin analoglar1 o6zellikle yiiksek dozlarda
kullanildiklarinda fizyolojik bazal insiilin sekresyon profilini olusturmada yetersiz
kalmaktadirlar (Heise ve Pieber, 2007). Alternatif olarak, bu ajanlar diisiik dozlarda
kullanildiklarinda, diyabetik hastalarda 24 saat yeterli insiilin diizeyi saglanamaz (Ashwell
ve ark., 2006). Bireyler arasindaki metabolik degiskenlik diisiiniildiiglinde, insiilin
analoglar1 kullanan diyabet hastalarinda halen optimum diizeyde postprandial insiilin
seviyelerinin de saglanabilmesi gerekmektedir. Bu hastalarda optimum glisemik kontrole
ulasilmasinda en Onemli sorunun tekrarlayan insiilin indiikli hipoglisemi oldugu
belirlenmistir (Mohn ve ark., 2005). Buna ek olarak, uzun etki siireli glarjin’in, insan
osteosarkom hiicre hattinin mitotik hizini artirdigi belirlenen insiilin-benzeri biiylime
faktorii (IGF) reseptoriine afinitesi oldugu saptanmistir (Kurtzhals ve ark., 2000).
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Dolasimdaki yiiksek IGF-1 seviyeleri, solid tiimor ve 16semi riski ile iliskilendirildiginden,
bazi yeni insiilin analoglarin1 kullanan hastalarda kanser riskinin artabileceginden endise
duyulmaktadir (Hemkens ve ark., 2009). Avrupa Tip Ajans1 (EMEA), insiilin analoglari
ve kanser arasindaki potansiyel riski dogrulamamis olmakla birlikte, boyle bir thtimalin
olmadigin1 da dislayamamustir. Insiilin replasman tedavisi ile iliskili temel problemlerden
biri, disaridan insiilin enjeksiyonu ile endojen olarak pankreatik beta hiicrelerinden
tiretilen dogal insiilin salinimina tamamen uyan bir insiilin sekresyon profili olusturmanin
neredeyse miimkiin olmamasidir. Bu kismen, ekzojen olarak verilen insiilinin hepatik arter
aracilifiyla karacigere ulagmadan once ilk olarak vendz ve pulmoner dolagima girme
gerekliliginden kaynaklanir. Bunun aksine, pankreatik beta hiicrelerinden salinan instilin
portal ven araciligiyla direkt olarak karacigere gider. Insiilinin fizyolojik etkilerinin ag1ga
cikmasimnin ve en azindan insiilin dinamiginin, uygulanis sekline gore farklilik

gosterebilecegi barizdir.

Gilinlimiizde birgok insiilin analogu tiretilmesine ragmen yakin tarihli bir meta-analiz, hizli
ve uzun etkili insiilin analoglarinin glisemik kontrol agisindan beklenenin aksine
konvansiyonel insiiline oranla olduk¢a az yarar sagladigini gdstermistir. Diyabet bir tek
gen hastali§i olmasa da, diyabetin temel sebebi olarak bilinen insiilin yetersizliginin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in insiilin gen transferinin gerceklestirilmesi, oldukc¢a cazip bir

tedavi yaklagimi olarak ortaya ¢ikmaktadir (A. D. Sanlioglu, Altunbas, ve ark., 2012).

2.2 Diyabette Insiilin Gen Tedavisinin Yeri ve Onemi

Glinlimiizde diyabet hastalarinin tedavisi i¢in kullanilan insiilin analoglarinin disinda
bunlara alternatif olarak deneysel insiilin gen terapi yaklasimlar: gelistirilmektedir (Chan
ve ark., 2003). Gen aktarimlart ex vivo ve in vivo olmak flzere iki farkli yolla
yapilabilmektedir. Ex vivo yoOntemde hastadan alinan hiicreler viicudun disinda
laboratuvar ortaminda gen nakliyle modifiye edildikten sonra tekrar hastalara nakledilir.
In vivo yontemde ise, gen transfer vektorlerinin farkli yollarla hastalara direkt enjeksiyonu
s0z konusudur (intravendz, subkutan, vb.). Basit ve daha uygun olmasi sebebiyle, in vivo
gen terapisi, gen aktarimlarinda oldukca tercih edilen bir metottur. Bunun yanisira kan

glukozunu diistirmeyi hedefleyen gen tedavi yaklagimlar1 genel olarak glukoz kullanimini



kolaylastirirken es zamanli olarak hepatik glukoz iiretimini de inhibe etmeyi amaglar. Son
zamanlarda disaridan verilen eksojen insiilin ihtiyacini azaltacak yeni insiilin tedavi
metodlarinin gelistirilmesine biiyiik 6nem verilmektedir. Bir beta hiicre tipi olmayan fare
pituiter kortikotrof hiicrelerinde (AdT20) proinsiilin sentezlemesi, sekretuar graniillerde
depolanmasi ve stimiilasyonla insiilin salgilamas1 bu konuda yapilan ilk ¢alismalardandir
(Moore ve ark., 1983). Noroendokrin hiicreler prohormon konvertaz sentezi (PC1/3 and
PC2) ve regiile edilebilir sekretuar yolak icermeleri itibariyla beta hiicrelerine ¢ok
benzeseler de, glukokinaz (GK) ve glukoz tasiyic1-2 (GLUT2) molekiillerini
sentezlemediklerinden dolay1 pankreatik beta hiicreleri gibi bir glukoz yanit1 veremezler.
Dahas1 insiilinin etkisini inhibe eden adrenokortikotropik hormon sentezlemeleri
nedeniyle bu yaklasimin diyabet tedavisinde ileri zamanlarda kullanimi uygun

goriilmemistir.

Viral vektorleri iceren deneysel ilk insiilin gen nakli denemeleri yaklasik 20 yil 6nce
yapilmustir. Sigan preproinsiilin 1 ¢cDNA kodlayan moleney murine leukemia virus
(MMLV) tabanli retroviral vektoriin kismi hepatotektomi yapilmis (%70) sican
karacigerine intraportal nakli, %5-10 karaciger transdiiksiyonuna sebebiyet vererek 6 ay
boyunca insiilin gen sentezi saglamistir (Kolodka ve ark., 1995). Bu yontemde hepatik
insiilin gen sentezi oldukc¢a az olsa da, gen nakliyle aclik hiperglisemisi, glukojen yikimu,
trigliserid depozisyonu, ketoasidozis ve streptozotosin (STZ)-indiiklii diyabetik dlimler
hipoglisemiye sebebiyet verilmeden Onlenebilmistir. Ancak karacigerde sentezlenen
insiilin, bu organda proinsiilini igleyen bir mekanizmanin olmamasi sebebiyle daha az
aktivite gostermistir. Ayrica, PC2 ve PC3 kodlayan adenoviruslarin karacigere verilmesi
kas hiicrelerinde gozlemlenen verilerin tersine karacigerde etkin proinsiilin kirilimina
sebebiyet verememistir (Auricchio ve ark., 2002). Bu durum, PC2 ve PC3 enzim
aktivitelerinin karacigerdeki daimi sekretuar yolaklarda mevcut proteazlar tarafindan
baskilanmis olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmiistiir. Prohormonlarin aktif
formlarina dontisiimiinii saglayan konvertaz enzimlerinden yoksun hepatositlerin aksine,
akciger dokusu prohormon konvertazlar1 dogal olarak sentezleyen bol miktarda
noroendokrin sekretuar hiicrelere sahiptir. Bu vesileyle cytomegalovirus (CMV)
promotorlu sigan insiilin geninin lipozom aracili gen nakli metoduyla akciger hiicrelerine

verilmesi, alveolar epitelyal hiicrelerinde belirgin diizeyde insiilin gen sentezi ve
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sekresyonu saglanarak, STZ-indiiklii diyabetik farelerde hiperglisemi ve ketoasidozu

Onleyebilmistir (Tanaka ve ark., 2004).

Daimi sekretuar yolaklar1 aktif olan hiicreler; sekretuar peptidleri fiirin endopeptidazlar
aracilifiyla spesifik amino asitlerinden kirarlar (Vollenweider ve ark., 1995). Bu sebeble,
insiilin molekiilinin BC ve CA birlesim yerlerine yerlestirilen dibasik amino asit
sekanslar1 (Arg-X-Lys-Arg) fiirin endopeptidazlar tarafindan proinsiilinin iglenmis olgun
insiiline déniismesini saglar (Sekil 2.3). Ornegin, fiirin tanima bdlgesi igeren insan insiilin
cDNA‘styla gecici olarak transfekte edilen HEK293 ve myoblast hiicre hatlarinda
biyolojik olarak aktif insiilin olusturulmast; proinsiilinin posttranslasyonel olarak basarilt
bir sekilde islendigini gosterdi (Groskreutz ve ark., 1994; Simonson ve ark., 1996). Bu
baglamda, rekombinant adenovirus aracili PC2 veya PC3 asir1 sentezinin sigan insiilinoma
hiicrelerinde proinsiilinin insiiline doniistiirmesini kolaylastirmas: bu sonuclar1 destekler
niteliktedir (Irminger ve ark., 1996). Hepatositlerin siirekli proinsiilin sentezleyerek
bunlar1 islenmis insiiline doniistlirebildiklerini gostermek i¢in H4-II-E hepatosit hiicre
hatt1, dibazik prohormon konvertaz tanima bolgesinin tetra bazik fiirin kesim bdlgesine
doniistiiriildiigli insan proinsiilin ¢cDNA’s1 tasiyan replikasyon 0ziirlii adenoviruslarla
enfekte edildi (Short ve ark., 1998). Bu viral vektoriin farelere enjeksiyonu baslica
karacigerde insiilin gen sentezine yol acarak gecici de olsa diyabet gelisimini durdurdu.
Benzer sekilde insan elongasyon faktor 1-alfa (EF1-alpha) promotoruna takili rat
preproinsiilin geni tasiyan adenoviruslarin STZ-indiiklii diyabetik si¢anlarin karacigerine
enjeksiyonu diyabetik hayvanlarda plazma glukagon ve glukoz seviyelerini bariz bir
bicimde diisiirdii (Dong ve Woo, 2001). Ancak, gen nakli yapilan hayvanlar ag
birakildiklarinda siirekli insiilin gen sentezine bagli olarak bu hayvanlarin tiimiinde ciddi

diizeyde bir hipoglisemi gelistigi de raporlandi.
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Sekil 2.3. Insan proinsiilin kodlayan peptidler. Ustteki peptid yalnizca beta hiicrelerinde, barsak K, L
hiicreleri ve bazi endokrin hiicrelerde sentezlenen prohormon konvertazlar (PC) tarafindan kirilabilen insan
proinsiilin sekansini icerir. Alttaki peptid ise tetrabazik fiirin endopeptidaz kesim bolgelerini iceren sonradan

degistirilmis insan proinsiilin sekansini temsil eder.

Birinci ve ikinci jenerasyon adenoviruslara oranla Adeno Assosiye Virus (AAV) vektorler
cok daha uzun siireli transgen sentezi sagladigindan; uzun siireli AAV aracili insiilin gen
naklinin etkinligi, CMV promotorlu fiirin tanimali insan insiilin geni tagiyan rAAV
vektorler kullanilarak test edildi (Park ve ark., 2005). AAV nin portal venaya enjeksiyonu
STZ indiikli diyabetik siganlarda 90 giiniin iizerinde bir normoglisemi sagladi. Bunlara
ilave olarak siirekli insiilin sentezinin HbAlc seviyesini diisiirerek glukoz toleransini da
gelistirdigi bildirildi. Ancak kontrolsiiz insiilin gen sentezi, tipki gen nakliyle insan instilin
salimim1 yaptirilan fibroblastlarinin implantasyon caligmasinda gosterildigi gibi ciddi
hipoglisemi gelistirme riski tasir (Falqui ve ark., 1999). Bunu 6nlemenin bir yolu, insiilin
gen naklini glukoz kontrollii hiicreye 6zgiin promotorlar kullanarak gerceklestirmektir. Bu
durumda, CMV promotorlu daimi insiilin gen sentezi deneklerde hipoglisemiden dolay1
oliimlere sebebiyet verirken, glukoz kontrollii-karaciere 6zgilin promotor kullaniminin
deneklerde yalnizca hafif hipoglisemi olugturmasi beklenir. Nitekim, 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 hepatositler bu hiicrelerin farkli kan seker diizeylerine yanit vermelerini saglayan

GLUT2 ve GK aktivitelerine de sahiptir. Bunlarin disinda, glukagon ve siklik AMP



(cAMP) molekiillerinin karacigerde fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPCK) promotor
aktivitesini indiiklerken, insiilinin PEPCK promotor aktivitesini baskilamasi; PEPCK
promotorlu fiirin kesim bolgesi igeren proinsiilinin, hepatositlerde glukoz kontrollii insiilin
gen sentezini saglamak amaciyla kullanilabilecegini gostermistir. Sonugta, bu sekilde
tasarlanan genin rekombinant adenovirus aracili sigan primer hepatosit kiiltiir hiicrelerine

nakli bu hiicrelerde islenmis (olgun) insan insiilin iiretimini saglamistir (Lu ve ark., 1998).

Bunlarin disinda karaciger hedefli insiilin gen nakli ¢caligmalarinda HNF-1, C/EBP ve
GIRE DNA elementlerinin kombinasyonlarini igeren yapay promotorlarin kullanilmasi,
STZ indiikli diyabetik NOD-SCID farelerde glukoz toleransi olusturarak hipergliseminin
diizelmesini saglamistir (Han ve ark., 2011). Ancak glukoz tolerans testlerinde
normogliseminin saglanmasinda bir gecikme yasanmasi, negatif regiilator cevabin yeterli
diizeyde saglanabilmesi i¢in vektor tasariminin daha da iyilestirilmesi gerektigini
gostermistir. Diger bir calismada PEPCK ve L-PK promotorlarina alternatif olarak
kullanilan tizerinde S14 glukoz yanit elementi (GIRE) tasiyan karacigere 6zgiin albumin
promotorlu filirin kesim bolgeli insiilin geninin adenovirus aracili olarak karacigere
nakledilmesi; deneklerin aglik kan sekerinde bir diizelmeye sebebiyet vermesine karsin,
insiilin sentez ve salinimindaki uzun gecikme sebebiyle tokluk hiperglisemisini
diizeltemedigi bildirilmistir (Alam ve Sollinger, 2002). Karacigerde aktif olup ancak
insiilinle baskilanabilen glukoz yanitl yeni bir promotor olusturabilmek i¢in L-PK geninin
karbonhidrat regiilator elementlerinin, insiilin benzeri biiyiime faktorii protein-1 (rIGFBP-
1) bazal promotoru 6niine yerlestirildigi adenovirus aracili gen naklini konu alan diger bir
caligmada; diyabetik sicanlarin hem glukoz toleransinin ve hem de insiilin duyarliliginin

arttirtldigt, adipokin profilinin de diizeltildigi bildirilmistir (Thule ve ark., 2006).

Bilindigi tizere, glukoz 6 fosfatin glukoza dontisiimiinii katalize eden glukoz 6 fosfataz
(G6Ptaz) enzimi ayn1 zamanda karacigerden glukoz salinimina sebebiyet veren enzimdir.
Diyabet hastalarinda karacigerden asir1 glukoz salimimina sebebiyet vererek aclik
hiperglisemisine neden olan G6P’taz geninin promotoru sican hepatosit hiicre hatlarinda
insiilin gen sentezini yOnlendirebilmek amaciyla denendi (Argaud ve ark., 1996).
Diyabetik sartlarda oldukca aktif olan ancak insiilin tarafindan baskilanan G6Ptaz

promotorlu insan insiilin geninin adenovirus aracili nakli, insiilinin baskilayici etkisinden
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dolay1 karacigerde oldukga diisiik insiilin gen sentezine sebebiyet verdi (Chen ve ark.,
2000). Bu sebeble G6P’taz promotora aldolaz B geninin intronik enhansirlart eklenerek
olusturulan hibrit promotorun kullanildig: diger bir ¢caligmada, insiilin geninin adenovirus
aracili gen nakli STZ indiiklii diyabetik si¢anlarda aglik hipoglisemisine yol agmadan
tokluk hiperglisemisini diistirdiigii bildirildi (Chen ve ark., 2000).

Buna karsin, duodenum ve jejunumda bulunan K hiicrelerinin, aynen beta hiicrelerindeki
gibi GK, GLUT2, ve prohormon konvertaz sentez etmeleri dolayisiyla, glukoz kontrollii
insiilin sentezi ve sekresyonu i¢in ideal hedef hiicreler oldugu diistintilmektedir (Dong ve
Woo, 2001). K hiicrelerine spesifik promotorlar araciligtyla insan proinsiilin gen
sentezinin saglandig1 transgenik hayvanlarin STZ uygulamasina direngli olmasi, bu
deneklerde beta hiicrelerinin yokluguna ragmen glukoz homeostazinin basarili bir sekilde
kontrol edilebilecegini gdstermistir (Cheung ve ark., 2000; Corbett, 2001). Ancak,
intestinal epitel hiicrelerinin hizli devinimi dolayisiyla, uzun siireli gen sentezini
gerceklestirebilmek i¢in K hiicre progenitdr hiicreleri hedef alinmalidir. intestinal epitel
hiicre popiilasyonunun sadece %1 kadarinin enteroendokrin hiicrelerden olusmasi
nedeniyle insiilin iiretimi i¢in hedeflenebilecek enteroendokrin hiicreler heniiz izole
edilememis ve tanimlanamamistir. Bununla beraber, viral vektorlerin kullanildigi
calismalarda bu engelin asilabilmesi yolunda umut verici onciil sonuclar elde edilmistir.
Ornegin, TAAV2 vektdrii, in vitro ortamda enteroendokrin L-hiicrelerini (NCI-H716)
basarili bir sekilde transdiiksiyona ugratmis ve genetik yapilarini degistirmistir. Bu
hiicreler, bir ko-kiiltiir ortaminda ¢ok sayida enterositin varligina ragmen (Caco-2 or T84)
kontrol edilebilir insiilin cevabi sergilemistir (Tang ve Sambanis, 2004). Insan insiilin
geninin kitosan nanopartikiilleri i¢inde lavaj yoluyla gastrointestinal hiicrelerine
aktarilmasinin STZ ile indiiklenen diyabetik ratlarin aclik kan sekerini diisiirmesi, bu

bulgular1 destekler niteliktedir (Niu ve ark., 2008).

2.3. Pankreatik Beta Hiicrelerine Gen Naklinde Uygulanan Yontemler

Son zamanlarda diyabette gen terapi yaklagimlari genel olarak, transplantasyon igin
pankreatik adaciklarin ex vivo modifikasyonuna yonelmektedir (Dirice ve ark., 2009).
Bunun disinda, beta hiicre farklilagsmasini veya insiilin gen ekspresyonunu indiiklemek

amaciyla, ilgili terapotik genin ekspresyonu igin genelde karaciger ve kas dokusu gibi
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pankreatik olmayan dokular, hedef organ olarak se¢ilmistir (A. D. Sanlioglu, Altunbas, ve
ark., 2012). Bununla birlikte pankreatik beta hiicrelerine gen transferinde uygulanabilecek
birkag strateji vardir. Lipofeksiyon ve elektroporasyon gibi viral olmayan vektor aktarim
sistemlerinde, pankreatik adaciklarda diisiik seviyede gen nakil basarist gézlenirken, viral
vektorler kullanildiginda adaciklara oldukca etkin sekilde gen nakli gergeklestigi
belirlenmistir (Sekil 2.4) (Mahato ve ark., 2003; Ahter Dilsad Sanlioglu ve ark., 2008).

Lentivirus Adenovirus Adeno assosiye virus

Sekil 2.4. Gen tedavi klinik denemelerinde basariyla kullanilan viral vektorler.

Adenoviral vektorler, yiiksek titrelerde tiretilip oldukca iyi transdiiksiyon etkinligi
gosterirlerken, adaciklardaki endokrin hiicrelerin kiimelenmis yapist dolayisiyla,
pankreatik adaciklarin i¢ kismindaki hiicrelere adenovirus aracili gen aktariminda
zorluklar yasanmaktadir (Leibowitz ve ark., 1999; Dirice ve ark., 2009). Buna ilaveten,
pankreatik adaciklara ortak safra kanalindan uygulanan adenovirus vektor aracili in vivo
gen transferi iglemleri ile sinirh dlglide gen aktarimi saglandigr bildirilmistir ((Raper ve
DeMatteo, 1996; Taniguchi ve ark., 2003). Ancak, adenovirus vektorlerine karsi
konak¢inin immiin yaniti1 sonucu olusan pankreatit dolayisiyla kalici gen ekspresyonunun
saglamasi1 zaten miimkiin olamamistir. Hepatik dolasimin blokaji sonras1 gerceklestirilen
sistemik adenovirus enjeksiyonuyla da pankreatik beta hiicrelerinin transdiiksiyona

ugradig1 saptanmistir (Ayuso ve ark., 2004; Ayuso ve ark., 2006). Bunun yanisira hepatik
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arter, portal ven ve dalak arterinin ligasyonu sonrasinda ¢dlyak arterine enjeksiyonun fare
pankreatik adaciklarinin yiiksek diizeyde ve etkin bi¢imde transdiiksiyonunu sagladigr ileri

stiriilmistiir (Mukai ve ark., 2007).

Pankreas beta hiicrelerini transdiiksiyona ugratabilen vektorler arasinda AAV vektorii de
vardir (Sekil 2.4). Ancak pankreasa ssAAV’nin direkt enjeksiyonu ile, terapotik etki
gosterecek kadar yeterli pankreatik adacik transdiiksiyonu gerceklestirilememistir (A. Y.
Wang ve ark., 2004). Diger yandan, dsAAV vektorleri, sSAAV vektorlerine kiyasla daha
yiiksek transdiiksiyon etkinligine sahiptir. C57BL10 farelerin pankreatik adaciklarinda,
uzun siireli ve giiclii bir gen ekspresyonu saglamak amaciyla, dsAAV vektorleri
kullanilarak {i¢ farkli aktarim yolu (intraperitoneal, intraduktal ve intravendz) etkinlik
acisindan birbirleriyle karsilastirilmistir (Z. Wang ve ark., 2006). intravendz olarak
aktarilan dsAAV vektorlerinin bircogu karaciger tarafindan siiziildiigiinden, bu aktarim
yonteminde intraperitoneal enjeksiyonla yapilan aktarima gore 5-10 kat daha az pankreatik
transdiiksiyon etkinligi gozlenmistir. Buna ragmen, viral partikiillerin adacik igerisine
diflizyonunda kisitlamalar sebebiyle, intraperitoneal enjeksiyon ile yapilan aktarimda bile,
merkezdeki hiicrelere kiyasla adacigin periferal bolgesindeki hiicrelerin primer olarak
transdiiksiyona ugradign belirlenmistir. ilging bir sekilde, endoskopik retrograd
kolanjiyopankreatografi olarak bilinen klinik teknige benzer bir yontem olan retrograd
pankreatik intraduktal aktarim stratejisi ile, intraperitoneal ve intravendz aktarima kiyasla
pankreasta daha yliksek transdiiksiyon etkinligi saglanmistir. Bu teknigin fareler gibi
kiiclik hayvanlarda uygulanmasi oldukca zor oldugundan, retrograd pankreatik intraduktal
gen aktarim yOnteminin intraperitoneal enjeksiyona kiyasla klinik uyumluluk ve fizibilite
acisindan degerlendirilebilmesi i¢in deneysel testlerde siganlarin kullanilmasi daha iyi bir
secenek olacagi ileri siiriilmiistiir. Son olarak, pankreatik adaciklara, karaciger dolagiminin
gecici blokaji saglanarak, intravendz dsAAV vektor gen aktariminin etkinligi, C57BL10
farelerde test edilmistir (Z. Wang ve ark., 2006). dSAAV vektorler kullanilarak pankreatik
adaciklara yapilan intravendz gen aktarimininda pankreatik adaciklarda esdagiliml

transgen ekspresyonu saglandigi belirlenmistir.

AAV ve adenoviruslarin disinda, retroviruslara oranla lentiviral vektorlerin in vitro kiiltiir

ortaminda pankreas beta hiicrelerini daha iyi transdiiksiyona ugrattiklar1 bildirilmistir
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(Sekil 2.4) (Giannoukakis ve ark., 1999; Leibowitz ve ark., 1999). Ayrica lentiviral
vektorlerle ex vivo ortamda transdiiksiyona ugratilan pankreatik adaciklarin in vivo
transplantasyon sonrasinda transgen ekspresyonunu uzun siire muhafaza ettikleri de
gosterilmistir (Gallichan ve ark., 1998). Vezikiiler Stomatit Virus G protein (VSV-G)
psodotiplendirilmis HIV tabanli lentiviral vektorlerin murine 16kemi virusu, Ebola, kuduz
ve Mokola virus glikoproteinleri ile psddotiplendirilmis lentiviral vektorlere oranla in vitro
kiiltiir ortamda insan adaciklarina daha iyi gen nakli yapabildikleri belirlenmistir
(Kobinger ve ark., 2004). Bunlara ek olarak, ex vivo lentivirus transdiiksiyonunun
pankreatik adaciklarin yapisina ve fonksiyonuna zarar vermedigi de saptanmistir (He ve
ark., 2006). Tiim bunlara ragmen pankreas adaciklarini hedefleyen lentivirus aracili in vivo
deneysel gen nakil caligmalar1 adenoviruslar ve AAV vektorlerinde yapildigi gibi heniiz

denenmemis olup, bu deneylerin bir an 6nce baslatilmasi gerekmektedir.

2.4 Virus Aracih Insiilin Gen Nakli Stratejisi

Insiilin gen tedavisinin esas amac; 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 sistem hedef organa etkin bir bigimde gen aktarimi yapabilmelidir.
Ikincisi, hedef organ GLUT2 ve GK gibi glukoz duyarlilik sistemini igermeli ve
proinsiilini insiiline doniistliren gerekli biyokimyasal enzimleri (prohormon konvertazlar)
icinde barindirmalidir. Ugiinciisii, hedef hiicreler depolama &zelliginin yaninda glukoz ile
regiile edilebilir sekretuar bir yolaga sahip olmalidir. Dordiinciisli ve en sonuncusu da,
insiilin transgeninin transkripsiyonu hiperglisemiyle baslamali ve hipoglisemiyle
sonlandirilmalidir. Etkili bir gen transfer metodu icin gerekli sartlar diisiiniildiigiinde,
insiilin gen transfer denemelerinde hem viral hem de viral olmayan gen nakil metodlarinin

test edildigini gérmekteyiz.

Plazmid gibi viral olmayan vektorler viral vektorlere oranla ¢ok daha diigiik immiinojenik
yanit olusturmalar1 sebebiyle daha az yan etkilere sahip olmalarina ragmen, terapotik
etkinligin devamu icin tekrarlayan uygulamalar gerektirir. Viral vektorlerin (Sekil 2.4)
viral olmayan vektorlere oranla gen transfer etkinlikleri tartigmasiz ¢ok daha ytiksektir

(Wong ve ark., 2010). Bunlar arasinda Adeno Associated Virus (AAV) en popiiler
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vektorler arasinda yer almaktadir. Ozellikle yiiksek dozlarda oldukga immiinojenik ve
toksik olan ilk jenerasyon adenoviruslara oranla AAV toksisiteye sebebiyet vermeden
uzun siireli gen sentezi saglama agisindan yararlidir (S. Sanlioglu ve ark., 2001; Doerschug
ve ark., 2002). Ancak rekombinant AAV (rAAV), yabani tip AAV gibi kendini 19. insan
kromozomundaki spesifik bir bolgeye entegre edebilen bolgeye 06zgli entegrasyon
ozelliginden yoksundur (S. Sanlioglu ve ark., 1999; S. Sanlioglu ve Engelhardt, 1999).
Ayrica 4.7 kb’ den daha biiyiik transgenleri tasima 6zelligine sahip degildir (S. Sanlioglu,
Benson, & Engelhardt, 2000; S. Sanlioglu, Benson, Yang, ve ark., 2000). rAAV nin
karaciger transdiiksiyon etkinligi oldukca diislik oldugundan, rAAV aracili insiilin gen
naklinin karacigerdeki etkinligini arttiran pek ¢ok farkli yontemler denenmistir. Ornegin,
kalsiyum fostat veya polietilenimin (PEI) ajanlarinin rAAV vektérleriyle karisimi rAAV
aracili insiilin gen naklinin karacigerdeki etkinligini arttirmasina ragmen, bu ajanlar
membran hasarina yol acarak hiicrelerde apoptozise sebebiyet verdikleri belirlenmistir
(Yang ve Chao, 2003; Hsu ve Yang, 2005). Ayrica rAAYV tarafindan kodlanan transgenler
viicuda verilis yoluna bagl olarak immiinojenik olabilirler (Brockstedt ve ark., 1999). Bu
sebeple tedavi etkinligini kisitlayacak AAV vektorlerine karsi gelisebilecek immiin yaniti
kontrol altina alabilmek i¢in hastalarin ayrica immiin baskilayici ilag kullanmalar1 da
gerekebilir. Diger taraftan yardimer bagimli ya da gutless adenoviruslar olarak bilinen 4.
jenerasyon adenoviruslar iizerlerinde higbir viral gen tasimadiklari icin antijenik
ozellikleri diisiik olup biiyiik genleri lizerlerinde rahatlikla tasiyacak kapasiteye sahiptirler
(Palmer ve Ng, 2005). Bu vektorlerin in vivo transdiiksiyon etkinlikleri oldukga iyi olup,
uzun siireli transgen sentezi yapabilirler. Ancak yliksek dozda (titrede) liretilememeleri ve
tiretilmelerinin olduk¢a zor olmasi bu vektorlerin klinik kullanimlarini kisitlayacak

niteliktedir.

Mevcut viral vektorler arasinda gilivenlik, etkinlik ve uzun siireli gen sentezi
diistintildiiglinde lentiviral vektdrler en uygun gen nakil araglar1 gibi gériinmektedir (H.
M. Tasyurek, Altunbas, ve ark., 2018a; H. M. Tasyurek, Altunbas, ve ark., 2018b). Sadece
bdliinen hiicreleri enfekte edebilen ve kanser olusturma potansiyeli olan retroviruslara
oranla hem bdliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilme 6zellikleri ve giivenli
olmalar1 nedeniyle lentiviruslar aslinda bir tercih sebebidir (Zhang ve ark., 2001).

Lentivirus aracili insiilin gen nakli calismalar1 heniiz baslangic asamasindadir. Ornegin,
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CMYV promotorlu fiirin kesim bdlgeli insan insiilin geni tasiyan lentiviruslarin terapotik
etkinligi otoimmiin diyabetik ve STZ-diyabetik ratlarda test edilmistir (Elsner ve ark.,
2012). Diisiik doz lentivirus uygulanan hayvanlarda bir yil kadar normogliseminin
saglanmasi, somatik gen nakli yoluyla endokrin olmayan hiicrelerden (karaciger) salinan
insiilinin diyabeti geri doniistiirebilecegine isaret etmektedir. Insiilin gen naklinde
kaydedilen bu gelismeler en azindan bu yontemin hastalarin basal insiilin ihtiyacini uzun
stire karsilayabilecek diizeye geldigini gostermektedir. Bu ¢alismada oldugu gibi furin
kesim bolgeleri kullanarak beta hiicresi olmayan hiicrelerde (karaciger) proinsiilinin
insliline doniistiiriilmesi basarilsa da, insiilin gen sentezini ve sekresyonunu giin igerisinde
stirekli degisen metabolik ihtiyaca gére ayarlayabilmek halen basli basina halledilmesi
gereken en 6nemli sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica bu calismada oldugu gibi
insiilin gen sentezi icin CMV gibi siirekli aktif viral orijinli promotorlar kullanmak
deneklerde insiiline bagli hipoglisemi riskini ciddi diizeyde arttiracaktir. Nitekim sz
konusu ¢aligmada insiilin sentezi i¢in segilen hedef organ karaciger oldugundan pankreas

beta hiicrelerine yonelik bir hedefleme de s6z konusu olmamustir.

Proinsiilinin kontrollii transkripsiyonu ve translasyonu, regiile edilebilir bir sekretuar yol
ve endiiktif sekresyon, pankreatik beta hiicrelerinin belirgin en temel 6zelliklerindendir
(Sekil 2.5) (H. M. Tasyurek, Altunbas, Balci, ve ark., 2014). Hepatositlerde GK ve
GLUT2’den olusan bir glukoz algilama mekanizmas1 bulunsa da, bu hiicrelerde regiile
edilebilir sekretuar bir yolak bulunmamaktadir. Buna ek olarak, néro-endokrin hiicrelerin
sekretuar graniillerde insiilin depolama yetenegi ve regiile edilebilir bir sekretuar yolagi
olmasma ragmen glukoz algilama mekanizmalarindan yoksundurlar. Bu nedenle, ne
hepatositler ne de néroendokrin hiicreler, beta hiicrelerinin yerine gegebilecek onlarin
fonksiyonlarmi taklit edebilecek hiicreler degillerdir. Ayrica, beta hiicresi yerine
gecebilecek hiicrenin ideal olarak, glukoz varlifinda postprandial insiilin sekresyon
yanitinda 6nemli olan GLP-1 reseptorlerini sentez etmesi de beklenmektedir (M. H.
Tasyurek, Altunbas, Canatan, ve ark., 2014). Bunun disinda, metabolik stres altinda glukoz
metabolizmasinin PACAP ve VIP tarafindan indiiklenen metabolik yollar araciligiyla
kontrolii i¢cin ndronal bir girdi de gereklidir (A. D. Sanlioglu, Karacay, ve ark., 2012). En

onemlisi, insiilinin, sitoplazmada mevcut olan sekretuar graniillerin bosaltilmasi ile, beta
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hiicrelerinin stimulasyonunu takiben dakikalar i¢inde salinmasi gereklidir. Dolayistyla,

insiilin sekresyon kinetiginin ¢ok hizli oldugu apagik ortadadir.
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Sekil 2.5. Pankreatik beta hiicresinin yerine gecebilecek ideal hiicrenin 6zellikleri. GLUT2 ve glukokinaz
hiicrenin glukoz sensérii olarak fonksiyon goriir. Bunun yaninda, beta hiicre taklit¢isinin regiile edilebilir bir
sekretuar yolak icermesi, sitoplazmada insiilin depolamasi ve uyarimla bunu salmasi gerekmektedir.
Glukagon Benzeri Peptid 1 (GLP-1), Vazo Aktif Intestinal Peptit (VIP) ve Pitiiiter Adenilat Siklaz Aktive
Edici Polipeptide (PACAP) yanit verebilmek icin ilgili reseptorleri sentez edebilmelidir. Resimde ayrica
glukoz indiiklii insiilin salinimina aracilik eden anahtar molekiiller de gosterilmistir. Kisaca 6zetlemek
gerekirse, kan seker seviyesi 5,5 mM ve iizeri oldugunda glukoz beta hiicrelerine GLUT2 tastyicilar
araciligiyla girerek, GK tarafindan fosforillenir. Glikoliz ATP/ADP oranini arttirarak K kanallarinin (K Ch)
aktivasyonuna saglar ve sonugta membran depolarizasyonu gergeklesir. Kalsiyum kanallarinin agilmasi (Ca
Ch) hiicre igine kalsiyum dolmasina sebebiyet verir ve bdylece insiilin salinimi gergeklesir. inkretin etkili
molekiiller (GLP-1, VIP ve PACAP) G protein interaktif reseptorler (GPCR) araciligiyla glukoz indiiklii
insiilin sekresyonunu arttirirlar.

Hepatositlerde siirekli olarak protein sekresyonu gerceklestirildiginden, postprandial
glukoz yiikselmeleri ile bas edebilmek i¢in yeterli miktarlarda ani insiilinin salinimini
saglayabilmek olduk¢a zordur. Bu nedenle, postprandial glukoz seviyelerini diizenlemek
icin dizayn edilen rekombinant insiilin, sinyal taninmasini takiben, beta hiicrelerinden
atimlar halinde (havai fisek patlamasi gibi) hizli bir sekilde salinmalidir. Ancak, yukarida
genel bilgiler kisminda bahsedildigi gibi pankreas dis1 organlarda (karaciger vb.) farkli

promotorlar kullanilarak yapilan insiilin gen nakli caligmalarinda transkripsiyonel
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aktivasyona bagli insiilin sekresyonu, dakikalar degil saatler sonra gerceklesmektedir.
Insiilin, salinmadan dnce beta hiicreleri igindeki sekretuar graniillerde depolandigindan,
gen aktarimi yoluyla fizyolojik olarak kontrol edilen insiilin liretiminin basarilmas i¢in,
bu graniillerden insiilin sekresyonunun regiilasyonu da gereklidir. Dolayisiyla, insiilin
sekresyonun direkt kontrolii, transkripsiyonel yolla kan glukozunun kontroliinden daha
hizli bir ayar saglar (Rivera ve ark., 2000). Bu da su an i¢in baslica pankreas beta

hiicrelerinde var olan bir mekanizmadir.

Bunun diginda, preproinsiilin mRNA’sinin yar1 dmrii, ger¢cek beta hiicrelerinde 24 saat,
beta hiicrelerinin yerine ge¢cme potansiyeli olan temsili hiicrelerde ise 6 saat kadardir.
Benzer sekilde transkripsiyonel inhibisyonla insiilin sentezinin sonlandirilmasi yine
oldukca yavas gerceklesen bir siirectir. Her haliikarda sinyalin sonlanmasini takiben
insiilin sekresyonunun da dakikalar i¢inde durmasi beklenmektedir. Preproinsiilin
mRNA’sinin stabilitesi ve islenmesinin kontroliinde beta hiicrelerine spesifik faktorler rol
aldigindan, preproinsiilin cDNA’s1 kodlayan gen tedavi vektorleri, beta hiicrelerinin yerine
gecme potansiyeli olan temsili hiicrelerde arzu edilen diizeyde regiilatér kontroliin
gerceklesebilmesi i¢in yukarida belirtilen tiim durumlar g6z Oniine alinarak dikkatlice

tasarlanmalidir.

Tiim bu durumlar géz Oniline alindiginda; insan insiilin promotorlu (transkripsiyonel
hedefleme) dogal proinsiilin sekansh lentiviral vektorlerin gelistirilmesi ve bu vektorle
pankreas adaciklaria spesifik gen aktariminin test edilmesi projemizin ana 6zelliklerini

olusturdu.

Projemizin genel bilgiler kisminda agikca belirtildigi gibi pankreatik adaciklarin in vitro
ortamda lentiviral vektorlerle transdiikte edilebildigi gdsterilse de, adenoviral vektorler ve
AAV vektorleriyle yapildigr gibi lentiviral vektorlerle in vivo pankreas dokusunu

hedefleyen gen nakil ¢aligmalar1 heniiz yapilmamugtir.

Gen aktarimi i¢in hangi yOntemin segilecegi bir kenara birakilirsa, insiilin iireten
pankreatik beta hiicrelerine spesifik yiiksek transgen ekspresyonu saglamak ve ozellikle
pankreasin asiner hiicrelerine transgen ekspresyonunu engellemek i¢in insiilin

promotorunun kullanimi gereklidir. insan insiilin promotorunun (HIP) transkripsiyon
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faktorleri ile etkilesiminde glukoz diizeyinin anahtar rol oynadig:i bilinmektedir. Bu
sayede HIP kontroliindeki bir genin sentez seviyesi ortamdaki glukoz miktarina cevap
olarak arttirilabilmekte ya da azaltilabilmektedir. 1980 yilinda Bell ve arkadaslar
tarafindan insan insiilin geni sekanslanmig ve promotor bdlgesi de dahil olmak tizere bir
plazmide kopyalanmistir (Bell ve ark., 1980). Sonrasinda bir¢ok farkli grup tarafindan
yapilan ¢aligmalar insiilin promotorunun fonksiyonel kisimlarinin belirlenebilmesini
saglamistir ve nitekim fonksiyonel insan insiilin promotor dizisi S99616 erisim kodu ile

NCBI veri tabanina kaydedilmistir.

2.5. Insillin Gen Tedavi Stratejisinin Terapétik Etkinligini Olcmek icin
Programlanabilir Niikleazlarla insiilin Eksikligi Olan Beta Hiicre Hatti Olusturma
Yakin zamanda kesfedilen, dogada bakteriyel bir savunma sistemi olarak iglev goren RNA
aracili kiimelenmis diizgiin aralikli palindromik tekrar dizileri (CRISPR) ve CRISPR
iligkili protein 9 (Cas9) sistemi (CRISPR&Cas9) giinlimiizde en giincel gen modifikasyon
yontemlerinden biridir. Cas9 enzimi ¢esitli degisikliklere ugratilarak ve etkin bir dizi
proteinlerle de flizyon edilerek bir¢ok amaca yonelik olarak kullanilmaktadir. Cas9
enzimi, hedeflenen bolgeye gen insersiyonu/delesyonu, DNA diizeyinde gen susturma,
rastlantisal mutasyon olusturma gibi ¢aligmalarda dogal formunda, niikleaz aktivitesi
giderilmis formuna (dCas9) KRAB proteini baglanarak DNA hasarina sebebiyet
vermeden hedef genin gegici olarak baskilanmasi (CRISPRi) amaciyla, dCas9’a
transkripsiyon aktive edici proteinler (VP64, p65, MS2, Rta, HSF2 gibi) ¢esitli yaklagim
ve kombinasyonlarla (Suntag, VPR, SAM sistemleri gibi) baglanarak gen aktivasyonu
veya gen ekspresyon diizeylerinin arttirilmast amaciyla (CRISPRa) siklikla
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak son yillarda baz diizenleme amaciyla baz diizenleyici
proteinlerle, kromozom iizerinde ilgili bir bolgeyi gozlemleyebilmek amaciyla GFP gibi
floresan proteinlerle birlikte kullanilmaktadir. Gelistirilen bir diger sistem ile
kromozomlarin niikleer organizasyonlari, 3 boyutlu olarak gecici ve indiiklenebilir bir
sekilde yeniden diizenlenebilmektedir (CRISPR GO)(EKSI ve SANLIOGLU, 2019). Bu
ozellikleriyle CRISPR&Cas9 teknolojisi aracili genom diizenlemesi, spesifik genotiplerin
etkisini incelemek ve diyabetik sendromlara sebebiyet veren genetik degisimlere sahip

hastalik modellerin gelistirilmesi noktasinda da gii¢lii olanaklar saglamaktadir.

19



Gimenez ve ark. CRISPRa teknolojisini kullanarak normal kosullarda promotor
bolgesinde yliksek metilasyon nedeniyle insiilin ekspresyonu bulunmayan HEK239T
hiicrelerinde 21 giin boyunca insiilin ekspresyonu saglamislardir (Giménez ve ark., 2016).
Ayni ¢aligmada tip 1 diyabetik hastalardan elde edilen fibroblast hiicrelerinde de insiilin
ekspresyonu saglanmistir. Lin ve ark., CRISPR&Cas9 sistemini kullanarak insanlarda
T1IDM gelisimi ile yiliksek oranda iligkilendirilen protein fosfataz non-reseptor tip 22
(PTPN22) geninin bir allelik varyantin1 (PTPN22R629W) NOD farelerde olusturdular (Lin
ve ark., 2016). Neticede PTPN22R620W varyantini tastyan NOD farelerde insiiline karsi
otoimmiin antikor seviyelerinin yiikseldigi ve TIDM penetransinin arttig1 gézlenmistir
(Lin ve ark., 2016). Bir diger ¢alismada Xu ve ark., B hiicre metabolizmasinda etkin
EPAC2 geninin fonksiyonlarmin anlagilabilmesi i¢in Min6 pankreatik hiicre hatlarinda
Epac2 genini CRISPR&Cas9 sistemi ile nakavt ettiler. Epac2 nakavt hiicrelerde hizli
cAMP olusumu, hiicre i¢i insiilin miktarinda artis ve bazal insiilin saliniminda yiikselme
tespit edilmistir. Bununla beraber glukoz duyarli insiilin saliniminin bozuldugu

gbzlenmistir (Xu ve ark., 2018).

T1DM otoimmiin aracilt pankreatik B hiicrelerinin yikimi ile karakterize olmakla beraber
beta hiicrelerinin tamamiyle yok olmadiklar1 bilinmektedir. Olusturulan model
organizmalar T1DM hastalik modeli olarak basarili sonuglar verse de virus aracili insan
insiilin gen nakil vektorlerinin etkiliklerinin tam olarak anlasilmasi konusunda yetersiz
kalmaktadir. Bu noktada olusturdugumuz insiilin gen nakil vektorlerinin (LentiINS)
etkinliginin tam olarak incelenebilmesi i¢in yalnizca insiilin eksikligine sahip bir
pankreatik beta hiicre gelistirilmesi gerekmektedir. Projemizde bu amaca yonelik olarak
Min6 fare pankreatik beta hiicre hattinda insiilin genini CRISPR&Cas9 sistemi ile nakavt
hale getirip devaminda, olusturdugumuz insiilin gen tedavi vektorleri ile bu hiicrelerde
insiilin ekpresyonunu yeniden saglayarak endojen insiilin ekspresyonunun bulunmadigi
bir durumda insiilin gen tedavisinin etkinliginin daha iyi anlagilmasi da ek olarak

hedeflenmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Lentiviral Vektorlerin Olusturulmasi

3.1.1 Giris Vektorlerinin Hazirlanmasi

Insan Insiilin geninin agik okuma gergevesini iceren plazmid (Invitrogen, IOH7334)
Invitrogen ORF Klon kiitiiphanesinden temin edildi. INS ORF plasmidlerinin izole
edilmesinden sonra, insiilin kodlayan geni tasiyan lentiviral vektdrlerin olusturulmasi
amaciyla (LentiINS) Gateway Teknolojisi (Invitrogen) kullanildi. Insiilin promotorlu
proinsiilin sekansli lentiviral vektér olusturmak icin Oncelikli olarak insan insiilin
plazmidinden (phins300, Prof. Dr. Graeme Bell’in hediyesi, University of Chicago,
Chicago, Illinois 60637) insiilin promotorunun polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmasi ve pENTR 5°-TOPO vektoriiniin i¢erisine TOPO reaksiyonu ile klonlanmasi
gerceklestirildi (Sekil 3.1). Restriksiyon analizi sonrasinda, promotor giris yoniiniin
dogrulanmasi i¢in GW1 ve GW3 primerleri kullanilarak 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Perkin Elmer) cihazinda sekanslama reaksiyonu gergeklestirildi. Sonrasinda
pENTRins (insiilin geni tastyan giris vektodrii), pENTRS5’Ip (insiilin promotoru tastyan
promotor giris vektdril) ve pLENTI6.4/R4R2/V5-DEST destinasyon vektdrii “The
ViraPower™ HiPerform™ Promoterless Gateway® Expression System” kiti kullanarak
multisite gateway reaksiyonu gerceklestirilerek insiilin promotorlu insiilin kodlayan
ekspresyon plazmid vektorii olusturuldu (pLentiINS) (Sekil 3.1.). Ayni yontemle gen
nakli uygulamalarinda in vitro ve in vivo deneylerde lentiviral kontrol vektorii olarak beta
galaktosidaz kodlayan LentiLacZ ekspresyon vektorii, LV-Lac plazmidi (Addgene
plazmid 12108) kullanilarak elde edilmistir. Lentiviral transfer plazmidlerindeki genlerin
(klonlarin) varlig1 ve oryantasyonu diagnostik restriksiyon enzim kesim analizleriyle,
sekans dizileri de ABI Prism 310 Genetic Analyzer kullanilarak DNA sekans analizleriyle
teyit edildi. Insan insiilin geni agik okuma cercevesini iceren giris vektdr plazmidi
(pENTRIns) (Invitrogen, Ultimatehorf Clone ID IOH7334) kanamisin direngli bakteriler
icerisine transforme edilmis halde bakteri stogu olarak tedarik edildi. insan insiilin
minimal promotor sekansi sentetik ¢ift zincirli DNA olarak IDT firmasina (Iowa City, 1A,
ABD) sentezlettirildi. Promotorun giris vektoriine klonlanmasi icin TOPO TA teknolojisi
kullanildi. Bu teknolojide kullanilan vektoriin attL4 ve attR1 boélgelerinin ucunda 3’
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timidin niikleotidlerine Topoizomeraz-I enzimi baglidir. Tirozin niikleotidine enzim,
fosfotirozil bagi aracilifiyla baglanir. Ortamda Adenin niikleotidleri agikta bulunan bir
lineer DNA’nin varliginda; Adenin niikleotidleri ile Timin niikleotidlerinin baglanmasi
sonucu fosfotirozil bag: kirilir. Bu sekilde sentetik olarak sentezlettirilmis ¢ift zincirli
lineer DNA zincirinin giris vektoriine klonlanmasi gergeklesir. Bu dogrultuda TA
klonlamaya uygun olacak sekilde, promotor sekansinin iki ucuna serbest adenin
niikleotidleri yerlestirilerek tasarlanan dizi 398 baz ¢ifti uzunlugunda olup sekans1 asagida

verilmistir.
hINS Mini_ Promoter sequence :

ACAGCAGCGCAAAGAGCCCCGCCCTGCTGCCTCCAGCTCTCCTGGTCTAATG
TGGAAAGTGGCCCAGGTGAGGGCTTTGCTCTCCTGGAGACATTTGCCCCCAG
CTGTGAGCAGGGACAGGTCTGGCCACCGGGCCCCTGGTTAAGACTCTAATG
ACCCGCTGGTCCTGAGGAAGAGGTGCTGACGACCAAGGAGATCTTCCCACA
GACCCAGCACCAGGGAAATGGTCCGGAAATTGCAGCCTCAGCCCCCAGCCA
TCTGCCGACCCCCTTACCCCAGGCCCTAATGGGCCAGGCGGCAGGGGTTGAC
AGGTAGGGGAGATGGGCTCTGAGACTATAAAGCCAGCGGGGGCCCAGCAGC
CCTCAGCCCTCCAGGACAGGCTGCATCAGAAGAGGCCA

Liyofilize olarak tedarik edilen minimal insiilin promotoru dizisi Tris-EDTA tamponunda
sulandirildiktan sonra dizinin 5’ ve 3’ uglarina serbest adenin niikleotidlerinin eklenmesi
icin Taq polimeraz enzimi yardimiyla adenilasyon reaksiyonu kuruldu. Cift zincirli
sentetik DNA {iizerine, dATP, PZR tamponu, MgCl2 ve Taq polimeraz eklenerek
hazirlanan karigim 30 dakika stireyle 70 °C’de 9800 Fast Thermal Cycler cihazinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda buz {izerine alman reaksiyon pENTR 5°-TOPO-TA Cloning
Kit (Invitrogen K591-20) yardimryla giris vektoriine klonlandi. Bu islem sonrasinda elde
edilen giris vektorleri (pENTRS’Ip) bakterilere transforme edildi ve kanamisin iceren LB
besiyerinde {iretildi. Bakteri stoklar1 -80 °C’de saklandi. FElde edilen bakteri
kolonilerinden yapilan plazmid izolasyonu sonrasinda enzim kesim ve DNA dizilime

reaksiyonlar1 gerceklestirildi.
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Insan insiilin geni ag¢ik okuma ¢ergevesini kodlayan giris vektoriinii (pENTRIns) iceren
bakteriler ve minimal insiilin promotor sekansini kodlayan giris vektoriinii (pENTRS Ip)
iceren bakteriler ayr1 ayr1 sivi besiyerinde iiretildikten sonra Qiagen Plazmid Mega Kit
(Qiagen, Cat.No: 12183) yardimiyla plazmid izolasyonu yapilarak giris vektorleri elde
edildi ve -20 °C’de sakland1 (Sekil 3.1-A).

3.1.2. insan Insiilin Peptidi kodlayan Lentiviral Ekpresyon Plazmidinin Eldesi

Giris vektorlerinin elde edilmesini takiben lentiviral ekspresyon vektoriiniin olusturulmasi
amactyla Virapower Hiperform Promoterless Gateway Expression Kit (Invitrogen,
A11145) kullanildi. Her iki giris vektoriinde klonlanacak gen bdlgelerinin etrafinda
bulunan 6zel att bolgelerinin yardimiyla; minimal insiilin promotor sekansi ve insiilin gen
actk okuma cercevesi sekansi; vektore lentiviral Ozellikler kazandiran esansiyel
elementleri iizerinde tasiyan destinasyon vektoriine multi-site LR rekombinasyon
reaksiyonu ile klonlandi. Bunun ig¢in girig vektorleri (pENTRIns, pENTRS’Ip) ve
destinasyon vektdrii (pLENTI6.4/R4R2/V5-DEST) LRClonase II Plus enzimi ile
karistirilarak 25 °C’de bir gece boyunca inkiibe edildi (Sekil3.1-B). inkiibasyonu takiben
proteinaz K eklenen karisim E.coli bakteri hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon
sonrasinda ampisilin pozitif agar petrilere yayma ekim yapilarak, petriler bir gece siireyle
37 °C ‘de inkiibe edildi. Ertesi giinii agar petriler iizerinde iireyen bakteri kolonileri

secilerek mini kiiltiirde ¢ogaltild1 ve donduruldu.
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Sekil 3.1. Gateway teknolojisi ile Insan insiilin promotorlu lentiviral insiilin ekspresyon vektdriiniin
(pLentiINS) olusturulmasi: (A)TOPO/TA klonlama reaksiyonu ile attL4 ve attR1 bdlgelerinin ucunda
Topoizomeraz-I enzimi ile bagl olarak yerlesmis halde bulunan 3’ timidin niikleotidleri, PZR {iriinii lineer
minimal insiilin promotor sekansinda Taq polimeraz enzimince eklenmis agikta bulunan Adenin
niikleotidleri ile baglanarak insiilin promotor bolgesi igeren giris vektorleri (pENTRS’Ip) olusur, (B)
Multisite Gateway teknolojisi kullanilarak instilin promotor kontrolii altinda insiilin geni kodlayan lentiviral
ekspresyon vektorleri, LR Clonase II Plus enzimi varliginda attL4xattR4, attRIxattL1, attL2xattR2
rekombinasyon reaksiyonlar1 ile insiilin promotorlu (pENTRS5’Ip) ve proinsiilin sekanshi giris
vektorlerindeki (pENTRIns) genler destinasyon vektoriine aktarak pLentiINS ekspresyon vektorii elde
edilmis olur .

3.1.3. Lentiviral Insiilin Ekspresyon Vektorii ile Lentivirus Paketleme
Plazmidlerinin Dogrulanmasi, Uretim Ve Saflastirma Islemleri

Cogaltilan bakteri kolonilerinden dogru ekspresyon plazmidlerini igerenlerin bulunmasi
icin Qiagen Plasmid Mini Kit (Qiagen, Cat. No: 12125) ile yapilan plazmid izolasyonu
sonrasinda restriksiyon enzim kesimleri gergeklestirildi. AflII ve Xhol enzimleri ile
yapilan ikili kesimde beklenen bantlari veren kolonilerin konfirme edilmesi amaciyla
DNA dizi analizi gerceklestirildi. Bu amagla, insiilin promotor bdlge igerisinden ve V5
epitopu igerisinden olmak iizere ileri ve geri primerler tasarlandi. Once PZR reaksiyonu

ile 881 baz ¢ifti uzunlugunda kalip DNA ¢ogaltild1. Daha sonra BigDye Terminator v3.1
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Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Cat No: 4337455) yardimiyla sekans

reaksiyonu kuruldu. Dizi analizinde kullanilan ileri ve geri primer sekanslar1 su sekildedir:

Ileri Primer: 5> ACA GCA GCG CAA AGA GCC 3’

Geri Primer: 5° ACC GAG GAG AGG GTT AGG GAT ¥

Dogru oldugu belirlenen kolonilerden biiyilik 6lgekte bakteri iiretimi yapilarak Qiagen
Plasmid Mega Kit (Qiagen, Cat. No: 12183) yardimiyla plazmid izolasyonu yapildi ve
(LentiINS) ekspresyon vektorleri elde edildi.

Lentiviral partikiillerin olusturulabilmesi i¢in gerekli olan, gag/pol (pMDLg/pRRE (HIV-
1 pGag-Pol 12251), rev (pRSV-Rev 12253) ve vsv-g (pMD2.G (pVSV-G 12259))
plazmidleri 3ml LB Broth Lennox (Merck) besiyeri icerisinde ¢ogaltilan bakteri
kolonilerinden koloni dogrulama amac1 ile QIAprep Spin Miniprep Kit kullanilarak izole
edildi. Ardindan Tablo 3.1°de belirtildigi sekilde her bir plazmidin enzim kesim
reaksiyonu FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher, Cat. Number: B72) kullanilarak
gerceklestirildi.

Tablo 3.1. Plazmid vektorler igin kesim reaksiyonu bilgileri

Plazmid Kullanilan kesim enzimi Beklenen iirtin
Plazmid
biiyiikliigii (bp) | Linearizasyon | Dogrulama | (bp)
LentiINS 8052 Yapilmadi AfllI&Xhol | 3556, 2516, 1880
VSVG 5822 Notl EcoRI 4154, 1668
Gag/pol 8890 AfIII EcoRI 4335, 4154, 401
Rev 4180 Xhol AfllI&Xhol | 3556, 624

3.1.4. Lentiviruslarin Uretimi ve Titrasyonu

Lentiviral vektorlerin {iretimi i¢in, ilk olarak 293T hiicreleri %10 FBS, %1 Pen+Strep
iceren DMEM (4.5 g/L D-glucose, 4 mM L-glutamine, sodium pyruvate) besiyerinde,
CellStar® T-175 cm? flasklarda (Cat No: 660175, Greiner Bio-One GMbH,
Frickenhausen, Germany) ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler, 1700 cm? yiizey alanina sahip
tirtikli donen siselere (Cell Master™ roller bottles Cat No: 681 062, Greiner Bio-One
GMbH, Frickenhausen, Germany), her birine 8x107 293T hiicre olacak sekilde pasajlandi.
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24 saat siireyle 0.3 rpm hizda dondiiriilerek sise i¢ ylizeyine yapismasi saglanan 293T
hiicreleri, ek olarak 12-16 saat siireyle 1 rpm hizda HERAcell 2401 CO» inkiibatdrde
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) inkiibasyona birakildi. pLentiINS ekpresyon
plazmidi, paketleme plazmidleriyle belirli oranlarda karistirildiktan sonra donen siselerde
tireyen 293T hiicrelerine kalsiyum fosfat yontemiyle DNA transfeksiyonu gerceklestirildi.
Transfeksiyondan 8 saat sonra besiyeri aspire edilerek, 200 ml %10 FBS, %1 Pen+Strep
iceren hasat besiyeri (OPTI-MEM, Invitrogen) hiicrelere eklenerek 2.5 giin siireyle 1
rpm’de, 37 °C, %5 CO‘li inkiibatorde lentiviral vektor liretiminin gergeklesmesi saglandi.
Viral siipernatant, 2,000g’de 15 dakika siireyle yapilan santrifiij yardimiyla ve ardindan
0.45 um filtreden gegirilerek hiicre debrisinden arindirildi. Konsantre edilmemis virus
soliisyonu 6 farkli ultrasantrifiij tlipline (pollyallomer ultracentrifuge tubes, Beckman
Coulter, Cat No0.326823) her birine 30 ml olacak sekile dagitilarak siikroz gradient
(cushion) yontemi ile 25,000 rpm’de +4 °C’de 2 saat 30 dakika siireyle Beckman Coulter
Optima L-90 K ultrasantrifiij cihazinda ultrasantrifiije tabi tutuldu. Siipernatantlarin aspire
edilmesinin ardindan her bir tiipe 100 ul HBSS eklenerek tiiplerin agz1 parafilmlenerek
bir gece siireyle +4 °C’de beklemeye birakildi. Ertesi giin pelletler pipetaj yardimiyla
yeniden siispanse edilerek mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Bu islemler Sekil 3.2°de
sematik olarak belirtilmistir. Viral stoklar 50-100 ul olarak alikotlandiktan sonra titrasyon

oncesinde -80 °C’de muhafaza edildi.

Konsantre edilmis lentivirus stoklari, titrasyon oncesi -80 °C’de en az 24 saat siireyle
saklandi. HT1080 hiicreleri (ATCC® CCL-121™) 50,000 hiicre/kuyu olacak
sekilde transdiiksiyonden bir giin dnce 24 kuyulu petrilere ekildi. Lentiviral stoklarin
cozdiiriilmesinden sonra HT1080 hiicreleri, (6pg/ml) polybrene varliginda, artan
miktarlarda (10-4, 10-2, 1, 2, 4, 8 ul) lentivirus ile transdiikte edildi. Transdiiksiyondan
bir giin sonra besiyeri 500 pl polybrensiz DMEM ile degistirildi. Lentivirus ile transdiikte
edilmis HT1080 hiicreleri 2 giin daha 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibe edildi.
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Sekil 3.2. Silindirik hiicre kiiltiirii siselerinde Lentiviral Gen Tedavi Vektdr Uretim Y&nteminin akis
diyagramz; 1)Hiicre kiiltiirii petrilerini kaplamis olan 293T/17 hiicrelerinin silindirik hiicre kiiltiirii sigelerine
ekim asamasini ve hiicrelerin ylizeye tutunabilmesi siselerin 24 saat siireyle 0,3 rpm hizda donme agsamasini
2) Yiizeye tutunan hiicrelerin verimli lentiviral vektdr iiretimi i¢in gereken hiicre sayisina ulagmasi icin
besiyeriyle daha fazla temasini saglamak amacryla siselerin 16 saat siireyle 1 rpm hizda dénme agsamasini
3) Lentiviral vektor yapisini olusturacak olan 4 farkli plazmidin HBS ve CaCl2 kullanilarak biraraya
getirilmesi asamasini 4) Hazirlanan plazmid karisiminin silindirik hiicre kiiltiirii sigelerine aktarim
asamasini ve lentiviral vektor partikiillerinin olusmasi i¢in 72 saat siireyle 1 rpm hizda dondiiriilme
asamasint 5) Viral vektor partikiilleri igeren hiicre siipernatantinin ultrasantrifiij tiiplerine aktarilarak
siipernatantlarin altinda siikroz tabakasinin olugturulma asamasini 6) Hazirlanan tiiplerin ultrasantrifiij
cihazina yerlestirilerek saflastirilma agamasini1 7) Ultrasantrifiij sonrasi tiiplerin dibine ¢oken lentiviral
pertikiillerin siipernatant kismindan uzaklagtirilarak elde edilmesi asamasini ifade etmektedir.

27



Transdiiksiyonun 3. giinlinde besiyeri uzaklastirildi ve 100 pl/kuyu liziz tamponu
kuyulara eklendi. Lizatlarin 96 °C’de  2dk inkiibe edilmesinin ardindan
ornekler 14,000 rpm’de 2 dk siireyle santrifiijlendi. Ornekler, reaksiyon kurulana kadar
buz iizerinde bekletildi ve -20°C’de saklandi.

Real-Time = PZR  reaksiyonlar1  i¢cin, WPRE  primerleri  (Fwd: 5’-
CCGTTGTCAGGCAACGTG-3’; Rev: 5’- AGCTGACAGGTGGTGGCAAT -3°) viral
genomun miktar tayini i¢in kullanilirken, Albumin primerleri (Fwd: 5°’-
GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT- 3’; Rev: 5°- ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC -
3’) internal kontrol olarak kullanildi. Standart egrinin eldesi i¢in, daha 6nce Addgene
sirketinden alinmis olan albumin plazmidinin farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Real-
Time PZR reaksiyonu Quantitect SYBR Green PZR Kit (Qiagen, Cat No: 204143)
kullanilarak ABI 7500 Fast Real-Time PZR cihazinda gerceklestirildi.

3.1.5. LentiINS Viral Vektorlerinin Ekspresyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

LentiINS vektorlerinden in vitro kosullarda insiilin sentezlendigini ve salindigini
gosterebilmek i¢in 293T insan bobrek ve beta hiicre spesifik pankreas hiicre (Min6 hiicre
hatt1; Prof. Dr. Jun-ichi Miyazaki, M.D., Ph.D.’nin hediyesi, Yamadaoka, Suita, Osaka,
Japonya) hatlarm1  kullanarak lentiviral  vektorlerle transdiiksiyon  sonrasi
immiinohistokimyasal deneyler ve ELISA analizleri gerceklestirildi. Bunun igin hiicreler
24 kuyulu petrilere her bir kuyuya 50,000 hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat 37 °C’de
inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler artan dozlarda lentivirus ile polybrene varliginda
enfekte edilip besiyeri degistirilmeden 24 saat inkiibasyona birakildi. Transdiiksiyondan
yaklastk 72 saat sonra, LentiINS vektorleriyle transdiikte edilmis hiicrelerin
siipernatantlarindaki insiilin seviyeleri, enzim immiinoassay kiti (Insiilin Human ELISA

kit, Abcam, ab100578) yardimiyla belirlendi.

3.2 ELISA Analizleri

In vitro test i¢in, LentiINS ile transdiikte edilmis Min6 hiicreleri glukoz indiiklenmesinin
ardindan insiilin ELISA testi gergeklestirildi. Bunun icin Min6 hiicreleri 96 kuyulu
petrilere her bir kuyuda 1x10° Min6 hiicresi olacak sekilde ekildikten sonra bir gece
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inkiibe edildi. Daha sonra Min6 hiicreleri artan MOI oranlarinda (5, 25 ve 100) LentiINS
ile polybrene varliginda transdiikte edildi. Transdiiksiyondan bir giin sonra besiyeri 250
ul polybrensiz DMEM ile degistirilip bir hafta siireyle Min6 hiicreleri 37°C, %5 CO:‘li
ortamda inkiibe edildi. Daha sonra siipernatanlar ELISA analizlerinde kullanmak {izere
toplanip ve -20°C’de saklandi. Glukoz indiiklii insiilin salinim testini ger¢eklestirmek igin,
lentivirus ile transdiikte edilmis Min6 hiicreleri PBS ile yikandiktan sonra glukozsuz
Krebs Ringer Buffer’da (KRB) 5 dakika bekletildi. Sonrasinda tiim kuyular 2.8 mM
glukoz iceren KRB tamponunda 30 dakika 37 °C’de preinkiibasyona birakildiktan sonra
hiicreler tizerindeki sivilar uzaklastirilip hiicreler glukozsuz KRB ile yikandi. Daha sonra
hiicrelere 0, 2.8 veya 25 mM glukoz iceren farkli KRB tamponlarindan 250 pl eklenip
hiicreler 1 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Siire sonunda siipernatantlar toplanip -20
°C’de saklandi. Daha sonra bu siipernatantlarda salinan insiilin miktarinin tespiti i¢in Ultra
Sensitive Mouse insiilin ELISA kit (CrystalChem, Cat No: 90080) ile ELISA
gerceklestirildi. Gen nakli yapilan deneklerdeki serum insiilin seviyeleri de ELISA ile
Olciilerek (Abcam ab100578) diyabetik olmayan kontrol deneklerle karsilastirildi.

3.3. Diisiik Doz Coklu STZ indiiklii Tip 1 Diyabetik Hayvan Modeli Olusturma ve

Lentivirus Uygulamalari

8 haftalik 16 adet erkek Wistar sigana 5 giin boyunca giinliik 30mg/kg STZ sitrat tamponu
icerisinde ¢ozdiiriilerek 300 ul enjeksiyon hacmi ile intraperitoneal olarak uygulandi. Kan
glukoz seviyeleri siganlarin kuyruk veninden almman kanda AccuCheck Kompakt
Glukometre (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) yardimiyla dl¢iildii. AccuCheck
Kompakt cihazinin 6l¢iim araligi 10-500 mg/dL olup, 500 mg/dL’den biiylik olan her
ol¢tim ‘Hi’ gostergesi vermektedir. Bu sebeple ‘Hi’ olarak okunan degerler 500 mg/dL
olarak kaydedildi. STZ enjeksiyonunu takiben, kan glukoz seviyeleri ve olas1 agirlik
kayiplar1 periyodik (STZ sonrasi 3.giin, 5.giin, 7.giin, 10. giin ve sonrasinda haftada 1 defa
seklinde) olarak odl¢tildi, 5.giin sonunda 250 mg/dL degerin iizerinde kan glukoz 6l¢iimii
veren siganlar diyabetik olarak degerlendirildi. Tokluk glukoz 6l¢iimleri, siganlarin farkl
saatlerde farkli beslenme aligkanliklar1 dolayisiyla gergeklesebilecek degisikliklerin
elimine edilmesi amaciyla, 6gleden sonra ilk saatlerde siganlarin tamamen tok olduklari

saatlerde yapildi. STZ enjeksiyonundan sonra 5. giinde diyabetik oldugu tespit edilen
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erkek Wistar sicanlarin bir grubuna LentiLacZ (n=8), diger grubuna da LentiINS (n=8)

vektorleri 10e10 TU dozunda intraperitoneal olarak enjekte edildi.

3.4. Immiinohistokimyasal Analizler

Hayvan sakrifikasyonlar1 anestejik/analjezik (ketamin/ksilazin) uygulamasi altinda etik
kurallara uyularak gerceklestirildi. Cikarillan pankreas, karaciger, dalak ve bodbrek
dokulart ilk olarak %4’liik formaldehit ¢ozeltisinde 24 saat fiksasyona birakildi. Siire
sonunda 2 saat akan suyun altinda fazlalik fiksatifin uzaklastirilmas: gergeklestirildi.
Ardindan dokular sirasiyla %70, %80 ve %90 alkol ¢ozeltilerinde 24 er saat ve %100’k
saf etanolde 3 saat bekletildi. Son olarak 9 dakika ksilol igerisinde bekletildikten sonra
parafin icerisine gomiildii. Mikrotom kullanilarak hayvanlarin parafine gémiilii pankreas,
dalak, karaciger ve bobrek dokularindan 4 pm kalinliginda seri kesitler elde edildi. Elde
edilen dokularda insiilin spesifik immiinohistokimyasal boyamalar insiilin monoclonal

antikoru (Santacruz Insiilin antibody 2D11-HS5) kullanilarak gerceklestirildi.

3.5. CRISPR/Cas9 Aracili Fare insiilin Genlerinin Min6 Hiicre Hattinda Nakavt

Edilmesi

3.5.1. Plazmid Vektorler

Fare insiilin genlerinin (Insiilin I-Insiilin II) susturulmas1 (Knockout:KO) icin gerekli
CRISPR&Cas9 sistemine sahip plazmidler (nakavt plazmidler) ; Insiilin I CRISPR/Cas9
KO Plasmi (m2) : sc-421139-KO, Insiilin II CRISPR/Cas9 KO Plasmid (m2): sc-421140-
KO ile Insiilin I ve Insiilin II gen bdlgelerinde hedeflenen cift zincirli kirik noktalarma
homoloji gdsteren homolog rekombinasyon tamir plazmidleri (HDR plazmidler); Insiilin
I HDR Plasmid (m2) : sc-421139-HDR-2, Insiilin II HDR Plasmid (m2) : sc-421140-
HDR-2 Santa Cruz sirketinden temin edildi. Ayrica tlizerinde hedef gdzetmeyen gRNA
iceren CRISPR/Cas9 negatif kontrol plazmidi (CRISPR/Cas9 Plasmid: sc-418922) de

Santa Cruz firmasindan temin edildi.

Nakavt plazmidler, hedef gen bolgelerinde cift zincirli kirik olugsmasini saglayacak cBH
promotoru (chicken beta actin hybrid) kontroliinde Cas9 kodlayic1 dizi ile Cas9 enziminin
ilgili bolgeye hedeflenmesini saglayacak U6 promotoru kontroliinde tek gRNA (rehber

(guide) RNA) dizilerine sahiptirler. Bunlarin yani sira se¢ilim markiri olarak GFP (green
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fluorescent protein) kodlayict dizisi 2A peptit dizisi yardimiyla ¢cBH promotoru
kontroliine verilerek Cas9 enzimi ile GFP proteininin tek promotor ile eksprese edilmesi
saglanmis, bu sayede transfeksiyon etkinliginin kontrolii ile beraber Cas9 enziminin

ekspresyonunun kontrolii de miimkiin hale getirilmistir.

HDR plazmidleri Efla promotoru kontroliinde koekspresyon gosteren transfeksiyon
kontrolii olarak Red Fluorescent Protein (RFP) dizisi ve memeli hiicreleri i¢in seleksiyon

markirt olarak Puromisin kodlayici dizi icermektedir.

3.5.2 Hiicre Kiiltiirii ve Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in gerekli solusyonlar (Plasmid Transfection Medium: sc-108062
Transfection Reagent: sc-395739) Santa Cruz sirketinden temin edilerek iiretici tarafindan
Onerilen protokol (http://datasheets.scbt.com/protocols/CRISPR_protocol.pdf) ile Min6

hiicrelerine (pasaj 32) transfekte edildi. Transfeksiyon asamasinda Min6 hiicreleri;

1. Mock: Herhangi bir plazmid transfekte edilmeyen

2. CRISPR Kontrol: CRISPR Kontrol + HDR I-II; Hedef gozetmeyen gRNA iceren
CRISPR plazmidi ile HDR plazmidlerin her ikisi ayn1 anda transfekte edilen

3. Ins1KO: CRISPR KO Ins I + Ins I HDR; Insiilin I geni KO ve Insiilin I HDR

plazmidleri transfekte edilen

4. ns2KO: CRISPR KO Ins II + Ins II HDR; Insiilin II geni KO ve Insiilin Il HDR

plazmidleri transfekte edilen
seklinde 4 gruba ayrildi.

Transfeksiyon sonrasi GFP ve RFP 1s1malar1 floresan mikroskobu ile 96. saate kadar takip
edildi. Ardindan seri pasajlama ve stok alma (pasaj 36, pasaj 37, pasaj 38) islemleri

gerceklestirildi.

Min6 hiicrelerinin puromisin hassasiyet miktarini belirlemek amaciyla 6 kuyucuklu petri
kablarma kuyu basina 2x 107 hiicre olacak sekilde Min6 (pasaj 38) hiicre ekimi yapildi ve
hiicre yogunlugu %60’a ulastiginda besiyerlerine 10 farkli konsantrasyonda (0.4, 0.6, 1.2,
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1.6,1.8,2,2.8,3.4,4.4,5.5 pg/ml) puromisin antibiyotigi eklendi. Bir kuyu kontrol olarak

antibiyotik eklenmeden devam ettirildi. Promisin eklenmesinden itibaren her iki giinde bir

besiyerleri ayni oranlar ile degistirilerek 6 giin boyunca deneye devam edildi. Hiicre

canliliklar1 ve yasayan hiicre miktarlar1 151k mikroskobu altinda incelendi.

Ardindan deney gruplar1 (Mock, CRISPR Kontrol, ins1KO, Ins2KO) hiicrelerinin

besiyerlerine Min6 hiicreleri igin belirlenen miktarda puromisin antibiyotigi her iki giinde

bir yenilenerek eklendi. Deney 14 giin devam ettirilerek nakavt hiicrelerin saflastirma

islemi gerceklestirildi. Ardindan nakavt hiicrelerin (Ins1KO, Ins2KO) insiilin ekspresyon

profilleri western blot ile belirlendi. Pozitif kontrol olarak Min6 hiicreleri kullanildi. Bu

asamalar Sekil 3.3’ de sematik olarak gosterilmistir.

Mock

d

i

CRISPR CRISPR KO CRISPR KO
Control Ins 1 Ins 2

+ + +
HDR 1-2 ins 1 HDR ins 2 HDR

dl d dl
=

== =

GFP, RFP Gozlem

\L 96. saat

GFP, RFP Gozlem
Stabil Hiicre Hatti Olusturma Protokolii (Puromisin Seleksiyonu)

14. gun

———— STOK

Tiim Hucre hatlarina Western Blot (Fare insdilin)

d

Sonraki asamaya gecis

Sekil 3.3. Insiilin nakavt Min6 hiicre hatt1 gelistirme stratejisi basamaklari
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3.5.3. Min6 Hiicrelerinin Antibiyotik Hassasiyet Testleri

Stabil RFP ekspresyonu gozlenen ins1KO ve ins2KO hiicreleri, RFP geni ile beraber
aktarilan puromisin geni sayesinde puromisin direngliligi de kazanmig durumdadirlar. Bu
sayede besiyeri igerisine puromisin antibiyotigi eklenerek transfeksiyonun ve/veya
entegrasyonun basarisiz oldugu hiicrelerin temizlenerek KO hiicrelerin saflastirilmasi
miimkiin hale gelmis oldu. Bunun i¢in ilk olarak Min6 hiicrelerinin tamamini 3-5 giin
icerisinde Oldiiren minimum puromisin miktar1 (puromisin hassasiyet miktari) belirlendi.
Bunun igin 9 farkli konsantrasyonda puromisin her birinde 2x10° hiicre ekili
kuyucuklardaki besiyerlerine, besiyerleri ve ayni oranlardaki puromisin antibiyotigi her 2
giinde bir yenilenerek 6 giin boyunca eklendi. Neticede, Min6 hiicreleri i¢in puromisin
hassasiyet miktar1 1,8 pg/ml olarak belirlendi (Sekil 3.4). Benzer sekilde InsiilinKO
hiicrelere insiilin ekspresyonunun yeniden kazandirilmasini saglayacak LentiINS plazmid
vektorleri de blastisidin direng geni tasimaktadir. Lentivirus transdiiksiyonu sonrasi
yeniden insiilin ekspresyon 6zelligine sahip hiicrelerin se¢ilimi blastisidin antibiyotigi ile
saglandi. Bunu yapabilmek 11 farkli konsantrasyonda blastisidin antibiyotigi Min6
hiicrelerinde denendi (Sekil 3.5). Neticede, Min6 hiicrelerinin blastisidin hasssasiyet dozu

4 png/ml seklinde belirlendi.

Kontrol 0,6 ug/ml

1 2 3
A
B

1 2 3
A
B

1,2 ug/ml 1,8 ug/ml

Sekil 3.4 Min6 hiicrelerinin puromisin hassasiyeti
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Sekil 3.5 Min6 hiicrelerinin blastisdin hassasiyet noktasini belirlemek i¢in denenen dozlar

3.5.4. Insiilin Gen Ekspresyonunun insiilin Nakavt Hiicrelere Lentiviral Vektorler
ile Geri Kazandirilmasi

Elde edilen insiilin nakavt hiicrelere (InsKO2) 6 kuyucuklu petri kaplarina kuyu basia
2x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Ertesi giin degisken oranlarda (1, 10, 25, 50, 100, 250
MOI) LentiINS viral vektorli, damlama yontemiyle hiicrelerin iizerine birakildi.
Transdiiksiyon sonrasi 3. giinde hiicrelerin iizerindeki besiyerleri cekildi. PBS ile
yikandiktan sonra yeni besiyeri eklenip besiyerlerine 4 pg/ml konsantrasyonunda
blastisidin antibiyotigi eklendi. Her 2 giinde bir besiyerleri 4 pg/ml blastisidin eklenerek
degistirildi. Bu sekilde 6 gilin boyunca islem devam ettirildi. Viral vektor aracili
transdiiksiyon sonrasinda aktarilan insiilin geninin ekspresyonu Western blot ile teyit

edildi. Bu asamalar Sekil 3.6’da sematik olarak gosterilmistir.
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ins2KO
Min6 Hucreleri

===

LentilNS

insilin
Blastisidin segilimi Negatif
Western Blot

insdlin
Pozitif

STZ Diyabetik Deney Hayvan Modellerinin Bobrek
Kapsulu Altina Transfer

Sekil 3.6. Ins2KO hiicrelere LentiINS transdiiksiyonunda takip edilen basamaklar

3.5.5. insiilin Gen Replasman Yonteminin in vivo Olarak Degerlendirilmesi

Mutlak insiilin eksikligine sahip bir deney hayvan modeli gelistirmek amaciyla 8’er
Wistar sigana tek doz 65, 70 ve 80 pg/kg STZ verilerek doz denemesi gerceklestirildi.
Hayvanlarin kan glukoz diizeyleri ve agirliklar1 3., 7., 10., 14., 21., 30. giinlerde dl¢iilerek
takip edildi. Siire sonunda kullanilacak STZ dozu 65 mg/kg olarak belirlendi. Ardindan
erkek Wistar sicanlar 8 haftalikken alinarak 4 farkli grup olusturuldu. Bunlar:

1. STZ Kontrol: Diyabetik olup herhangi bir tedavi uygulanmayacak grup (n=6)

2. Min6: Insiilin eksikligi olup bobrek kapsiilii altina Min6 hiicreleri aktarilacak grup
(n=6)

3. LentiLacZins2KO: Insiilin eksikligi olup bdbrek kapsiilii altina, LentiLacZ
transdiiksiyonu yapilan Min6 hiicreleri aktarilan grup (n=6)

4. LentiINSIns2KO: Insiilin eksikligi olup bébrek kapsiilii altina, insiilin gen tedavisi
yapilan Min6 hiicreleri aktarilan grup (n=6)
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Tiim gruplarda diyabet sitrat buffer icerisinde 65 mg/kg STZ intraperitoneal olarak
verilerek indiiklendi. Ardindan 3., 7., 10., 15., 30. giinlerde kan glukoz diizeyleri ve
agirliklar takip edildi. Siire sonunda kan glukoz diizeyleri 300 mg/dl ve iizerinde olan
hayvanlar mutlak beta hiicre kaybina sahip model deney hayvani olarak degerlendirildi.
Hiicre aktariminda her gruptan ortalama 10e6 hiicre kullanildi. LentiINS ve LentiLacZ

hiicreleri 100MOI virus verilen hiicrelerden segilerek aktarildi.

3.6. Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
kullanilarak gergeklestirildi. Istatistiksel analizler yapilirken, normal dagilim gdsteren
bagimsiz iki grup arasindaki farkin degerlendirilmesi i¢in Student’s T test, normal dagilim
gostermeyen bagimsiz iki grubun arasindaki farkin belirlenmesi i¢in Mann Whitney U
testi kullanildi. Ikiden ¢ok bagimsiz grup s6z konusu oldugundaysa, Shapiro Wilk testi ile
Gaussian dagilima uygunluk test edilecek, eger normal dagilim s6z konusu ise tek yonlii
varyans analizi (One Way ANOVA), normal dagilim gozlenmiyorsa Kruskal Wallis
varyans analizi kullanilarak istatistiksel degerlendirmeler gerceklestirildi. Bagiml
degerlerde ise (6rnegin glukoz tolerans testlerindeki kan seker dlgiimleri): 1) Gaussian
dagilim gosteren iki grubun varligi durumunda “iki es arasi fark testi”, 2) Gaussian
dagilim goézlenmeyen iki grubun varliginda “Wilcoxon es testi”, 3) Gaussian dagilim
gosteren ikiden fazla grubun varliginda “tekrarli 6lgtimler varyans analizi” ve 4) Gaussian
dagilim gostermeyen ikiden fazla grubun varhiginda “Friedman Testi” kullanildi.
[statistiksel anlamlilik esik degeri p = 0,05 olarak kabul edildi. STZ enjeksiyonu

sonrasinda deneklerin sagkalim oranlar1 Kaplan Meier testiyle analiz edildi.
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4.BULGULAR

4.1. insan Proinsiilin Proteini Kodlayan 3. Nesil Lentiviral Plazmid Vektorler
Vektorlerin Gelistirilmesi

Olusturulan minimal insiilin promotorlu insan proinsiilin kodlayici diziyi tagtyan lentiviral
ekspresyon vektoriiniin (Sekil 4.1-A), Aflll&Xhol ikili restriksiyon kesim reaksiyonu
sonrasinda transgeni iceren plazmidlerin beklenilen boyutlar1 (3556 bp, 2516 bp, 1880 bp)
izolasyonu gercgeklestirilen 16 koloni arasindan 2’sinde elde edildi (Sekil 4.1-B).
Restriksiyon reaksiyonu ile dogrulanan kolonilerden dizileme reaksiyonu igin gen
klonlama bdlgesini i¢ine alacak sekilde tasarlanan primerler kullanilarak yapilan PZR
reaksiyonu sonrasinda beklenen 881bp uzunlugundaki iiriin basari ile elde edildi (Sekil
4.1-C). Sanger dizileme sonras1 minimal insiilin promotoru ve insan proinsiilin sekansinin
basarili bir sekilde dogru yon ve sirada klonlandigt GRCh38.p12 referans genomu
kullanilarak NCBI Blast programi yardimiyla ve elektroforegramlardan ileri ve geri yonlii
okumalarla teyit edilerek dogrulandi (Sekil 4.1-D). Tiim bu sonuglar dogrultusunda
minimal insiilin promotor bolgesi kontroliinde insan insiilin geni kodlayan lentiviral

ekspresyon plazmidleri basartyla tiretildi.
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AfIIT (293)

TR (truncated) Q
& HIV\'J
2

EON

4000bp
3000bp

2000bp
1500bp

~attB4

2
s1o/1ad?

LentiINS Ekspresyon Vektori
8052 bp

XhoI (2809)

(4689) AfIII/

Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC_000011.10 Length: 135086622 Number of Matches: 3

Range 1: 2161176 to 2161499 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
579 bits(313) 2e-162 320/324(99%) 0/324(0%) Plus/Minus
205 bp at 5' side: insulin
2734 bp at 3' side: tyrosine isoform b

Query 47 106

) IHHHHHHHHHIHHIHHHIHHH IHHHHHHHHHH
Sbjct 2161499 CAGCTGTGAGCAGGGACAGGTCTGGCCACCGGG 2161440
Query 107 CCCCTGGTTAAGACTCTAATGACCCGCTGGTCCT TGCTGACGACCAAGGA 166

) HIHHHHHHHHHHHHHHHIHHHHHHHHHHHHH
Sbjct 2161439 CCCCTGGTTAAGACTCTAATGACCCGCTGGTCC 2161380
e T T
Sbjct 2161379 GATCTTCCCACAGACCCAGCAC TTGCAGCCTCAGCCCCCAG 2161320
Query 227 286

) HHHHHHHH IHHHHHHIHHHHHHHHHIH\ \HH
Sbjct 2161319 TGCCGAC AATGGGCC 2161260
Query 287 TAAAGCCAGCGGGGGCCCAGCAGCCCTCAGCCCTCCAG 346

HIHHHHHHHHHHHHHHHIHHHHHHHHHHHHH

Sbjct 2161259 CAGCCCTCAGCCCTC 2161200
Query 347 'CAGAAGAGGCCA 370

) IHHHHHH\HIHIHH
Sbjct 2161199 TCAGAAGAGGCCA 2161176

Sekil 4.1. LentiINS vektorlerinin RFLP ve Sanger dizileme metodlari ile dogrulanmasi: (A) LentiINS vektor
haritasi, (B) LentiINS vektorii enzim kesim agaroz jel goriintiisii, (C) PZR reaksiyonu {iiriiniiniin agaroz jel
goriintiisti, (D) Blast sonucunun ekran goriintiisii
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LentiINS ve Lenti LacZ lentiviruslarimin eldesi igin gerekli Gag/pol, VSVG ve Rev
paketleme plazmidlerinin liretim ve saflasgtirma islemlerinin ardindan Tablo 3.1°de

belirtildigi sekilde enzim kesim reaksiyonu ile dogrulamalar1 gerceklestirildi (Sekil 4.2).

EcoRI1259)

EcoRI
(1415)

EcoRI(3083)

Xhol (755)

AfITI (1379)

Sekil 4.2. (A) Lentivirus olusturmada kullanilan paketleme plazmidlerinin yapilarini ve dogrulma igin
kullanilan restrisiyon enzimleri ile kesim noktalarin1 gosterir haritalar (B) restriksiyon kesim
reaksiyonlarinin agaroz jel goriintiileri (M: markir, 1: AflII Linearize Gag/pol plazmidi, 2:Gag/pol EcoRI
kesim reaksiyonu, 3: Xhol Linearize Rev plazmidi, 4: Rev Xhol&AflII kesim reaksiyonu, 5: NotI Linearize
VSVG plazmidi, 6:VSVG EcoRI kesim reaksiyonu)
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4.2. LentiINS Virus Transdiiksiyonu In vitro Ortamda Pankreatik Beta Hiicrelerine
Ozgii Insiilin Ekspresyonu Sagladi

LentiINS ile artan MOI degerlerinde transdiikte edilen 293T hiicrelerinde insiilin gen
sentezi saptanmadi (Sekil 4.3-A). Lentilp-INS viruslarinin artan konsantrasyonlarda (5,
25 ve 125 MOI) Min6 pankreatik beta hiicre hattina transdiiksiyonu ile virus
konsantrasyonuna bagli olarak insiilin gen sentezinin de arttig1 belirlendi (Sekil 4.3-B)

(One-Way ANOVA, p<0.0001).

l \ LentilNS 293T
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LentilNS MIN6
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Sekil 4.3. LentiINS transdiiksiyonu sonras: insiilin ekspresyon diizeyleri. (A) 293T Insan embriyonik
bobrek hiicrelerinde (B) Min6 pankreatik beta hiicre hatlarinda (One-Way ANOVA, p<0.0001).
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4.3. Tip 1 Diyabetik Hayvan Modellerinde Pankreasa Yonelimli Lentiviral Insiilin
Gen Tedavisinin Teropatik Etkinligi

4.3.1. Intraperitoneal LentiINS Enjeksiyonu Diyabetik Hayvanlarda Ac¢hk Ve
Tokluk Kan Glukoz Diizeylerini Anlamh Oranda Diisiirdii

5 giin ard arda 30 mg/kg STZ enjeksiyonuyla diyabetik yapilan Wistar sicanlar STZ
sonrast 5. glinde 2 gruba ayrilarak, LentiINS (n=8) veya LentiLacZ (n=8) gen nakli
gerceklestirildi. Deney gruplarina ait kan glukoz diizeleri periyodik olarak 45.giine kadar
takip edildi. Neticede lentivirus aracili insiilin promotorlu proinsiilin gen naklinin
diyabetik Wistar siganlarda hem aclik hem de tokluk kan sekerini basarili bir sekilde
diistirdii. 2 way ANOVA analiz testi LentiLacZ ve LentiINS vektorleri alan gruplar
arasinda hem aglik hem de tokluk kan sekerleri arasinda istatistiksel bir farkliligin

oldugunu gostermektedir (p<0.0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Lentivirus aracili insiilin promotorlu proinsiilin gen nakli sonrast gruplari aglikve tokluk kan
glukoz diizeyleri (2 way ANOVA testi p<0.0001)
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4.3.2. Intraperitoneal LentiINS Enjeksiyonu Diyabetik Hayvanlarda Kilo Kaybim
Engelledi

LentiINS enjeksiyonu diyabetik deneklerin kilo kaybimi onledi. Gen nakli yapilan
deneklerin viicut agirliklari (gram olarak) Sekil 4.5. Panel A’da, % agirlik kaybi ise Sekil
4.5. Panel B’de sunulmustur. Gen nakli sonras1 ve dncesinde deneklerin viicut agirliklar
periyodik olarak 6l¢iildii. 2 way ANOVA testi gruplar arasinda 24 giin ve sonrasinda (gen
naklinden 2 hafta sonra) istatistiksel bir farkin oldugunu gdstermektedir (p<0.0071).
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Sekil 4.5. Lentiviral enjeksiyon sonrasi diyabetik hayvanlarin agirlik degerleri (A), yiizde agirlik kayiplar
(B) (2 way ANOVA p<0.0071)
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4.3.3. Intraperitoneal LentiINS Enjeksiyonu Diyabetik Hayvanlarin Glukoz
Toleransini Diizeltti

5 giin ard arda 30 mg/kg STZ enjeksiyonuyla diyabetik yapilan Wistar sicanlar STZ
sonras1 5. giinde 2 gruba ayrilarak, LentiINS veya LentiLacZ gen nakli gergeklestirildi.
Gen nakli sonrasinda 4. hafta sonunda deneklere intraperitoneal yolla 2g/kg dozunda
glukoz enjeksiyonlar1 yapildi. Y ekseninde kan glukoz degerleri, X ekseninde ise zaman
egrisi dakika olarak verilmistir. One-way ANOVA ve arkasindan yapilan Tukey’s ¢oklu
karsilagtirma testi, her 3 grup arasinda anlamli bir farkliligin oldugunu gosterdi

(p<0.0001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Tip 1 diyabetik deneklerin LentiINS ve LentiLacZ gen nakli sonrasi glukoz tolerans egrileri. One-
way ANOVA, Tukey’s (p<0.0001)
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4.3.4. Gen Nakli Yapilan Gruplarda immiinohistokimyasal Analizler

Sakrifiye edilen gruplarin (Kontrol: Diyabetik olmayan Wistar si¢canlar, LentiLacZ: Coklu
diisiik doz STZ uygulanan ve LentiLacZ aktarilan Wistar sicanlar, LentiINS: Coklu diistik
doz STZ uygulanan ve LentiINS aktarilan Wistar si¢anlar) pankreas, karaciger, dalak ve
bobrek dokularinda yapilan immiinohistokimyasal insiilin boyamas: neticesinde,
LentiLacZ alan hayvanlarin pankreatik adacik yapilarinin kontrol grubuna gore bozuldugu
ve insiilin lireten pankreatik beta hiicrelerinin azaldig1 gézlendi. Bu durum ¢oklu diisiik
doz STZ uygulamasi alan diyabetik hayvanlarda LentiLacZ enzeksiyonunun terapotik bir
etkisinin olmadigini gosterdi. LentiINS alan hayvanlarin pankreas dokulari incelendiginde
ise kan glukoz degerlerindeki azalma ve glukoz toleranslarindaki iyilesme ile uyumlu bir
sekilde insiilin pozitif boyanan alanlarin ve adacik yapilarinin kontrol grubuna benzer

oldugu gozlendi.

Intraperitoneal lentivirus enjeksiyonu sonrasinda in vivo lentiviral vektor dagilimlarinin
coktan aza dogru karaciger, dalak, pankreas, bobrek seklinde oldugu bildirilmistir (H. M.
Tasyurek, Eksi, ve ark., 2018). Bu bilgi de géz 6niinde bulundurularak gruplara ait diger
dokulardaki insiilin profilleri incelendi. Tiim gruplarin incelenen pankreatik asiner ve
diger dokularinda (karaciger, dalak, bobrek) herhangi bir insiilin pozitif boyamaya
rastlanilmadi. Bununla beraber LentiINS alan hayvanlarin basta karaciger ve dalak
dokularinda olmak {izere pankreatik adacik harici diger dokularda insiilin boyamasina
rastlanilmamis olmasi LentiINS vektorlerinin (incelen dokular ¢ergevesinde) in vitro
denemelerle paralel olarak in vivo ortamda da pankreatik beta hiicrelerine 6zgii
ekspresyon gosterdigini kanitladi. Bu, LentiINS vektorlerinin adacik ve insiilin
sentezleyen pankreatik beta hiicreleri iizerindeki terapotik etkinligini gdstermektedir
(Sekil 4.7).
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4.3.5 Insiilin gen nakli yapilan deneklerde serum insiilin seviyesi

Gen naklinin serum insiilin seviyesi iizerine etkisi LentiINS (n=8), LentiLacZ (n=8)
vektor enjeksiyonu ve PBS verilen Kontrol (n=5) siganlarin kan serumlarindaki insiilin
seviyeleri. LentiLacZ verilen diyabetik hayvanlarda serum insiilin seviyesi oldukca
azalirken, LentiINS verilen deneklerde kontrol gruba oranla yaklasik 2 kat arttigi
belilenmistir (Sekil 4.8). Istatistiksel analiz One Way ANOVA ve Tukey Coklu
Karsilagtirma Testi (Kontrol vs LentiLacZ, p<0.05; Kontrol vs. LentiINS, p<0.0023)
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Sekil 4.8. Gen naklinin serum insiilin seviyesi iizerine etkisi (One Way ANOVA ve Tukey. Kontrol vs
LentiLacZ, p<0.05; Kontrol vs. LentiINS, p<0.0023)

4.4. CRISPR&Cas9 genom modifikasyon sistemi ile olusturulan insiilin nakavt beta
hiicrelerinde insiilin gen tedavisinin etkinliginin belirlenmesi

4.4.1. ins1KO ve ins2KO hiicrelerinin olusturulmasi

CRISPR&Cas9 plazmidlerinde yer alan GFP ekspresyonu plazmidlerin transfeksiyon
ardindan basarili bir sekilde Min6 hiicrelerine aktarildiginin ve GFP ve Cas9
proteinlerinin ekspresyonlart ayni promotor ile gerceklestiginden ayni zamanda Cas9
proteinininde ekpresyonunun saglandigini gostermektedir. HDR tamir plazmidleri
icerisinde bulunan RFP proteinin ekpresyonu yine bu plazmidlerin hiicrelere basarili bir
sekilde aktarildigmmin gostergesi durumundadir. Bu noktadan sonra beklenen

CRISPR&Cas9 ve HDR plazmidlerini ayni anda alan hiicrelerde hedef bolgede kirik
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olusumunun ardindan homolog rekombinasyonla RFP ve puromisin antibiyotik geninin
aktarildigi hiicrelerin stabil olarak RFP ekspresyonu gostermesi ve puromisin
antibiyotigine kars1 direng Ozelligine sahip olmasidir. Buna bagli olarak da GFP
ekpresyonu zamanla azalirken RFP miktar1 artarak devam etmesi bu hiicrelerde
hedeflenen insiilin geninin basarili bir sekilde nakavt edildigini gosterecektir.
Transfeksiyon sonrasinda insKO1, insKO2, Crispr Kontrol ve Negatif Kontrol gruplarinin
24.,48.,72. Ve 96. saatlerdeki durumlari 151k ve florosan mikroskoplardan yararlanilarak
goriiniir 151k, kirmizi florosan ve yesil florosan filtreleri kullanilarak gézlendi. Herhangi
bir plazmid transfeksiyonu gerceklestirilmeyen Kontrol grubu hiicreleri 96 saat siiresince
hiicresel canliliklarini korurken herhangi bir floresan 151ma gozlenmedi. CRISPR Kontrol
grubunda ise 96 saat siiresince plazmid transfeksiyonu kaynakli herhangi bir hiicre 6liimii
gozlenmezken yalnizca GFP 1s1mas1 gézlenmesi HDR plazmidlerinin genoma entegre
olamadiginin yani DNA iizerinde herhangi bir kirik olusmadigim géstermektedir. Ins1KO
ve Ins2KO gruplarinda ise 24. ve 48. saatlerde GFP ve RFP 1s1malarinin benzer oranlarda
ve artarak siirdiigli gozlenirken 72. Saatten itibaren GFP ekspresyonunun diistiigii RFP
ekspresyonunun ise artmaya devam ettigi tespit edildi. Bu durum Ins1KO ve ins2KO
gruplarinda ilgili insiilin genlerinin (Ins1KO- Insiilinl geni, Ins2KO- Insiilin2 geni)

basaril bir sekilde nakavt edildigini gostermektedir (Sekil 4.9).
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96. saat sonunda kullanilan transfeksiyon ajanlarina ve/veya plazmidlere bagli olarak

hiicre morfolojilerinde gozle belirlenebilen bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.10).

ins1KO ins2KO Crispr kontrol
Negatif kontrol Uygulama yapilmayan

Sekil 4.10. ikili trasfeksiyonun ardindan 96. saatte hiicre morfolojileri

4.4.2 Ins1KO ve ins2KO Hiicrelerini Secilimi

Belirlenen puromisin dojazi kullanilarak 14 giin boyunca her 2 giinde bir yenilenmek
suretiyle ins1KO ve Ins2KO hiicrelerinin saflastirma islemleri basari ile gerceklestirildi.
Stire sonunda GFP i1gimmalarimin artitk tamamen kayboldugu, RFP ve goriiniir 151k
goriintlilerinin ¢akistirilmasi ile elde edilen Mix fotograflarda ortamda KO hiicrelerin

disinda gozle ayirt edilebilecek baska bir hiicrenin kalmadigi gozlendi (Sekil 4.11).
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4.4.3. Insiilin Protein Ekspresyon Analizleri

Ins1KO, ins2KO ve kontrol olarak Min6 hiicrelerinin insiilin igerikleri western blot
kullanilarak belirlendi. Neticede insandaki insiilin geninin faredeki homologu olan instilin
2 geninin nakavt edildigi hiicre hattinda insiilin ekspresyonunun engellendigi belirlendi.
Internal kontrol olarak GAPDH kullamildi. Bir sonraki asamada LentiINS viral vektérleri
ile yeniden insiilin ekspresyon yetenegi kazandirilan ve blastisidin seleksiyonu yolu ile
saflastirilan LentiINSIns2KO hiicrelerinin de insiilin icerikleri western blot ile incelendi
(Sekil 4.12). Neticede LentiINSinsKO2 hiicrelerinin Min6 hiicreleri kadar insiilin
icerigine sahip oldugu goézlendi (Bu deneyler farkli zamanlarda gergeklestirildi. Verilerin
bir arada verilerek biitiinliik saglanmasi a¢isindan yeniden yapilarak tiim hiicre hatlarinin

ayni anda insiilin igerikleri yeniden incelendi).

. LentiINS
insTKO  Ins2KO  Min6  ins2KO

insulin

GAPDH

Sekil 4.12. Gruplarin insiilin i¢eriklerinin western blot goriintiisii

4.4.4 Insiilin Negatif Ins2KO Hiicre Hattinin Lentiviral Vektorlerle Trandiiksiyonu
Insiilin negatif InsKO2 hiicreleri 6 kuyucuklu petrilere 2x10° hiicre/kuyu olarak sekilde
ekildikten sonra artan MOI’larda LentiINS viral vektorleri ile transdiikte edildi.
LentiLacZ viral vektorleri kontrol olarak kullanildi. Transdiiksiyon i¢in destekleyici bir
ajan kullanilmadi. LentiINS vektorlerinin artan MOI miktarlarina bagh transdiiksiyon
etkinlikleri ve yeniden insiilin pozitif hale gelerek insan insiilin proteinini eksprese eden
hiicreler (Ins2KOLentiINS) 4ug/ml blastisidin antibiyotigi kullanilarak elde edildi. En
yiiksek transdiiksiyon etkinligi 100 MOI’da elde edildi. Yiiksek konsantrasyonlarda
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lentiviruslarin transdiiksiyon etkinliginin azaldig1 bilinmektedir. Bu noktada herhangi bir
sitotoksite gozlenmemekle birlikte 250 MOI konsantrasyonda viriis aktarilan
kuyucuklardaki transdiikte hiicre sayist 100 MOI verilenlerden daha az oldugu belirlendi
(Sekil 4.13).
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4.4.5 LentiINS vektorii ile enfekte olmus Insiilin nakavti yapilan pankreatik
hiicrelerin tip 1 diyabette terapotik etkinligi

Bu ¢aligmanin ilk basamaginda immunite aracili diyabetik model gelistirmek adina ¢oklu
diisiik doz STZ uygulamasi ile TIDM hayvan modeli kullanildi. ikinci asamada ise
amacimiz insiilin gen naklinin etkinligini hem in vitro hem de ortamda in vivo
gozlemlemektir. Bu amacla 2. asamada endojen insiilinleri ekarte ederek
sadece LentiINS vektdrlerinin etksini gozlemlememizi saglayacak modeller gelistirmeye
odaklandik. Burada LentiINS vektoriiniin in vitro etkinligini, gelistirdigimiz Min6
[ns2KO hiicre hattinda denedik. In vivo denemeler icin ise pankreatik beta hiicrelerinin
olabildigince tahribatini  hedefledik. Bunun i¢in  farkli doz (65, 70, 80
mg/kg) STZ denemeleri yapildi (Sekil 4.14) (Daisy ve ark., 2010; Nakamaki ve ark.,
2011). Bu denemeler sonucunda 65 mg/kg STZ uygulama dozaji olarak belirlendi.

A 600 W 80mg/kg STZ @ 70mg/kg STZ © 65mglkg STZ
500
5 ?
g 400
N
S 300
=)
O]
= 200
©
\'e

100
0 r
0 3 5 7 10 15 21 30
Gun

B 100 ) ) , --- 80mg/kg STZ
= — 70mg/kg STZ
% -- 65mg/kg STZ
>
w
T 501
I S
(0]
o

c T T 1
0 20 40 60

Gln

Sekil 4.14. Tek doz STZ indiiklii hiperglisemik hayvan modeli i¢in doz demesi kan glukoz diizeyleri (A) ve
survival verileri (B)
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Elde edilen diyabetik hayvanlarin bobrek kapsiillerinin altina LentiLacZIns2KO,

LentiINSIns2KO ve Min6 hiicreleri makrocerrahik yontemlerle, hayvan sol tarafi tizerine

yatirilarak sol karm bolgesinden bir kesik agilip bobregin disart ¢ikarilmasi suretiyle

aktarildi. Aktarim sonrasi tim gruplarin kan glukoz diizeyleri takip edildi. Neticede Min6

ve LentiINSIns2KO hiicre aktarimimin yapildigi hayvanlarda kisa siireli olarak (6-8 giin

arast) kan glukoz diizeylerinin LentiLacZIns2KO ve STZ kontrol gruplarina nazaran

diistiigii gézlendi (2 way-ANOVA Dunnet’in ¢oklu karsilagtirma testi p<0.0001). Bu

durum insiilin gen nakli yapilan pankreatik beta hiicrelerinin fonksiyonel agidan normal

beta hiicrelerine benzer 6zellik gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bobrek kapsiilii altina hiicre aktarimi sonrasi gruplarin kan glukoz degerleri.
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S.TARTISMA

Insiilin gen terapisinin tek basina ana hedefi TIDM’i kékiinden tedavi etmek degil, hedef
dokularda insiilin gen ekspresyonu saglamak, periferal dokulara glukoz alimin arttirmak,
glukagon sekresyonunu baskilamak ve hiperglisemiyi diisiirmek maksadiyla hepatik
glukoz iiretimini inhibe etmek olarak tanimlanir (Bansal ve Wang, 2008). Insiilin ayni
zamanda bir biliylime faktorii oldugundan pankreasa 6zgii insiilin gen sentezinin tahribata
ugramis beta hiicrelerinin rejenerasyonuna ve sag kalanlarin da proliferasyonuna
sebebiyet vererek diyabet gelisimini yavaslatacagi beklenir. Simdiye kadar
gerceklestirilen deneysel insiilin gen nakli ¢alismalarinin ¢ogunda insiilin gen sentezi igin
secilen hedef organlar basta karaciger olmak tizere pankreas dis1 organlar olmustur. Bunun
ana gerekgesi olarak T1DM hastaliginda beta hiicrelerine kars1 gelisen 6zellikle hiicresel
bagisiklik yanitin varlig1 gosterilse de pankreasin hassas bir organ olmasi ve pankreas gen
nakli konusundaki ¢alismalarin azligi da bu duruma neden olan faktorler arasinda
sayilabilir. Diger taraftan deneysel insiilin gen nakli ¢caligmalarinda genelde karacigerin
secilmesinin asil sebebi, kolayca ulasilabilir olmasi, intravendz enjeksiyondan sonra
hepatositlerin viral vektorler tarafindan kolayca transdiiksiyona ugratilmalari, ayrica
terapotik proteinlerin iiretilip sistemik dolasima salinabilmesi sayilabilir. Unutmamak
gerekir ki vucudumuzda glukoza duyarli iki organdan biri pankreas digeri ise karacigerdir.
Gergeklestirilen deneysel insiilin gen nakli ¢alismalarinda yukarida sayilan sebeblerle;
gerek gen naklinde kullanilan vektoriin uygunsuzlugu, gerekse secilen hedef organin beta

hiicre 6zelliklerini tastmamasi sebebiyle istenen bagari bir tiirlii yakalanamamastir.

Projemizde, toksik etki olusturmaksizin kalic1 insiilin gen ekspresyonunun saglanabilmesi
ana hedeflerden biri olmugstur. Bir vektoriin kalict gen ekspresyonu saglamasi i¢in hedef
hiicre genomuna entegre olmasi gereklidir. Entegrasyon yetenegi olan vektorler arasinda,
hem boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmesi, immiinolojik cevap
uyandirmaksizin hedef hiicreye girebilmesi ve entegrasyon sonrasinda mutageneze yol
agmamasi nedeniyle lentiviral vektorler en cazip aday olarak éne gikmaktadir. Ugiincii
nesil integrasyon sonrasi inaktive olan (SIN) lentiviral vektorler, yabanil tip HIV-1
enfeksiyonu sonrasinda bile vektér mobilizasyonunun gézlenmedigi giivenilir bir gen
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aktarim araci olarak goriilmekte, bu nedenle in vivo ¢alismalarda tercih edilmektedir.
Ayrica lentiviral vektorlerle yapilan calismalarda doz simirlayict toksik etki
bildirilmediginden yiiksek dozlarda tekrar tekrar aliciya giivenle verilebilir. Bu ¢alismada
vektor dayanikliliginin ve tropizminin arttirilmasi amaciyla Vezikiiler Somatit Viriisii G-
glikoproteini ile tiplendirilmis ti¢ilincii nesil lentiviral vektorler gen nakil araglar1 olarak
gelistirilmistir. Dolayisiyla bu projede giivenilirligi ve etkinligi klinik denemelerde

kanitlanmis en gelismis gen nakil vektorlerinden biri kullanilmistir.

Calismamizin hedeflerinden bir digeri de, beta hiicrelerine 6zgiin ve glukoz kontrollii gen
sentezinin saglanmasiyd:. Insiilin {ireten pankreatik beta hiicrelerine spesifik yiiksek
transgen ekspresyonu saglamak ve Ozellikle pankreasin asiner hiicrelerine transgen
ekspresyonunu engellemek icin insiilin promotorunun kullanimi gerekir. insan insiilin
promotorunun (HIP) transkripsiyon faktorleri ile etkilesiminde glukoz diizeyinin anahtar
rol oynadigi bilinmektedir. Bu sayede HIP kontroliindeki bir genin sentez seviyesi
ortamdaki glukoz miktarina cevap olarak arttirilabilmekte ya da azaltilabilmektedir.
Projemizde, HIP altinda insiilin sentezleyen lentiviral vektorlerin iiretilebilmesi i¢in HIP
kodlayan ekspresyon vektorleri (LentiINS) olusturulmustur. Olusturulan LentiINS
vektoriin pankreas beta hiicre hattinda insiilin sentezi yaptig1 ancak 293T hiicre hattinda
ise (insan embriyonik bdbrek hiicre hatti) insiilin sentezi etmedigi belirlenmistir. Bu
bulgular doku 6zgiinliigii a¢isindan kismen de olsa LentiINS vektoriiniin pankreas beta

hiicrelerine 6zgiin ¢alistigin1 gdstermektedir.

Calismamizda, gelistirdigimiz LentiINS vektoriiniin terapotik etkinliginin 6l¢iilmesi igin
sicanlarda STZ indiiklii tip 1 diyabet modeli olugturmak gerekiyordu. Bunu yapmamizin
temel sebebi literatiirde TIDM olusturabilmek icin tek doz STZ uygulamalarina
sicanlarda veya ¢oklu doz STZ uygulamalarina farelerde rastlanilmasina ragmen, T1DM
indiiksiyonuna oOrnek teskil edebilecek coklu doz STZ uygulamalarinin siganlarda
yapildigina dair literatiir bilgisine rastlanillamamis olmasiydi (O'Brien ve ark., 1996; Li ve
ark., 2000; Muller ve ark., 2002; Dirice ve ark., 2009). Coklu doz STZ uygulamalar1 ile
Wistar sicanlarda T1DM basariyla indiiklenmistir. LentiINS vektoriiniin T1DM siganlara
nakli hem tokluk hem de aglik kan sekerini basariyla diistirmiistiir. LentiINS vektorii

verilen sicanlarin tokluk kan sekeri LentiLacZ verilen diyabetik sicanlara oranla ¢ok daha

58



diisiik olsa da tokluk kan sekeri tam olarak baskilanamamistir. Bunun muhtemel sebebleri
var olan otoimmun bagisiklik yanit sebebiyle pankreas beta hiicre tahribatinin devam
etmesi, insiilin promotorunun beta hiicresine 6zgiinliik saglamasina ragmen yeterince
giiclii insiilin sentezi yapmamasi sayilabilir. Nitekim glukoz duyarli promotorlarda benzer
durum farkli promotorlarla yapilan ¢aligmalarda daha 6nce de bildirilmisti. Herhalukarda
gelistirilen gen tedavi vektorii insan insiilin promotoru araciliiyla glukoz bagimli ¢alistig1
icin vektor uygulamasi sonrasinda hipoglisemi riski de gozlenmemistir. Ayrica LentiINS
terapotik gen nakli yapilan siganlarda glukoz toleransinin arttig1 ve diyabetin sebebiyet

verdigi kilo kayiplarinin 6nlendigi tespit edilmistir.

Sonug olarak insiilin gen nakli TIDM deneklerin insiilin ihtiyacin1 kismen kargilamistir.
Bu sonuglar bize TIDM’nin kesin ¢oziimii i¢in hastalarda insiilin ihtiyacinin
karsilanmasimin yaninda, aktif olan otoimmun yanitinin da baskilanmasi gerektigini

gostermektedir.

T1DM otoimmun aracili beta hiicre hasari ile karakterize bir hastaliktir. Bununla birlikte
bu immun ataklar sonucunda beta hiicreleri tamamen yok olmamaktadir. Benzer bir
sekilde STZ indiiklii diyabetik hayvan modellerinde de beta hiicreleri tiimiiyle yok
olmamaktadir. Bu nedenle LentiINS vektorlerinin terapotik etkiliklerinin daha net bir
sekilde anlagilabilmesi i¢in CRISPR&Cas9 sistemi ile instilin eksikligine sahip pankreatik
beta hiicre hatt1 olusturuldu. Min6 panreatik beta hiicrelerinde Ins1 ve ins 2 genlerinin
ekspresyon profilleri glukoz indiiklenmesi, pasaj sayisi ve hiicre-hiicre etkilesimi gibi
faktorlere bagl olarak farklilik gostermektedir. Roderigo-Milne ve arkadaglarinin yaptigi
bir ¢calismada, Min6 hiicrelerinde Ins1 gen ekspresyonunun monolayer halde iken yiiksek
oranda azalirken pseudoadacik formunda arttig1, ins2 ekspresyonunun ise her iki durumda
da benzer diizeyde oldugu gosterilmistir (Roderigo-Milne ve ark., 2002). Bu noktada
hiicre-hiicre etkilesiminin insl ekspresyonunda etkili oldugu goriisii 6ne siiriilmektedir.
Ayni caligmada Insl geninin ekspresyonunun glukoz uyarimi ile artmakta oldugu,
uyarimin olmadig1 durumda ise ekspresyon diizeylerinin normal diizeyin %?2’sine kadar
diistiigii bildirilmistir. Ek olarak Min6 pseudoadaciklarda 32. pasaja kadar her iki geninde
ekspresyonu gozlenirken, pasaj 40’a gelindiginde insl ekpresyonunun baskilandigi Ins2

ekspresyonunun ise artis gosterdigi RT-PZR ¢aligmalariyla gosterilmistir. Bu noktada
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toplam preproinsiilin mRNA miktarina, ins1 geninin anlamli oranda bir katki saglamadig1
belirlenmistir (Roderigo-Milne ve ark., 2002). Bu veriler géz oniline alindiginda elde
ettigimiz Ins2KO Min6 hiicre hattinda herhangi bir insiilin ekspresyonu gézlenmemesi
anlam kazanmaktadir. Bu noktada bu hiicreler mutlak insiilin eksikligine sahip bir model

pankreatik beta hiicre hatti olarak degerlendirilebilir.

LentiINS ile transdiiksiyonu sonrasinda bu hiicrelerde yeniden insiilin ekspresyonu
saglandi. Bununla beraber hiicrelerin diyabetik hayvanlarin bobrek kapsiilleri altina
aktarilmasi diyabetik hayvanlarda kisa siireli de olsa kan glukoz diizeylerini diislirerek
LentiINS aracili gen replasman uygulamasinin terapdtik etkiye sahip oldugunu gdsterdi.
Bu durum panreasa yonlendirilmis lentivirus aracilt insiilin gen naklinin, insiilin geninde
meydana gelen bozulmalara bagli olarak olusabilecek hastaliklarin tedavisinde de

kullanilabilecegini gdsterdi.
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6. SONUC VE ONERILER
Sonug olarak projemizde insan insiilin proteini kodlayan 3. nesil lentiviral vektorler
(LentiINS) basar1 bir sekilde olusturuldu.

LentiINS vektoriiniin TIDM siganlara nakli hem tokluk hem de aglik kan sekerini
basariyla diisiirdii.

LentiINS vektorii verilen sicanlarin tokluk kan sekeri LentiLacZ verilen diyabetik

siganlara oranla ¢ok daha diisiik olsa da tokluk kan sekeri tam olarak baskilanamamuistir.

LentiINS terapotik gen nakli yapilan sicanlarda glukoz toleransinin arttii ve diyabetin

sebebiyet verdigi kilo kayiplarinin 6nlendigi tespit edildi.

Bunlara ek olarak CRISPR&Cas9 gen modifikasyon sistemi kullanilarak insiilin
eksikligine sahip Min6 pankreatik beta hiicre hatt1 (Ins2KO) olusturuldu.

[ns2KO hiicre hatlarina LentiINS transdiiksiyonu bu hiicrelerde insan insiilin

ekspresyonunu sagladi.

Yeniden insiilin ekspresyon 6zelligine sahip olan bu hiicreler (Ins2KOLentiINS) diyabetik
hayvanlarin bobrek kapsiilerinin altina aktarildiginda kan glukoz diizeylerinde bir diisiis

gozlendi.
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