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OZET

Amagc: Tip 1 diyabet (TIDM) pankreatik beta hiicrelerinin spesifik T hiicre aracili
dejenerasyonuyla karakterize insiilin yetmezligine sebep olan bir hastaliktir. Vazoaktif
Intestinal Peptit (VIP), hem insiilinotropik hem de antiinflamatuar etkileri sayesinde giiglii
bir antidiyabetiktir. Ancak peptidazlara karst (Dipeptidil Peptidaz 4-DPP-4) asir1
hassasiyet sergileyen VIP’den herhangi bir terapétik etki gdzlemleyebilmek icin peptidin
stirekli veya bir ¢ok kez hastaya enjeksiyonu gerekmektedir. Tek doz enjeksiyonla uzun
siireli gen sentezi saglayabilmek igin VIP geni tasiyan lentiviral vektdrler (LentiVIP)

iirettik. Uretilen vektdrlerin T1DM iizerindeki terapétik etkinligini arastirdik.

Yontem: Uzun siireli stabil gen ekspresyonu saglamak amaciyla giivenilirligi ve etkinligi
klinik denemelerde kanitlanmis 3. jenerasyon HIV tabanli lentiviral vektorlere VIP
kodlayan gen klonlandi. Ayrica projemizde kullanmak iizere coklu-diisik doz STZ
indiiklii TIDM deney hayvan modeli gelistirildi. Uretilen LentiVIP gen nakil vektdriiniin
terapotik etkinligini projede gelistirilen T1DM deney hayvan modelinde test edildi.

Bulgular: LentiVIP gen nakli yapilan diyabetik deneklerde; kan sekerinin diistiigii,
pankreas beta hiicre fonksiyonunun arttig1 ve deneklerin kilo kaybinin 6nlendigi tespit
edildi. Ayrica diyabet kaynakli artan serum CRP seviyesinde diisiis, serum oksidan

kapasitesinde normalizasyon ve antioksidan kapasitesinde ise iyilesme belirlendi.

Sonug: Elde edilen bulgular LentiVIP gen naklinin ileride T1DM hastalarmin tedavisinde

yeni bir terapdtik yaklasim olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: tip 1 diyabet, gen tedavisi, lentivirus, vazoaktif intestinal peptit



ABSTRACT

Objective: Type 1 diabetes (T1DM) is characterized by autoimmune destruction of
pancreatic beta cells leading to insulin deficiency. Because vasoactive intestinal peptide
(VIP) displayed insulinotropic and anti-inflammatory properties, it has been regarded as
a novel therapeutic agent for the treatment of diabetes. Despite all these beneficial
properties, VIP is extremely sensitive to peptidases (DPP-4) requiring constant infusions
or multiple injections to observe any therapeutic effect. Thus, an HIV-based lentiviral
vector encoding human VIP (LentiVIP) was constructed to test the therapeutic efficacy of

VIP in multiple-low dose STZ induced animal model of T1DM.

Method: 3rd generation of HIV-based lentiviral vectors carrying vasoactive intestinal
peptide (LentiVIP) gene was generated to provide a stable VIP gene expression. In
addition, a multi-low dose STZ-induced TIDM experimental animal model was

developed to test the potential therapeutic efficacy of LentiVIP.

Results: LentiVIP delivery into animal model of TIDM resulted in reduced
hyperglycemia, improved glucose tolerance, and prevented weight loss. Decrease in
serum CRP levels, and serum oxidant capacity, in addition to improvement in antioxidant

capacity were also observed in treated animals.

Conclusion: All these beneficial results suggested that LentiVIP delivery should be

evaluated as a novel therapeutic approach for the treatment of patients with TIDM.

Key words: type 1 diabetes, gene therapy, lentivirus, vasoactive intestinal peptide
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Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

SEKILLER DiZiNi

Deneysel Tip 1 Diyabet modeli. 5 ardisik giin 30 mg/kg STZ
enjeksiyonu yapilan Wistar (n=8) ve Sprague Dawley (n=5) si¢anlarin
uygulama Oncesi ve sonrasinda kaydedilen kan glukoz degerleri
grafigi (Istatistiksel analiz; One-Way ANOVA: Tukey’in coklu
karsilagtirma testi; Kontrol vs. Spraque Dawley p=0,0014; Kontrol vs.
Wistar, p=0,0011; Sprague Dawley vs. Wistar, p=0,9958)

5 ardisik giin 30 mg/kg STZ enjeksiyonu yapilan Wistar (n=8)
sicanlarin uygulama 6ncesi ve sonrasinda kaydedilen agirlik degerleri
grafigi (Istatistiksel analiz; Two-Way ANOVA: Tukey’in coklu
karsilastirma testi; Kontrol vs. Wistar, p=0,0045)

T1DM modelinle adacik kayip oranlari. 5 ardigik giin 30 mg/kg STZ
uygulamasini takiben 10., 15. ve 20. giinlerde sakrifiye edilen Wistar
sicanlarin pankreatik kesitleri. B. STZ uygulamasi alan diyabetik
sicanlarda uygulamay1 takiben 10. 15. ve 20. giinlerde kontrol
gruplarina gore adacik alan kaybi. (Two-way ANOVA, p<0.0001)

LxR rekombinasyon reaksiyonu. LR rekombinasyon reaksiyonu, LR
Rekombinaz II enzim karisimi (Invitrogen) yardimiyla, destinasyon
vektorii tizerindeki attR1/attR2 bolgeleri ve VIP plazmidindeki
attL1/attL2 bolgeleri arasinda parga degisimini amaglar. Klonaz
enzim Kkarigimmnin varh@inda giris VIP klonuyla destinasyon
vektdriiniin LxR recombinasyon reaksiyonu VIP transgenini tasiyan

ekspresyon vektoriiniin (pLentiVIP) olusumuna sebebiyet verir.

pLentiVIP ekspresyon klonunun (pLentiViP) vektor haritasi. Giris

VIP klonu ve destinasyon vektdriiniin LxR rekombinasyonu sonucu
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Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Sekil 4.10

Sekil 4.11

Sekil 4.12

olusan pLentiVIP vektérii iizerinde VIP geninin pozisyonu, HIV

tabanli 3. nesil lentiviral vektor genleriyle birlikte gdsterilmistir.

Olusturulan ve iiretilen plazmidlerin restriksiyon enzim analizleri.
Sirastyla pLentiVIP ekspresyon klonunun (EcoRI ve Xhol) ve
lentiviral vektor iretiminde kullanilan paketleme vektorlerinin
(gag/pol (pMDLg/pRRE-EcoRI), pRSV/Rev (Eco RI, Afl II), VSV-
G (pMD2G-Eco RI)) restriksiyon enzim agaroz jel goriintiisii. M:
Gene Ruler 1kb Plus.

LentiVIP ile transdiikte HepG2 hiicrelerinde gdzlemlenen VIP
sekresyonu (Istatistiksel Analiz One-way Anova, Dunnett Coklu
Kargilagtirma Testi; n=6 (**** p=0.0001)

LentiVIP pankreatik beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu arttirir.
(Istatistiksel analiz, Two Way Anova p<0.001). LentiLacZ vektérii
100 MOI dozunda kullanilmustir.

LentiVIP enjeksiyonu Tip 1 diyabetik deneklerde (n=8) kan sekerini
diistirtir. LacZ vektorii alan denekler ise (n=8) takip siiresi boyunca
hiperglisemik tablo sergiledi (Mann-Whitney U Test p= 0.0138)
LentiVIP enjeksiyonu STZ almis deneklerde kilo kazancina sebebiyet
verdi. 2 way ANOVA testi (Sidak coklu karsilagtirma testi) gruplar
arasinda 24 giin ve sonrasinda (gen naklinden 2 hafta sonra)
istatistiksel bir farkin oldugunu gostermektedir (Istatistiksel analiz,
Two way ANOVA, p<0.0054)

LentiVIP (n=8) veya LentiLacZ (n=8) gen nakli sonrasi Tip 1
diyabetik deneklerde glukoz tolerans egrileri (One-Way Anova ve
Tukey’s Coklu Kargilagtirma Testi p<0.0001)

Intraperitoneal yolla LentiVIP (n=8) vektér uygulamasi alan
sicanlarin intraabdominal dokularinda lentiviral vektér dagilim
profili. Kontrol si¢anlar (n=5) herhangi bir uygulama yapilmayan

hayvanlar1 temsil etmektedir. Intraabdominal dokulardan genomik
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Sekil 4.13

Sekil 4.14

Sekil 4.15

Sekil 4.16

DNA izolasyonu sonrasinda qPCR analizi yapilmis ve lentiviral
vektorlerin genome entegre kopya sayilart belirlenmistir. (p<0.05;
Two-way ANOVA)

Gen naklinin serum VIP seviyesi iizerine etkisi. LentiVIP (n=8),
LentiLacZ (n=8) vektor enjeksiyonu ve PBS verilen Kontrol (n=5)
sicanlarda kan serumlarindaki VIP seviyeleri. (Istatistiksel analiz

One-way ANOVA, p<0.0001).***P<0.0001

VIP gen nakli diyabetik deneklerde artmis serum C-reaktif protein
seviyesini diisiiriir. Kontrol grubu (n=6), STZ ve vektor uygulamasi
almayan, PBS enjeksiyonu yapilan sicanlar1 ifade etmektedir.
LentiLacZ grubu (n=8), LentiLacZ kontrol vektorii almis diyabetik
sicanlari; LentiVIP grubu VIP vektorii almis diyabetik siganlari ifade
etmektedir. (One-way ANOVA testi) (**** p<0.0001)

VIP gen nakli diyabetik deneklerin artmis serum total oksidan
kapasitesini normal sinirlara geriletir. Kontrol grubu (n=6), STZ ve
vektor uygulamasi almayan, PBS enjeksiyonu yapilan siganlari ifade
etmektedir. LentiLacZ grubu (n=6), kontrol vektorii almig diyabetik
sicanlari; LentiVIP grubu VIP vektorii almig siganlari ifade
etmektedir. Istatistiksel analizlere gore; LentiLacZ grubunun serum
total oksidan seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede
arttig1 belirlenirken, terapotik vektor uygulamasi yapilan siganlarin
serum total oksidan seviyelerinin LentiLacZ grubuna kiyasla anlaml
derecede diistiigiinii ve kontrol grubu ile benzer seviyelere geldigi
gozlemlenmistir (One-way ANOVA, p****<0,0001).

VIP gen nakli diyabetik deneklerin diigen serum total antioksidan
kapasitesini normalize eder. Yapilan istatistiksel analizlere gore;
LentiLacZ grubunun serum total antioksidan seviyesinin kontrol
grubuna gore anlaml1 derecede azaldig1 belirlenirken, terapdtik vektor
uygulanan hayvanlarda serum total antioksidan seviyelerinin

LentiLacZ grubuna kiyasla anlamli derecede arttigini hatta kontrol
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grubu ile benzer seviyelere geldigi gozlemlenmistir (One-way
ANOVA, p****<0,0001).

Sekil 4.17  Intraperitoneal gen nakli sonrasi intraabdominal dokularda insiilin 37

boyama (n=6)

Sekil 4.18  Gen nakil sonras! intraabdominal organlarda VIP boyama. 38
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AAV : Adeno-associated virus

cAMP : Cyclic adenosine monophosphate
CMV : Sitomegalovirus

CRP : C-reaktif protein

CYD : Siklofosfamid

DPP4 : Dipeptidil Peptidaz-4

GSIS : Glukoz Indiiklii Insiilin Salinim

H&E : Hematoksilen&Eosin

HBSS : Hank’s Buffered Salt Solution

HRP : Horse radish peroksidaz

IDT : Insiilin duyarlilik testi

IMDM : Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
IPGTT : Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi
iPSCs : Indiiklenmis Pluripotent Kk Hiicreler
KRB : Krebs Ringer Buffer

LentiViP : Vazoaktif intestinal peptidi kodlayan lentiviral vector
NOD : Non-obez Diyabetik

PACAP : Pituitary adenilat siklaz-aktiflestiren peptid
PAH : Pulmener Arteryel Hipertansiyon

PC : Prohormon konvertaz

PC1/3 : Prohormon konvertaz 1/3

RA : Romatoid Artrit

rAAV : Rekombinant AAV

SD : Sprague Dawley

STZ : Streptozotosin

T1DM : Tip 1 Diyabet

T2DM : Tip 2 Diyabet



TAS
TOS
VIP
VSV-G
WPRE

: Total Antioksidan Seviye

: Total Oksidan Seviye

: Vazoaktif intestinal peptid

: Vezikiiler stomatit virus G protein

: Woodchuck Posttranscriptional Regulatory Element



1. GIRIS

Giinlimiizde T1DM hastaligina kars1 gelistirilen gen tedavi stratejilerinden bir tanesi beta
hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan yikiminin 6nlenmeye calisildigi viicutta beta
hiicrelerine kars1 immiin-tolerans gelistirilmesine yonelik bir yaklagimdir. Yapilan ilk
caligmalar adaciklarin testis, beyin ya da timiis gibi immiin olarak ayricalikli bolgelere
transplantasyonunu arastirmaktadir. Kisa siirede bu bolgelerin adaciklart sahiplenip
korumadiklar1 ancak Fas ligandi ile indiiklenen apoptozis gibi apoptotik yolaklarin
aktivasyonuna direncli olduklar1 gosterildi. Bu gozlem, beta hiicrelerine reaktif sitotoksik
T hiicrelerinin yikimini amaglamak ic¢in gen tedavi ile pankreas adaciklarindaki 6lim
ligand ekspresyonuna bagli immiinite diizenlenme stratejilerinin uygulanabilirligini
ortaya koydu. Boylece gen tedavisi tip 1 diyabetli hastalarin tedavisi i¢in alternatif bir

tedavi yontemi haline geldi (Chellappan ve ark., 2018).

Bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen bir peptit olan vazoaktif bagirsak peptidi (VIP),
immiin sistemin homeostazini kontrol eden genis bir immiinolojik fonksiyon spektrumuna
sahiptir. Son on yilda, VIP’nin dogustan gelen ve adaptif bagisiklikta giiclii bir anti-
inflamatuar faktor oldugu acgik bir sekilde tespit edilmistir. Dogal bagisiklikta bu peptit,
makrofajlar, mikroglia ve dendritik hiicrelerden inflamatuar sitokinler ve kemokinlerin
{iretimini engeller. Buna ek olarak VIP, antijen sunan hiicreler iizerindeki birlikte uyarici
molekiillerin ifadesini azaltir ve bu nedenle antijene 6zglii CD4+ T hiicrelerinin
uyarilmasini azaltir. Adaptif bagisiklik agisindan, VIP T yardimer Th2-tipi yanitlari tesvik
eder ve inflamatuar Thl tipi yanitlar1 azaltir. Sitokin ve kemokin ekspresyonunun
inhibisyonunda ve Th2 efektdrlerinin tercihli gelisimi ve/veya hayatta kalmasina katilan
molekiiler mekanizmalarin birgogu bilinmektedir. Bu nedenle, VIP ve analoglar1 akut ve
kronik inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde mevcut tedavilere umut verici
alternatif adaylar olarak &nerilmistir. Tiim bu etkilerine ragmen 6nceki ¢aligmalarda VIP
tabanli tedavi stratejilerinin klinik uygulamalara ge¢mesinde birtakim sorunlarla
karsilagildigindan terapétik bir etki olusturabilmek i¢in peptidin yiiksek dozlarda birkag
kez verilmesi gerekmektedir. Bir peptidin viicutta uzun siireli, stabil ekspresyonunun

saglanmasinin tek yolu gen naklidir.



Tiim bu gercekler goz oniine alindiginda projedeki amaglarimizi asagidaki gibi kisaca

siralayabiliriz:

1- Diisiik doz STZ indiiklii diyabet olusturulmus siganlara VIP sentezi saglayacak giivenli
bir gen tedavi vektoriiniin gelistirilmesi ve bu vektorlerin fonksiyonel etkinliklerinin 6nce

in vitro olarak belirlenmesi.

2- Diisiik doz STZ indiiklii diyabet olusturulmus siganlarda LentiVIP gen tedavisinin in

vivo koruyuculugunun aragtirilmasi.

Sonugta, ¢alismamizda insan VIP geninin sitomegalovirus (CMV) promotoru esliginde
aktarimu ile tip 1 diyabetik deney hayvanlarindaki otoimmiin yanit1 baskilayabilmek ve
immiin toleransi indiiklemek {izere deneklere vazoaktif intestinal peptit kodlayan geni
bulunduran lentiviruslar1 (LentiVIP) aktarmay:1 planlyoruz. Boylelikle VIP sentezi
saglamanin ¢oklu-diisiik doz STZ indiiklemeli diyabet modelinde beta hiicre fonksiyon ve
adacik kitle kaybina karst koruyuculuk saglayip saglayamayacagi, hiperglisemiye karsi

etkin bir tedavi yontemi olup olmayacagi belirlenebilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet

Normal bir insan pankreasinda yaklasik 1 milyon adacik vardir. Insiilin sekresyonu yapan
beta hiicreleri adaciklardaki endokrin hiicrelerin ¢ogunlugunu olusturur (%60-80).
Glukagon igeren alfa hiicreleri (%20-30) ve somatostatin barindiran delta hiicreleri de
(%5-15) pankreas adaciklarinda lokalize diger endokrin hiicrelerdir. Beta hiicre (adacik)
kitle miktarini; programli hiicre 6liimii (apoptozis), hipoplazi/hiperplazi, beta hiicrelerinin
proliferasyonu ve prekorsor hiicrelerin gelisimiyle (neogenez) karakterize dort farkli
mekanizma belirler. Beklendigi gibi adacik hiicre replikasyonu, hacim artig1 ve neogenez;
net beta hiicre kitle miktarmm arttirirken, apoptozis adacik kitle miktarini azaltir. Insan
pankreasinda dogumdan hemen sonra gegici bir beta hiicre replikasyonu ve devaminda
kisa stireli bir neogenez s6z konusudur. Bu sathada apoptotik hiicre oran1 oldukga diisiik
oldugu i¢in, hayatin ilk doneminde beta hiicre kitlesinde net bir kazanim s6z konusudur.
Cocukluk ve ergenlik caglarinda ise bireyi eriskin doneme tasiyabilecek miktarda; beta
hiicre replikasyonu, neogenez ve apoptozis oranlarinda kendiliginden bir denge olusur.
Ancak yaslilikta apoptozis hem replikasyon hem de neogenez oranlarinin dniine gectigi
icin beta hiicre kitlesinde net bir azalma olur. Degisik nedenlerden otiirii adacik kitle kaybi
viicudun fizyolojik ihtiyacin1 karsilayabilecek diizeyde bir insiilin iiretimine sebebiyet
veremezse; geng olsun yasli olsun bu kisilerde seker hastaligi (diyabet) ortaya ¢ikar. Seker
hastalig1; genetik veya sonradan kazanilan faktorlerin etkisiyle ortaya cikan, beta hiicre
fonksiyonu ve organlarin insiilin duyarliliklarinin etkilendigi metabolik bir hastaliktir.
Bilindigi gibi son yillarda diyabetin hem yaygimligi hem de goriilme sikligt bariz bir
sekilde artis gostermistir. Bu baglamda hem gelismis hem de gelismekte olan iilkeleri
ilgilendiren diyabet hastalig1 giiniimiizde epidemik bir hal almistir. Bugiin i¢in diyabette
kullanim1 onay almis pek ¢ok ila¢ bulunmasina ragmen bu hastaligin hem ekonomik hem
de saglik agisindan toplumlara halen biiyiik bir yiik getirebiliyor olmasi olduk¢a dikkat
cekicidir. Insiilin sekresyonu veya insiilinin etki mekanizmasinda gdzlemlenen
bozukluklar, hastalarda kan sekerinin siirekli olarak yiiksek kalmasina (hiperglisemi) yol

acar. Bugiin i¢in yeryiiziinde yaklasik 500 milyon, tilkemizde ise yaklasik 10 milyon kisiyi



etkileyen diyabetin genel olarak iki farkli formu vardir. Dramatik insiilin yetmezligiyle
bag gosteren pankreasin beta hiicrelerinin oto-immiin yikimiyla sonuglanan formuna tip 1
diyabet (T1DM) denir. Insiilin direngliligi ve insiilin sekresyonunda bozukluklarla
seyreden formu ise tip 2 diyabettir (T2DM). Tip 1 Diyabet 6zellikle ¢cocukluk ¢aginda
ortaya cikan bir hastaliktir. Hastalarda mevcut adaciklarin %80-90’min kaybi sonucu

yiiksek kan glukoz seviyeleri ile kendilerini gosterir.

2.2. Tip 1 Diyabet

Tip 1 Diyabet (TIDM) langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin otoimmiim yikimi
sonucu kronik gelisen bir hastaliktir. TIDM hastaligina sebep olan otoimmiiniteyi
tetikleyen mekanizma heniiz bilinmemektedir. T1DM hastalar1 genellikle otoimmiin atak
baslangicindan aylar veya yillar sonra, ancak semptomlarin baslamasiyla tani
alabilmektedirler. TIDM gelisimini temelde 3 evreye ayirabilmekteyiz. ilk evre
otoimmiin saldirinin basladig1 ve beta hiicrelerinin azaldig1 evredir. Zamanla azalan beta
hiicreleri bir siire sonra artan kan glukoz seviyesinin (hiperglisemi) diizenlenmesi i¢in
gerekli insiilini liretmede yetersiz kalmaktadir. Hiperglisemik durumun yasandigi ve beta
hiicrelerinin yikimmnin devam etti§i asama prediyabetik evresinin ikinci fazini
olusturmaktadir. Hipergliseminin uzun siire devam etmesi sonucu olusan nefropati,
ndropati ve retinopati gibi kronik semptomlarm da goriilmesiyle diyabet hastaligi

meydana gelmektedir (Katsarou ve ark., 2017).

Giliniimiizde insiilin enjeksiyonu T1DM hastaliginin temel tedavi yoOntemini
olusturmaktadir. Ancak bu tedavi TIDM hastaligin1 iyilestirmek veya tedavi etmekten
uzaktir, yalnizca akut ve kronik, makro ve mikro komplikasyonlarin goriilmesini
geciktirmekte ya da hafifletmektedir. Ayrica enjekte insiilinler zamanla artan fizyolojik
insiilin miktarindaki azalmay telafi etmekte yetersiz kalmaktadir. Diger yandan pankreas
nakli TIDM hastalarinda yasam kalitesini ve siiresini arttirmaktadir. Fakat uygun donor
bulma zorlugu, biiyiik bir ameliyat gerektirmesi bu yontemin klinikte uygulanabilirligini
kisitlamaktadir. Dahasi ameliyat sonrasinda beta hiicrelerine karsi gelisen hizli ve siddetli
bir immiin yanitin 6nlenebilmesi i¢in kullanilan immiin baskilayici ilaglarin da sebep

oldugu olumsuzluklar dolayisiyla tartismali bir yaklasimdir. Pankreas adacik



transplantasyonu, pankreas naklinin gerektirdigi biiyiikk bir ameliyat ve insiilin
enjeksiyonu ile iligkili komplikasyonlardan sakinmasi agisindan uygun bir alternatiftir. Bu
alternatif T1DM hastalar1 i¢in imit verici olsa da, fonksiyonsuz greftlerin goriilme siklig1
ve nakledilen greftlerin de yeniden bozulmasi sonucu alicilarin ¢ogunun 5 yilin sonunda
yeniden insiilin tedavisine baglamasi uygulamanin basarisini sorgulatmaktadir. Beta
hiicrelerini immiin aracili yikimdan korumak i¢in yapilan ¢aligmalara ragmen, sonugta
hiicrelerin bozulmalar1 geciktirilebilmekte ancak Onlenememektedir. Su anda adacik
transplantasyonunda ulasilmasi hedeflenen amag¢ diyabetik sendromlarin hi¢cbir immiin
baskilayici ilag tedavisine ihtiya¢ duyulmaksizin tedavi edilmesini miimkiin kilmaktir.
Uzun donem organ islevselligini siirdiirmek i¢in Oncelikle alloimmiin ve otoimmiin

engeller asilmalidir. Ancak bu sekilde adacik nakli anlamli olabilecektir.

Tip 1 diyabet histopatolojisi, langerhans adaciklariyla siirli karakteristik bir lenfositik
insiilit (insiilitis) ile iliskili olarak azalmis beta hiicre kitlesi ile tanimlanmaktadir. Insiilin
lireten beta hiicrelerinin sitotoksik T hiicre aracili yikimi, bilinmeyen bir antijen tarafindan
baslatilir ve klinik tanida beta hiicresi kiitlesinin %75'inden fazlasinin tahrip edilmesine
yol actig1 diisiiniilmektedir. Infiltrasyon baskin olarak CD8+ lenfositleri igerir fakat CD4+
lenfositleri, B lenfositleri ve makrofajlar1 da igerebilirler. Hiicresel yanita, genis bir dizi
beta hiicresi antijenine karst otoantikor iceren bir humoral yanit eslik eder. Ancak bu
antijenler tanimlanmamis olmakla birlikte insiilitisin TIDM hastaliginin sebebi veya
sonucu olup olmadig1 da saptanmamuigtir. Otoantikor-pozitif hastalarda beta hiicrelerine
kars1 hiicresel bagisiklik cevabinin anlagilmasi, mevcut kan ornekleri ve c¢alisilacak
pankreas dokusu eksikligi nedeniyle sinirlidir. Obez olmayan diyabetik (NOD) fare ve
BioBreeding sican modelleri gibi spontan hayvanlara 6zgii diyabetik hayvan modelleri,
immiinogenetik ve patogenez acisindan insanlardan biiyiik farklilik gosterdiginden

bilgilendirici degildir (A. D. Sanlioglu, Griffith, ve ark., 2008).

Gilinlimiizde T1DM hastaligina kars1 3 farkli gen tedavi stratejisi giindemdedir. Bunlardan
ilki, otoimmiin tahribat sonucu kaybedilen beta hiicrelerinin yerine yenisinin konmasi i¢in
gelistirilen, beta hiicresi olmayan hiicrelerin gen nakli yoluyla tekrar programlanarak

temsili beta hiicrelerine doniisiimiinii saglayan yaklasimlari igerir. Kaybolan veya yikilan



doku ve organlardaki hiicreler transplantasyon aracilifiyla terapotik olarak etkin
hiicrelerle yer degistirebilirler. Bu yaklasim, nakil i¢in yeterli sayida istenen hiicre tiirtinii
tiretmek {izere hiicresel kimlikleri ve 6zellikleri etkin bir sekilde diizenleyen yontemleri
gerektirir. Bu hiicreler, fibroblastlar gibi kolaylikla erisilebilen somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasiyla, siiresiz ¢ogaltilabilen ve herhangi bir somatik hiicre tiiriine
doniisebilen indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPSC'ler) olusturulmasiyla elde
edilebilirler. Bu alanda devam etmekte olan ¢alismalar gerceklestirilse bile immiinite
baskilanmadigi siirece T1DM hastalari i¢in kesin ¢dziim olmayacagi agiktir. Ikincisi, beta
hiicrelerinin tahribatt sonucu ortaya ¢ikan T1DM hastaligimin en 6nemli eksikligin
giderilmesi amaciyla gergeklestirilen insiilin gen replasman tedavi metodudur. Insiilin gen
naklinin TIDM’de basarili olabilmesi i¢in gen naklinin glukoz duyarli bir organa
yapilmasi, anlik degisebilen kan glukoz seviyelerine cevap verebilmesi ve insiilin
sentezinin uzun siireli olmasi gerekmektedir. Bunlara ek olarak az insiilin gen ekspresyonu
kan sekerini diisiirmede etkisiz kalirken, gereginden fazlasi ise hastalarin hipoglisemik
komaya girmelerine sebebiyet verdiginden hiicrede iiretilen insiilin miktarinin mutlaka
kontrol altina alinmasi gerekmektedir. Sonuncusu da beta hiicrelerinin bagisiklik sistemi
tarafindan yikiminin 6nlenmeye calisildig: viicutta beta hiicrelerine kars: immiin-tolerans
gelistirilmesine yonelik bir yaklasimdir. Yapilan ilk ¢alismalar adaciklarin testis, beyin ya
da timiis gibi immiin olarak ayricalikli bolgelere transplantasyonunu arastirmaktadir. Kisa
stirede bu bolgelerin, adaciklar1 sahiplenip korumadiklar1 ancak Fas ligandi ile indiiklenen
apoptozis gibi apoptotik yolaklarin aktivasyonuna direngli olduklar1 gosterildi. Bu
gozlem, beta hiicrelerine reaktif sitotoksik T hiicrelerinin yikimini amaglamak i¢in gen
tedavi ile pankreas adaciklarindaki Oliim ligand ekspresyonuna bagli immiinite
diizenlenme stratejilerinin uygulanabilirligini ortaya koydu. Bdylece gen nakli tip 1
diyabetli hastalarin tedavisi i¢in alternatif bir yontem haline geldi (Chellappan ve ark.,

2018).

Diyabet hastalarinin tedavisi i¢in gen aktarimlari ex vivo ve in vivo olmak iizere iki farkl
yolla yapilabilir. Ex vivo yontemde hastadan alinan hiicreler viicudun disinda laboratuvar
ortaminda modifiye edilir ve tekrar hastalara nakledilir. In vivo ydntemde ise, gen transfer

vektorlerinin farkli yollarla hastalara direkt enjeksiyonu s6z konusudur (intravendz,
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subkutan, vb.). Basit ve daha uygun olmasi sebebiyle, in vivo gen terapisi, gen
aktarimlarinda oldukca tercih edilen bir metottur. Kan glukozunun diisiiriilmesini
hedefleyen gen tedavi yaklagimlar1 genel olarak glukoz kullanimini kolaylastirirken, es
zamanli olarak, karaciger gibi organlarda beta hiicresi olugturma potansiyeline sahip olan
transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin aktarimi da denenmis ¢aligmalar arasindadir.
Lipofeksiyon ve elektroporasyon gibi viral olmayan vektor aktarim sistemleri yerine,
viruslarin hedef hiicreleri enfekte edebilme 6zellikleri, onlarin gen aktarim ¢aligmalarinda
tercih sebebidir. Kullanilacak viruslarin konak hiicrede replikasyonunun engellenmesi
cesitli genetik modifikasyonlar ile saglanir. Terapotik 6zellikteki geni tasiyan viral vektor,
konak hiicreyi enfekte ettikten sonra hiicre niikleusuna girer ve entegrasyon sonrasi
aktarilan genin ekspresyonu gerceklesir. Vektor olarak kullanilan viruslardan bazilari
retroviruslar, adenoviruslar, adeno-assosiye viruslar (AAV) ve lentiviruslar olarak
siralanabilir. Lentiviral vektorler konak hiicre genomuna entegre olduklarindan, aktarimi
yapilan genin diger vektorlere oranla daha uzun siireli ekspresyonunu saglarlar. Hem
bolinen hem de bdliinmeyen hiicreleri transdiikte etmeleri, konak hiicrede
immiinojeniteye neden olmamalar1 ve AAV’lere oranla daha yiiksek transgen tasima
kapasiteleri dolayistyla bu vektorlerin gen tedavi caligmalarinda kullanimlar1 son
zamanlarda artig gostermistir (M. H. Tasyurek ve ark., 2014; H. M. Tasyurek, Altunbas,
ve ark., 2018).

2.3. TIDM Gelisiminde VIiP ve PACAP’1n Potansiyel Etkileri

Ideal bir beta hiicre koruyucusunun glukoz indiiklii insiilin sentezini arttirmasi, beta hiicre
replikasyonu ve adacik neogenezi saglamasi, onlar1 yangisal ajanlardan ve apoptozisten
koruyabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenir. Bu baglamda pitiiiter adenilat siklaz
aktivasyon polipeptidi (PACAP) ve vazoaktif intestinal peptidi (VIP) beta hiicrelerinden
oldukca etkin bir insiilin sekresyonu yaptirma potansiyeline sahip, T1DM tedavisinde
umut vaad eden iki ajandir. Ancak PACAP’1n insiilin sekresyonunu arttirmasina ragmen
dolasimdaki glukoz seviyesini arttiran glukagon ve epinefrin salinimin1 uyarmasi, klinik
acidan onemli bir sorun olarak goriilmektedir. Dahast PACAP’1n klinik uygulanmasinda
vazodilasyona sebebiyet vererek kan basincini asir1 diisiirmek gibi ciddi yan etkileri de

belirlenmistir. DPP-4 tarafindan da hizlica parcalanmasi onu etkin bir tedavi araci
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olmaktan uzaklastirmaktadir. Bunun yaninda VIiP’ler Thl bagisiklik tepkisinin
baskilanmasi ve diizenleyici T hiicreleri yoluyla bagisiklik toleransinin indiiklenmesi
yoluyla etkili bir anti-enflamatuar faktor gibi davranmasi ve yemek sonrasi insiilin
salimimin giiclii bir sekilde uyarmasi gibi genis biyolojik fonksiyon spektrumundan 6tiirt,
diyabet dahil olmak iizere bircok otoimmiin hastaliklarin tedavisinde umut verici bir
terapotik madde olarak bilinmektedir. Bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen bir peptit
olan vazoaktif bagirsak peptidi (VIP), immiin sistemin homeostazini kontrol eden genis
bir immiinolojik fonksiyon spektrumu uygular. Son on yilda, VIP’nin dogustan gelen ve
adaptif bagisiklikta giiclii bir antiinflamatuar faktdr oldugu acik bir sekilde tespit
edilmistir. Dogal bagisiklikta bu peptit, makrofajlar, mikroglia ve dendritik hiicrelerden
inflamatuar sitokinler ve kemokinlerin {iretimini engeller. Buna ek olarak VIP, antijen
sunan hiicreler lizerindeki birlikte uyarici molekiillerin ifadesini azaltir ve bu nedenle
antijene 6zgii CD4+ T hiicrelerinin uyarilmasini azaltir. Adaptif bagisiklik agisindan, VIP
T yardimc1 Th2-tipi yanitlari tesvik eder ve inflamatuar Thl tipi yanitlar1 azaltir. Sitokin
ve kemokin ekspresyonunun inhibisyonunda ve Th2 efektorlerinin tercihli gelisimi ve /
veya hayatta kalmasina katilan molekiiler mekanizmalarin bir¢ogu bilinmektedir. Bu
nedenle, VIP ve analoglar1 akut ve kronik inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde mevcut tedavilere umut verici alternatif adaylar olarak Snerilmistir. Tiim bu
etkilerine ragmen o&nceki calismalarda VIP tabanli tedavi stratejilerinin klinik
uygulamalara geg¢mesinde birtakim sorunlarla karsilagildigindan terapdtik bir etki
olusturabilmek i¢in peptidin yiiksek dozlarda birkag kez verilmesi gerekliligini agmak i¢in
de etkinligi, giivenilirligi ve uzun siire ekspresyon saglamalarindan dolay1 lentiviral

tabanli gen tedavi uygulamalar1 ile basar1 saglama hedefindeyiz.

2.4. VIP Aracih Gen Transfer Calismalar:

Insiilin bagimli seker hastalig1 olarak bilinen tip 1 diyabet (T1D) pankreasin insiilin iireten
beta hiicrelerinin bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan pargalanmasiyla ortaya ¢ikan
metabolik bir hastaliktir (A. D. Sanlioglu, Griffith, ve ark., 2008; Dirice ve ark., 2009).
Seker hastaliginin erken doneminde pankreasta gozlemlenen harabiyet (A. D. Sanlioglu,
Dirice, ve ark., 2008), dogal bagisiklik hiicrelerinin ve Th1 tipi sitokinlerin anahtar rol

oynadig1 yangisal bir reaksiyon sonucu olusur (Raz ve ark., 2005; A. D. Sanlioglu ve ark.,

8



2009). Bilindigi gibi NOD fareler insan T1D hastaligina ¢ok benzer bir otoimmiin
sendrom tablosu sergiler. VIP’nin proinflamatuar etkiyi antiinflamatuar yanita
cevirebildigi onceden bilindiginden, otoimmiin diyabet modelinde VIP’nin terapotik
etkisinin olup olmayaca@1 uzunca bir siiredir merak edilen bir konuydu. Once VIP’nin
peptid formunun NOD farelerde Tip 1 diyabet gelisimini 6nledigi saptandi (Beyan ve ark.,
2003). Bu caligsmada; diyabetten korunmanin dolasimdaki Th1 sitokinlerin baskilanmasi,
regiilator T hiicre aktivasyonu ve artan IL-10 sentezi ile saglanabilecegi gosterildi
(Kukreja ve ark., 2002). NOD farelerde diyabet kendiliginden olusabildigi gibi
siklofosfamid (CYD) kullanilarak da hizlandirilip, hastalik sinkronize edilebilir. CYD bu
etkiyi; bagisiklik sistem hiicrelerini etkileyerek Th1/Th2 sitokin dengesini degistirerek
gerceklestirir (Rosignoli ve ark., 2006; Larocca ve ark., 2007). Nihayetinde plazmid DNA
aracili VIP gen naklinin de CYD indiiklii diyabet insidansimi diisiirdiigii gosterildi
(Atkinson ve Leiter, 1999). Gézlemlenen bu etkinin molekiiler mekanizmasi heniiz tam
olarak aydinlatilmamis olsa da VIP’nin immiin regiilatér bir molekiil olarak regiilator T
hiicrelerini etkiledigi ve sitokin profilini inflamatuar tipten (Thl) antiinflamatuar tipe
(Th2) doniistiirdiigii diisiinilmektedir. Bunun disinda NOD farelerde insan sjogren
sendromundaki gibi salgi sekresyonunda azalma ve ekzokrin bezlerde bir infiltrasyon
vardir (Cha ve ark., 2002; Gallegos ve Bevan, 2004; Herrera ve ark., 2006). insan VIP
geni tastyan rAAV-2 gen tedavi vektoriiniin (rAAV2hVIP) submandibular bezlere lokal
uygulanmasi, immiin baskilayaci bir etki gostererek ilgili sendromunun ana belirtilerinde
diizelmeye sebebiyet verdi (Kok, Yamano, ve ark., 2003). VIP uygulamasmin etkili
oldugu inflamatuar hastalik grubundan bir digeri de romatoid artritdir (RA). Romatoid
Artrit (RA) sinovyal hiicrelerin kontrolsiiz liremesiyle karakterize yangisal bir hastaliktir
(Kok, Baum, ve ark., 2003). Bu baglamda kontrolsiiz ¢ogalan sinovyositleri ortadan
kaldirmaya yonelik deneysel gen tedavisi metodlar gelistirilmeye ¢alisiimaktadir (Lodde
ve ark., 2006). Bugiin i¢in klinik RA tedavisinde denenmis TNF alfa inhibitorlerinin,
sistemik immiin baskilama gibi ciddi yan etkileri mevcuttur. Bunun yerine antiinflamatuar
ozelliklerinden yararlanmak iizere deneysel RA modeli olan kolajen indiiklemeli artrit
modelinde (CIA) VIP nin terapétik etkileri arastirildi. VIP peptidi uygulamasmin CD4+,
CD25+ regiilator T hiicreleri yoluyla CIA modelinde yararli etkilerinin oldugu gosterildi

(Bisgin ve ark., 2010). Sonrasinda, peptid yerine VIP kodlayan lentiviral vektorler
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(LentiVIP) intraperitonal verilerek lenf nodlar1 ve eklemlerde CD4+, CD25+, FoxP3+
regiilator T hiicrelerinin indiiklendigi, IL-10 ve TGF beta senteziyle karakterize
antiinflamatuar bir Treg cevabinin olustugu belirlendi. Boylelikle, LentiVIP vektorler
antijen spesifik otoreaktif efektdr Th1/Th17 hiicrelerin aktivasyonu sonrasinda gelisen
CIA’in yangisal fazini inhibe ederek terapdtik bir etkinlik gostermis oldu (Terzioglu ve
ark., 2007). ViP’nin yararli koraner vazodilatif etkisinin yaminda, hem vaskiiler
(Gonzalez-Rey, Fernandez-Martin, ve ark., 2006), hem de akciger (Delgado ve ark., 2008)
diiz kas hiicrelerinde antiproliferatif etkisi de vardir. Nitekim VIP yoksun fareler bariz bir
pulmener arteryel hipertansiyon (PAH) tablosu sergiler (Hultgardh-Nilsson ve ark., 1988).
PAH hastalarmin kan serumunda ve akcigerlerinde yetersiz VIP bulunmasi ve VIP
inhalasyonunun hastalarda yararli etkilerinin gozlemlenmesi {izerine, VIP’nin PAH
tedavisinde kullanilabilecek bir ajan olabilecegi ortaya atildi (Maruno ve ark., 1995).
VIP’nin vaskiiler hiicre proliferasyonunu inhibe edici etkisi ve PAH hastalarinda bir
yararinin goriilmesi iizerine; adenoviral vektorler kullanarak siirekli VIP sentezi
saglamanin (Said ve ark., 2007), peptidi kendi basina kullanmaya oranla daha etkin bir
tedavi stratejisi olabilecegi hipotezi ortaya atildi. Nitekim adenovirus aracili VIP gen
transferiyle, sican aortik ve pulmener arteryel diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe
ederek PAH tedavisinde yeni ve etkin bir tedavi stratejisi olabilecegi gosterildi (Ohno ve
ark., 1994). Ayrica lentivirus aracili VIP gen naklinin de DIO deney hayvan modelinde
serum trigliserid ve kolesterol seviyelerini diislirmenin yani sira, insiilin duyarliligi ve
glukoz toleransini gelistirerek STZ indiiklii diyabete kars1 bir koruma sagladigi gosterildi
(H. M. Tasyurek, Eksi, ve ark., 2018).

Neticede biz de bu amacla VIP genini lentiviral vektorler igerisine klonladik. Sonrasinda
bu vektorlerin ¢oklu-diisiik doz STZ indiiklemeli diyabetik deney hayvan modelinde

etkilerini test ettik.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Insan VIP Geni Kodlayan Lentiviral Vektorlerin Olusturulmasi

3.1.1. Giris Vektorlerinin Hazirlanmasi

Insan vazoaktif intestinal peptit (VIP) geninin agik okuma gergevesini igeren plazmid
Invitrogen ORF Klon kiitiiphanesinden segildi (Invitrogen, IOH80326). VIP kodlayan
sekans 513 bp uzunlugunda olup, Kanamisin direnglilik geni iceren bir pENTR(tm)221
giris vektoriine klonlanmis olarak, E.coli bakterisi icerisinde agara gdmiilmiis olarak
tedarik edildi. Ilk olarak bakteri, kanamisin iceren LB Agar petrilere ¢izgi ekim yontemi
ile ekildi. Bir gece 37°C‘de inkiibe edilen petrilerde iireyen bakterilerden tek diisen
koloniler se¢ildi ve s1vi mini kiiltiirlere (50 pg/ml konsantrasyonda Kanamisin iceren LB
Broth) inokiile edildi. Mini kiiltiirler 12-16 saat siireyle 37°C’de calkalamal1 inkiibatorde
birakildiktan sonra her bir koloniden gliserol stoklar olusturuldu ve -80°C’de saklandi.
Kalan mini kiiltlirler daha biiytik dl¢ekte iiretim amaciyla yine kanamisin iceren 100 ml
stv1 besiyerine inokiile edildi. Gece boyu inkiibe edilen bakteriyel hiicre kiiltiirlerinden
Invitrogen Purelink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Cat No. K2100-05) kullanilarak

plazmid izolasyonu gerceklestirildi.

3.1.2. Lentiviral Ekspresyon Vektoriiniin Olusturulmasi

VIP ORF plazmidlerinin izole edilmesinden sonra, pLentiVIP lentiviral ekspresyon
klonunun olusturulmas1 amaciyla Gateway Teknolojisi kullanildi. Bu amagla, Virapower
Hiperform Lentiviral Gateway Expression Kit (Invitrogen, K5330-00) kullanilarak
pLEnti6.3/V5-DEST Gateway vektoriine VIP transgeni klonlandi. Bu destinasyon
vektorli tasidigr bazi Ozellikler dolayisiyla, kullanigh bir gen aktarim araci olarak
belirlendi. Ornegin, ilgilenilen genin hemen ardma yerlestirilen Woodchuck Hepatitis
Virusunden elde edilmis Woodchuck Posttranscriptional Regulatory Element (WPRE),
transgen ekspresyonunun artmasina olanak saglamaktadir. Ek olarak HIV-1 integraz
geninden elde edilmis Polypurine Tract (cPPT), konake1 hiicre genomuna entegre olan
lentivirus kopya sayisini arttirarak protein ekspresyonunda iki kat artig saglamaktadir.
Ayrica, destinasyon vektoriinde yer alan CMV promotoru memeli hiicrelerinde ilgilenilen

genin yliksek miktarda ve belirgin diizeyde ekspresyonunu saglamaktadir. Ekspresyon
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klonunu olusturmak amactyla (transfer plazmidi), Gateway LR Clonase II Enzyme Mix
aracilifiyla, kitin Onerdigi protokole bagli kalinarak LR rekombinasyon reaksiyonu
kuruldu. Reaksiyon karigimi OneShot Stbl3 Chemically Competent E.coli bakterilerine
transforme edildi. Ampisilin i¢eren LB agar petrilere yapilan ekim sonrasi transformantlar
secildi. pENTR gus vektorii pozitif kontrol olarak kullanildi. Sec¢ilen kolonilerden kurulan
mini kiiltiirlerden mini prep plazmid izolasyonu Qiagen Plasmid Mini Kit (Cat No. 12125)
ile gergeklestirildi. EcoRI ve Xhol ile yapilan ikili restriksiyon enzim kesimi ile dogru

boyutta kesilmis fragment tagiyan koloniler tanimlandi.

Paketleme 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)) kodlayan farkli plazmidler Addgene
firmasindan bakteri kiiltiirli igerisinde tedarik edildi. Bunlarla birlikte beta galaktosidaz
kodlayan LentiLacZ vektoriiniin olusturulmasi amaciyla da LV-LacZ Plazmidi (Plasmid
12108) addgene firmasindan tedarik edildi. Tiim plazmidler lentiviral vektor {iretiminde

kullanilmak iizere yiiksek miktarda bakteri kiiltiirlinde g¢ogaltildiktan sonra, Qiagen

MegaPrep kiti (Cat No:12183) kullanilarak izole edildi.

3.1.3. Lentivirus Uretimi

Lentiviral vektorlerin iiretimi i¢in, ilk olarak 293T hiicreleri %10 FBS, %1 Pen+Strep
iceren DMEM (4.5 g/L D-glucose, 4 mM L-glutamine, sodyum piriivat) besiyerinde,
CellStar® T-175 cm? flasklarda (Cat No: 660175, Greiner Bio-One GMbH,
Frickenhausen, Germany) ¢ogaltildi. Daha sonra hiicreler, 1700 cm? yiizey alanina sahip
tirtikl1 donen siselere (Cell MasterTM roller bottles Cat No: 681 062, Greiner Bio- One
GMbH, Frickenhausen, Germany), her birine 80x10° 293T hiicre olacak sekilde
pasajlandi. 24 saat siireyle 0.3 rpm hizda dondiiriilerek sise i¢ yilizeyine yapismasi
saglanan 293T hiicreleri, ek olarak 12-16 saat siireyle 1 rpm hizda HERAcell 2401 CO>
inkiibatorde (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) inkiibasyona birakildi. LentiViP
plazmidi, paketleme plazmidleriyle belirli oranlarda karistirildiktan sonra donen siselerde
tireyen 293T hiicrelerine kalsiyum fosfat yontemiyle transfekte edildi. 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 hizda, 37°C, %5
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CO:‘li inkiibatdrde lentiviral vektor iiretiminin gergeklesmesi saglandi. Viral siipernatant,
2,000G’de 15 dakika siireyle yapilan santrifiij yardimiyla ve ardindan 0.45 um filtreden
gecirilerek hiicre debrisinden arindirildi. Konsantre edilmemis virus soliisyonu 6 farkli
ultrasantrifiij tiipiine (pollyallomer ultracentrifuge tubes, Beckman Coulter, Cat
No0.326823) her birine 30 ml olacak sekile dagitilarak siikroz cushion yontemi ile 25,000
rpm hizda +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
stireyle +4°C’de beklemeye birakildi. Ertesi giin pelletler pipetaj yardimiyla yeniden
stispanse edilip ve mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Viral stoklar 50-100 ul olarak
alikotlandiktan sonra titrasyon Oncesinde -80°C’de saklandi. LentiLacZ vektorii de

aciklanan protokollerin uygulanmasiyla tiretildi.

3.1.4. Lentiviral Vektorlerin Q-PCR’la Fonksiyonel Titrasyonu

Lentivirus ile transdiikte edilmis HT1080 hiicrelerinde (ATCC® CCL-121TM) genoma
entegre kopya sayisini belirlemek tizere qPCR reaksiyonu kuruldu. Transfer vektoriinde
bulunan WPRE (woodchuck hepatit virus posttranskripsiyel regiilatdr element) transgen
mRNA’sinin posttranskripsiyonel diizenlenmesinde gorev alarak transgen ekspresyonunu
2 ile 5 kat kadar arttiran bir dizidir. Dolayisiyla lentiviral vektorlerle transfekte hiicrelerde
WPRE primerleri ile yapilacak bir PCR’da sadece genoma entegre kopyalar ¢ogaltildi.
Boylece iiretilen lentiviruslarin hiicreleri transdiikte etme yetenegi bu kopya sayilar1 baz
alinarak degerlendirilir. qPCR reaksiyonlar1 i¢in, WPRE primerleri (Fwd: 5’-
CCGTTGTCAGGCAACGTG-3’; Rev: 5’- AGCTGACAGGTGGTGGCAAT -3’) viral
genomun miktar tayini i¢in kullanilirken, Alblimin primerleri (Fwd: 5’-
GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT- 3’; Rev: 5’- ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC -
3’) internal kontrol olarak kullanildi. Standart egrinin eldesi i¢in, daha 6nce Addgene
sirketinden alinmis olan alblimin plazmidinin farkli konsantrasyonlar1 kullanilmustir.
qPCR reaksiyonu Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Cat No: 204143)
kullanilarak ABI 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda gerceklestirildi.
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3.2. Lentiviruslarin In Vitro Fonksiyonellik Analizleri

In vitro VIP miktarinin 6l¢iimii icin HepG2 hiiclerine transdiiksiyon gerceklestirildi ve
VIP EIA kiti kullamldi. HepG2 hiicreleri 24 kuyulu petrilere her bir kuyuya 50.000 hiicre
olacak sekilde ekildi ve 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler artan dozlarda
(Multiplicity of Infection-MOI) lentivirus ile polybrene varliginda enfekte edildi ve
besiyeri degistirilmeden once 24 saat siireyle inkiibe edildi. LentiVIP ile transdiikte
edilmis HepG2 hiicrelerinin siipernatantlart ELISA i¢in topland: ve dipeptidyl peptidaz
IV inhibitérii eklenerek saklandi. Siipernatantlar énceden anti-VIP monoklonal antikoru
ile kaplanmis kuyucuklara yiiklendi. Inkiibasyon sonrasi kit igeriginde verilen baglanma
reaksiyonunu taniyacak konjugat soliisyonu ve florokrom substrat eklenmesi sonrasinda
olusan reaksiyonun florometrik analizi ile transdiikte hiicre orneklerindeki aktif VIP

miktar1 saptandi.

Uretilen vektdriiniin in vitro kosullarda pankreatik hiicrelerinden glukoz duyarl: insiilin
salmimini arttirtp arttirmadigini test etmek icin LentiVIP ile transdiikte edilmis Min6
hiicreleri artan glukoz konsantrasyonlarina maruz birakildiktan sonra hiicre siipernatanlari
toplanarak salinan insiilin miktar1 insiilin ELISA testi ile tespit edildi. Min6 hiicreleri
(Prof. Dr. Jun-ichi Miyazaki’nin hediyesi, Japonya) 96 kuyulu petrilere her bir kuyuda
1x10° Min6 hiicresi olacak sekilde ekildi ve bir gece hiicre kiiltiir inkiibatoriinde
bekletildi. Daha sonra Min6 hiicreleri artan MOI oranlarinda (5, 25 ve 100) LentiViP veya
LentiLacZ (100 MOI) ile polybrene varliginda transdiikte edildi. Glukoz indiiklii insiilin
saliim testini gerceklestirmek icin, lentivirus ile transdiikte edilmis Min6 hiicreleri PBS
ile yikandiktan sonra glukozsuz Krebs Ringer Buffer (KRB) da bekletildi. Tiim kuyular
bazal glukoz esitlemesi icin, 2.8 mM glukoz iceren KRB tamponunda 30 dakika 37°C’de
preinkiibasyona birakildiktan sonra hiicreler iizerindeki sivilar uzaklastirildi ve hiicreler
glukozsuz KRB ile yikandi. Daha sonra hiicrelere 0, 2.8 veya 25 mM glukoz igeren farkli
KRB tamponlarindan 250 ul eklenerek hiicreler 1 saat siireyle 37°C’de inkiibe edildi. Siire
sonunda siipernatantlarda salinan insiilin miktarinin tespiti i¢in Ultra Sensitive Mouse
insiilin  ELISA kit (CrystalChem, Cat No: 90080) kullanarak ELISA deneyi
gerceklestirildi. Deney sonuclar1 kontrol olarak kullanilan LentiLacZ sonuglari ile

kiyaslanarak yorumlandi.
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3.3. Deney Hayvani Calismalar

Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden tedarik edilen iki farkli sican
modelinde Tip 1 Diyabet modeli olusturma calismalar1 gerceklestirildi. 4 haftalik erkek
Sprague Dawley ve Wistar sicanlar herhangi bir besin kisitlamasi olmadan ad libitum
standart yem ve su ile beslendi. Iki farkli sican tiiriinde kontrol ve deney gruplari ayrildi.
Tip 1 diyabet olusturmak i¢in adacik hiicrelerinin tahribatiyla birlikte otoimmiiniteyi
indiiklemeyi de hedefledigimizden, deney grubu sicanlara 5 giin art arda 30 mg/kg
Streptozotosin  (STZ) uygulandi. Yar1 Omrii olduk¢a kisa olan STZ kimyasali
enjeksiyondan hemen 6nce 0.01 M, pH 4.5 sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek, agirlik ve kan
glukoz degerleri kaydedilen 5 haftalik Sprague Dawley ve Wistar siganlara intraperitoneal
yolla enjekte edildi. Siganlarin periyodik kan glukoz degerlerinin ol¢imii Abbott
FreeStyle glukoz stripleri ve Abbott glukometre ile gergeklestirildi. Deneysel ¢alismalar
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Komitesinin
diizenlemelerine uygun olarak gerceklestirildi. Deney siiresi sonunda sigcanlarin
sakrifikasyonu anestezi altinda gerceklestirildi ve intrakardiyak enjeksiyon yoluyla alinan
kan orneklerinin serumlari ayristirildiktan sonra analizlerde kullanilmak {izere saklandi.
Intraduktal yolla PBS verilerek siganlarin pankreas dokularmnin kandan arindirilmasi ve
sisirilmesi saglandi. Izole edilen pankreaslar; fiksatif ve alkol soliisyonlarindan gegirilerek
doku takibi islemlerine tabi tutuldu ve immiinohistokimyasal analizlerde kullanilmak

lizere parafine gomiilerek saklandi.

3.3.1. Kan Glukoz Tayini

STZ indiikli TIDM modeli olustururken takip edilmesi gereken en dnemli etkenlerden
biri kan glukoz seviyeleridir. Bunun i¢in kan glukoz seviyeleri sigcanlarin kuyruk veninden
alinan kanda AccuCheck Kompakt Glukometre (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA) yardimiyla 6l¢iildii. AccuCheck Kompakt cihazinin 6l¢tim araligi 10-500 mg/dL
olup, 500 mg/dL’den biiyiik olan her dl¢iim HI gostergesi vermektedir. Bu sebeble HI
olarak okunan degerler 500 mg/dL olarak kaydedildi. STZ enjeksiyonunu takiben, kan
glukoz seviyeleri ve olas1 agirlik kayiplari periyodik olarak dl¢iilerek, iki defa tist tiste 250
mg/dL degerin Tlizerinde kan glukoz Ol¢limii veren sicanlar diyabetik olarak

degerlendirildi. Tokluk glukoz Ol¢limleri, sicanlarin farkli saatlerde farkli beslenme
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aliskanliklar1 nedeniyle gerceklesebilecek degisikliklerin elimine edilmesi amaciyla,

Ogleden sonra ilk saatlerde, siganlarin tamamen tok olduklar1 zamanlarda yapildi.

3.3.2. Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi

Diyabet gelisiminde degisen parametrelerden birisi de glukoz toleransidir. Besinlerle
alinan glukozun regiilasyonu sirasinda glukoz miktaria bagl olarak insiilin saliniminin
diizgiin gerceklesmesi ile kandaki glukozun belirli bir siire icerisinde temizlenmesi
gerekmektedir. Ancak glukoz toleransinin bozulmaya basladigi durumlarda yiiksek
miktarda alinan glukoz kandan beklenen siire icerisinde yeteri kadar temizlenemez. Bu
degerlerin ne sekilde degistiginin belirlenmesi amaciyla, si¢anlarin gece boyu ag
birakildiktan sonra (12-16 saat) %40 glukoz igeren soliisyon (2mg/g viicut agirligi)
intraperitoneal yolla (IP) enjekte edildikten sonra 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda kuyruk
venasindan alinan kan 6rneklerinde glukoz (Accu-Check Go, Roche) dlgtimleri yapild.
Elde edilen degerlerin zamana bagli degisimi kontrol grubundaki siganlarla
karsilagtirilarak  diyabet indiiklenen sicanlarin  glukoz toleransindaki  degisim

degerlendirildi.

3.3.3. immﬁnohistokimyasal Cahismalar

T1DM modelin olusturulmasina yonelik yapilan ¢aligmalar sonucunda adaciklardaki
pankreatik beta hiicrelerinin tahribatinin analizi i¢in siganlar STZ enjeksiyonundan 30 giin
sonra sakrifiye edildi. Pankreas dokularinin formalin ile fiksasyonunu takiben, parafine
gomiilii dokulardan alinan kesitlerde hematoksilen & eosin (H&E) boyamasi ve poliklonal
tavsan anti-insiilin antikoru (Abcam, Cat No. Ab63820) ile insiilin boyamasi
gerceklestirildi. Beta hiicre alan 6l¢iimii ise preperatlarin Olympus IX81 motorize inverted
floresan mikroskobu kullanilarak, insiilin pozitif ve total pankreas alanlarin Image J
yazilim1 (National Institutes of Health, Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/) ile
hesaplanarak 6l¢iildii. insiilin pozitif alanlarin tiim pankreasa oran1 hesaplandiktan sonra
kontrol grubu siganlarin insiilin pozitif alanlari ile kiyaslanarak STZ sonrasi kaybolan

adacik miktari belirlendi.
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3.4. Uretilen Vektorlerin Olusturulan Modellerde /n Vivo Terapotik Etkinliginin
Test Edilmesi

Yapilan denemeler sonucunda optimize edilen dozlarda STZ uygulamasi sonucu diyabetik
hale getirilen sicanlardan 10 tanesi, diyabetik kontrol grubu olarak ayrildi. LentiVIP ve
LentiLacZ vektorlerinin her biri i¢in 10’ar hayvan olmak iizere 20 diyabetik sican 2 gruba
ayrildi. Her bir sigana, ait oldugu grubu ifade eden vektorler (LentiVIP veya LentiLacZ),
STZ enjeksiyonunu takip eden 5. giinde intraperitoneal yolla 10!° TU enjekte edildi. Tim

deney planinin kontrolii olarak da 10 sican saglikli kontrol grubu olarak degerlendirildi.

STZ uygulamasiin ardindan 3. ve 5. giinlerde gergeklestirilen kan glukoz takiplerinde
250 mg/dl ve iizeri degerlere sahip sigcanlar diyabetik olarak degerlendirildi. Nitekim
diyabetik gruplara enjeksiyon sonrasi 5. giinde LentiVIP ve LentiLacZ uygulamalar
gerceklestirildi. Kan glukoz seviyeleri, agirliklari, sag kalim oranlar1 ve glukoz tolerans
degerleri dlgiilerek LentiVIP uygulamasmin bu parametrelerdeki etkileri takip edildi.

Sakrifiye edilen siganlardan izole edilen dokular fikse edildikten sonra parafin kasetlere
gomiildii. Parafine gomiilii dokulardan 4 um kalinliginda alinan kesitlerde,
deparafinizasyon isleminin ardinan TRIS-EDTA pH 9.0 soliisyonu ile antijen retrievel
islemi gergeklestirildi. Peroksit bloklama ve protein bloklama islemleri EXPOSE Rabbit
spesifik HRP/DAB detection THC kit (Abcam, ab80437) kullanilarak gerceklestirildi.
Kesitlere Tavsan poliklonal primer antikorlar1 uygulandiktan sonra +4°C’de 1 saat siireyle
bekletildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kit iceriginde bulunan HRP (Horse Radish
Peroxidase) konjuge edilmis ke¢i anti-tavsan sekonder antikoru uygulandi. 15 dk siireyle
sekonder antikorla muamele edilen preparatlara DAB Kromojenik Substrati
uygulandiktan sonra Hematoksilen ile karsit boyama yapildi. Immiinohistokimyasal
boyama islemlerini takiben dehidratasyon islemleri gergeklestirilen preperatlarda insiilin
ve VIP primer antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimyasal analizler yapildi. Bu
analizler anti-tavsan Expose kit ile gergeklestirildiginden tiim primer antikorlar poliklonal
tavsan kokenli olarak secildi. Bu antikorlar sirasiyla, anti-insiilin antikoru (Abcam, Cat
No. ab63820) 1/2000 ve anti-VIP antikoru (Abcam, Cat No. ab101959) 1/100 diliisyon
oranlarinda kullanildi. Immiinohistokimyasal boyama yapilan her bir kesit Olympus IX81

motorize inverted florasan mikroskobu kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi.
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Roller Bottle iiretimi ile gergeklestirilen virus iiretimi sonrasinda, lentiviral vektorler
Wistar siganlarin her birine ayn1 hacimde enjeksiyon yapilacak sekilde PBS igerisinde
sulandirilip, intraperitoneal olarak enjekte edildi. Enjeksiyonu takiben kan glukoz, glukoz
tolerans ve insulin duyarlilik {izerindeki terapatik incelemelerin gergeklestirilmesinden
sonra sicanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen sicanlarin, pankreas, karaciger, dalak,
bobrek ve kalp dokusundan 10-25 mg olacak sekilde ornekler toplanarak -80°C’de
saklandi. Bu dokularin toplanmasindan sonra, -80°C’den c¢ikarilan dokulardan DNeasy
Blood&Tissue Kit (Qiagen, 69506) ile DNA izolasyonu gergeklestirildi. izolasyon
sonrasinda elde edilen DNA o6rneklerinden, lentiviral kantitasyon amaciyla kantitatif PCR
reaksiyonlar1t WPRE primerleri (Fwd: 5°- CCGTTGTCAGGCAACGTG-3 ; Rev: 5°-
AGCTGACAGGTGGTGGCAAT -3°) ile Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Cat
No: 204143) kullanilarak hazirlandi. Reaksiyonlar ABI 7500 Fast Real-Time PCR
cihazinda yiiriitiildii. Standart egrisi elde etmek icin Alblimin plazmidlerinin bilinen
konsantrasyonlarinda  6rnekler hazirlanip, Alblimin  primerleriyle (Fwd: 5°-
GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT- 3’ ; Rev: 5’- ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC -
3’) kurulan reaksiyonlarin Ct degerleri hesaplanarak standart egri grafigi olusturuldu. Tiim
orneklerin WPRE Ct degerleri, vektdr almamis kontrol hayvanlarin dokularindan elde

edilen Ct degerleri ile karsilagtirilarak, verilen vektoriin dokulara dagilim yiizdeleri
belirlendi.

3.4.1. Serum VIP ELISA

LentiVIP uygulamas: yapilan hayvanlarm diyabetik durumlarina bagl olarak devam
ettirilen takip siiresinin ardindan sakrifiye edilen siganlardan elde edilen kan serumlarinda
mevcut VIP seviyeleri VIP ELISA Kit (Sunred, Cat.No. 201-02-0400) kullanilarak
belirlendi. Bu kit ¢ift-antikorlu sandvi¢ enzim-bagli immiinosorbent analizi (ELISA) olup
kan serumundaki VIP miktarii belirlemede kullanildi. Kan serum &rnekleri, biyotin ile
isaretlenmis VIP antikorlar1 ve Streptavidin-HRP konjugat ajanlarinin hepsi daha énceden
VIP monoklonal antikoru ile kaplanmis kuyulara eklendi. Ornekler 1 saat 37°C’de inkiibe
edildikten sonra 5 kez yikanan kuyulara Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenerek
karanlikta 10 dk stireyle inkiibe edildi. Reaksiyonun durdurulmasindan sonra 450 nm’de

absorbans Olclimleri gergeklestirildi. Standart konsantrasyona gore almman OD
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degerlerinden elde edilen standart egrinin denklemi kullanilarak serum VIP seviyeleri
hesapland1. Boylece lentiviral VIP gen nakli ile kontrol gruba kiyasla kandaki VIP peptit

seviyelerinin karsilastirilmasit miimkiin olabildi.

3.4.2. Serum CRP, TOS ve TAS Analizleri

Yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein seviyesinin belirlenmesi icin CUSABIO ELISA kit
kullanildi1 (CSB-E07922r, Wuhan, Hubei, China). Deneklerin TOS ve TAS seviyeleri
daha once literatiirde agiklandig1 sekliyle 6l¢iildii (Malik vd., 2018; Yaribeygi vd., 2019).
Total Oksidan Seviye (TOS) analizi kolorimetrik bir yontem olup Ferr6z (Fe+2) demir
kompleksinin Ferrik (Fe+3) demir kompleksine okside olmasi temeline dayanir. Asidik
ortamda ferrik demir renkli bir bilesik olusturur. Olusan bu renkli bilesigin siddeti
spektrofotometre cihazinda 600 nm’de &lgiildii. Olgiimiin kalibrasyonu igin hidrojen
peroksit kulland1 ve sonuglarin birimi pmol H202 Equiv./L olarak verildi. Ydntemin
varyasyon katsayist (%CV) <%5’dir. Total Antioksidan Seviye (TAS) kolorimetrik
yonteminde ise drnekte bulunan antioksidanlarin kuvvetli bir oksidan olan koyu mavi-
yesil renkli ABTS ile reaksiyona girerek bu bilesigin renginde agilmaya neden olur. Bu
renkteki acilma spektrofotometre cihazinda 660 nm’de 6l¢iildii. Olgiimiin kalibrasyonu
vitamin E ile yapildi ve sonuglarin birimi pmol. Trolox/L’dir. Yontemin varyasyon

katsayist (%CV) <%3’diir.

3.5. Istatistiksel Analiz

Sonuglarin grafik ifadeleri GraphPad Prism programi kullanilarak gergeklestirildi.
Istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
kullanilarak gergeklestirildi. Datalar +/- SEM olarak sunulacak ve P degeri 0.05 olarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Tip 1 Diyabet Deney Hayvan Modeli Olusturma

T1DM tedavisinde insiilin gen aktariminin terapdtik etkinliginin arastirilmasi tizerine
planlanmis projemizde ilk asamada T1DM hayvan modelinin olusturulmasi amaclandi.
Bu dogrultuda kan sekerini ylikseltmek i¢in gerekli adacik hasar1 Streptozotosin (STZ)
(Sigma-Aldrich (St Louis MO, USA) enjeksiyonu ile saglandi. Ancak Tip 1 Diyabette
adacik hasari ile birlikte beta hiicrelerine T hiicre infiltrasyonunun da indiiklenmesi
gerektiginden ve tek doz STZ uygulamas: ile adacik tahribati bunu basaramadigindan,
bunun yerine ¢oklu doz STZ uygulamalar ile beta hiicre hasarinin yani sira oto-immiin
hasarin aktivasyonu da hedeflendi. Bu amaca yonelik olarak deney hayvanlarina 5 giin art
arda olacak sekilde diisik doz STZ uygulanarak sonuglar degerlendirildi. Bu amagla
oncelikle iki farkli sigan tiirtinde 5 doz STZ uygulamasinin etkileri incelendi. Wistar ve
Spraque Dawley sicanlarda 5 ardisik giin 30 mg/kg STZ uygulamasinin ardindan kan
glukoz degerlerinin takibi sonucunda, enjeksiyondan bir hafta sonra si¢anlarda
hiperglisemi saptandi. 7. giin itibariyle 300 mg/dI’nin iizerine ¢ikan kan glukoz degerleri,
yapilan 6 haftalik takip siiresince bu degerin iizerinde kald1 ve uygulamanin her iki sican
tiiriinde de diyabeti basartyla indiikledigi goriildii. Spraque Dawley si¢anlarin kan glukoz
degerlerinde Wistar sicanlara gore dalgalanmalar oldugu saptansa da, sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildiginde Spraque Dawley veya Wistar sicanlarin uygulanan STZ

enjeksiyonlarina verdikleri yanitta belirgin bir farklilik olmadig1 belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Deneysel Tip | Diyabet modeli. 5 ardisik giin 30 mg/kg STZ enjeksiyonu yapilan Wistar (n=8) ve
Sprague Dawley (n=5) si¢anlarin uygulama oncesi ve sonrasinda kaydedilen kan glukoz degerleri grafigi
(Istatistiksel analiz; One-Way ANOVA: Tukey’in goklu karsilastirma testi; Kontrol vs. Spraque Dawley
p=0,0014; Kontrol vs. Wistar, p=0,0011; Sprague Dawley vs. Wistar, p=0,9958)

Analizler dogrultusunda, Wistar sicanlarin hiperglisemik kan degerlerinin Sprague
Dawley si¢anlara gore daha stabil bir seyir izlemesi nedeniyle projeye Wistar siganlarla

devam edildi.
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Kan glukoz degerlerinin takip edilmesinin yani sira uygulamanin siganlarda bir agirlik
kaybina yol agip agmadigini belirlemek amaciyla uygulamadan 2 hafta 6nce kaydedilen
agirliklar, 6 hafta sonunda kaydedilen agirliklarla karsilastirildi. Bu karsilagtirma
sonucunda kontrol grubu sicanlarinda yasa bagli agirlik artisinin normal diizeyde devam
ettigi gozlenirken, 5 ardisik giin boyunca yapilan 30 mg/kg STZ enjeksiyonuyla, Wistar
sicanlarda agirlik artisinin belirgin diizeyde azaldig1 saptandi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 5 ardisik giin boyunca 30 mg/kg STZ enjeksiyonu yapilan Wistar (n=8) sicanlarin uygulama 6ncesi
ve sonrasinda kaydedilen agirlik degerleri grafigi (Istatistiksel analiz; Two-Way ANOVA: Tukey’in ¢oklu
karsilastirma testi; Kontrol vs. Wistar, p=0,0045)

Ardindan diyabetik siganlar STZ sonrasi 10. 15. ve 20. giinlerde sakrifiye edilerek
pankreas adacik kaybi ve olast lenfosit infiltrasyonu hematoksilen/eozin boyamayla
belirlendi. Yapilan histolojik analizler ardisik diisiik doz STZ uygulamasindan 10 giin
sonrasinda beta hiicre kitlesinin yarisindan fazlasinin (%60), 20 giin sonrasinda ise biiyiik
bir ¢ogunlugunun (%90) azaldigin1 gostermistir (Sekil 4.3).

Elde edilen bulgular; diisiik doz ardisik STZ uygulamalarinin beta hiicrelerinin tahribatina
sebebiyet vererek, hiperglisemiyi indiikledigi ve bu sayede TIDM hayvan

modellemesinin basariyla olusturuldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.3 TIDM modelinde adacik kayip oranlar. 5 ardisik giin 30 mg/kg STZ uygulamasini takiben 10.,
15. ve 20. giinlerde sakrifiye edilen Wistar siganlarin pankreatik kesitleri. B. STZ uygulamasi alan diyabetik
sicanlarda uygulamayi takiben 10. 15. ve 20. glinlerde kontrol gruplarina gore adacik alan kaybi. (Two-way
ANOVA, p<0.0001)
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4.2. VIP Geni Kodlayan 3. Nesil Lentiviral Vektorlerin Olusturulmasi

Gereg ve yontemde anlatildifi iizere VIP kodlayan HIV tabanli 3. Nesil lentiviral
vektorlerin olusturulmasi amaciyla oncelikle Virapower Hiperform Lentiviral Gateway
Expression Kit (Invitrogen, K5330-00) kullanilarak pLEnti6.3/V5-DEST Gateway
vektdriine VIP transgeni klonlandi. Daha sonra ekspresyon klonunun olusturulmasi igin
(transfer plazmidi), Gateway LR Clonase II Enzyme Mix araciligtyla, kitin onerdigi
protokole bagli kalinarak LR rekombinasyon reaksiyonu kuruldu (Sekil 4.4, Sekil 4.5).
Ekspresyon plazmidinin {retilmesinde bakteriyofaj lambdanin bolgeye 06zgii
rekombinasyon 0zelligi olan (att sites= baglanma bdlgeleri) klonlama stratejisinden

faydalanildi.
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Sekil 4.4 LxR rekombinasyon reaksiyonu. LR rekombinasyon reaksiyonu, LR Rekombinaz II enzim
karistmi  (Invitrogen) yardimiyla, destinasyon vektorii iizerindeki attR1/attR2 bdlgeleri ve VIP
plazmidindeki attL1/attL.2 bolgeleri arasinda par¢a degisimini amaglar. Klonaz enzim karigiminin varliginda
giris VIP klonuyla destinasyon vektdriiniin LxR recombinasyon reaksiyonu VIP transgenini tastyan
ekspresyon vektoriiniin (pLentiVIP) olusumuna sebebiyet verir.
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Sekil 4.5 pLentiVIP ckspresyon klonunun (pLentiVIP) vektor haritasi. Giris VIP klonu ve destinasyon
vektoriiniin LxR rekombinasyonu sonucu olusan pLenti VIP vektorii iizerinde VIP geninin pozisyonu, HIV
tabanl 3. nesil lentiviral vektor genleriyle birlikte gosterilmistir.
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Tanimlayici restriksiyon enzim kesimleri yapilarak (EcoRI ve Xhol) dogru klonlar se¢ildi.
Lentiviral vektor iiretiminde kullanilacak diger 3 adet plazmid vektoriiniin de benzer
sekilde ilgili restriksiyon enzimleriyle kesimi sonrasinda %1°lik agaroz jel elektroforezde

dogrulamasi yapild1 (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Olusturulan ve iiretilen plazmidlerin restriksiyon enzim analizleri. Sirastyla pLentiVIP ekspresyon
klonunun (EcoRI ve Xhol) ve lentiviral vektor iiretiminde kullanilan paketleme vektorlerinin (gag/pol
(pMDLg/pRRE-EcoRI), pRSV/Rev (Eco RI, Afl II), VSV-G (pMD2G-Eco RI)) restriksiyon enzim agaroz
jel gortintiisii. M: Gene Ruler 1kb Plus.

Lentiviral vektor tiretimleri, transfer plazmid dahil 4 farkli plazmidin 293T hiicrelerine
kalsiyum fosfatla naklini esas alan gecici transfeksiyon yontemiyle gerceklestirildi.
Uretilen lentiviruslarin sukroz cushion ydntemi yardimiyla saflagtirilarak ultrasantrifiijii

sonrasinda konsantre viruslar elde edildi (Olgun ve ark., 2019).
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Real-Time PCR reaksiyonu Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Cat No: 204143)
kullanilarak ABI 7500 Fast Real-Time PCR cihazinda gerceklestirildi.

VIP kodlayan lentiviral transfer plazmidin olusturulmasindan sonra (LentiVIP),
deneylerimizde kontrol vektorii olarak kullanilmak iizere beta galaktosidaz sentezleyen

lentiviral transfer plazmid (LentiLacZ) benzer sekilde insa edildi.

4.3. Lentiviral Vektorlerin In Vitro Ekspresyon ve Fonksiyon Analizleri

HIV tabanli 3. Nesil lentiviral vektdrlere VIP gen aktarimi sonrasinda bu gen nakil
vektoriinden VIP sentezi yapilabildigini gosterebilmek igin, HepG2 hiicrelerine LentiViP
ile transdiiksiyonu gergeklestirildi. VIP ELISA sonucuna gére HepG2 hiicrelerinin artan
dozlarda (MOI) LentiViP ile transdiiksiyonu artan miktarlarda VIP sekresyonuna yol act1
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 LentiVIP ile transdiikte HepG2 hiicrelerinde gézlemlenen VIP sekresyonu (Istatistiksel Analiz
One-way Anova, Dunnett Coklu Karsilastirma Testi; n=6 (**** p=0.0001))
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VIP pankreas beta hiicrelerinden glukoz indiiklii insiilin salinimin tetiklediginden, yani
insiilinotropik etkili bir peptit oldugundan, LentiVIP vektériinden sentezlenen VIP’in de
ayni etkiyi yapip yapamayacagini test etmek i¢in glukoz indiiklii insiilin salinim testi
(GSIS) uygulandi. Bu amagla pankreatik beta hiicreleri LentiVIP ve LentiLacZ ile
transdiikte edildi. LentiVIP enfeksiyonunun LentiLacZ verilmesine oranla Min6
hiicrelerinden ancak yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda bariz dl¢iide insiilin salinimini
tetikledikleri aciga ¢ikt1 (Sekil 30). Bu da LentiVIP vektoriinden sentezlenen VIP’in

insiilinotropik etkisinin oldugunu gosterir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 LentiVIP pankreatik beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu arttirir. (Istatistiksel analiz, Two
Way Anova p<0.001). LentiLacZ vektorii 100 MOI dozunda kullanilmustir.

4.4. Lentiviral Vektorlerin In Vivo Terapétik Etkinlikleri
LentiVIP vektériiniin in vitro fonksiyonel etkinlikleri belirlendikten sonra ilgili gen nakil
vektoriinlin antidiyabetik terapdtik etkinliginin belirlenebilmesi i¢in deney hayvanlari

caligmalarina gegildi.
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Tip 1 diyabet olusturmak i¢in deney grubu siganlara 6 haftalikken 5 giin art arda 30 mg/kg
STZ uygulandi. STZ enjeksiyonunun 3. ve 5. giiniinde diyabet oldugu tespit edilen
siganlar 2 gruba ayrildi. Bir gruba terapotik gen tastyan lentiviral vektorler (LentiVIP)
diger gruba ise beta galaktosidaz geni tasiyan lentiviral vektorler (LentiLacZ)
intraperitoneal olarak enjekte edildi. Gen nakli yapilan deneklerin kan sekeri periyodik
olarak takip edildi. LentiLacZ vektorii alan siganlar takip siiresi boyunca diyabet tablosu
sergilerken LentiVIP alan diyabetik siganlarin kan sekeri vektdr enjeksiyonunu takiben 1

hafta sonra normoglisemik diizeye indi ve takip siiresi boyunca normal seyretti (Sekil 4.9).

700

S @ STZ LentiLacZ

g 6001 = STZ-LentiVIP

‘= 5004

o

o)

) 400‘

a

N 3007

@)

X

3 200"

(2 LentiVIP

S 100-

N y
O T T T T

5 0 5 8 10 13 15 18 24 31 38 45 52
Gun

Sekil 4.9 LentiVIP enjeksiyonu Tip 1 diyabetik deneklerde (n=8) kan sekerini diisiiriir. LacZ vektorii alan
denekler ise (n=8) takip siiresi boyunca hiperglisemik tablo sergiledi (Mann-Whitney U Test p= 0.0138).
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LentiVIP enjeksiyonu yapilmis deneklerle LentiLacZ enjeksiyonu yapilmis denekler
agirlik kazanci agisindan karsilagtirildiginda, LentiLacZ enjeksiyonu yapilmis diyabetik
deneklerde kilo kaybi s6z konusuyken, LentiVIP enjeksiyonu almis deneklerde belirgin
bir kilo kazanci gozlemlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10 LentiVIP enjeksiyonu STZ almis deneklerde kilo kazancina sebebiyet verdi. 2 way ANOVA testi
(Sidak ¢oklu karsilastirma testi) gruplar arasinda 24 giin ve sonrasinda (gen naklinden 2 hafta sonra)
istatistiksel bir farkin oldugunu gdstermektedir (Istatistiksel analiz, Two way ANOVA, p<0.0054).
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Gen nakli yapilan deneklerin glukoz tolerans performanslarini belirlemek icin gen
naklinden 5 hafta sonra LentiVIP veya LentiLacZ almus her iki grup sigana 6 saatlik aglik
sonrasinda IP olarak dekstroz enjeksiyonu (2 g/kg) yapildi. Sonrasinda bu siganlarn kan
glukoz ol¢iimleri 0., 15., 30., 60., 120. ve 150. dakikalarda kuyruk venalarindan alinan
kanla glukometre ile belirlendi. LentiLacZ enjeksiyonu yapilmis diyabet denekler kan
sekerini temizleyemezken, LentiVIP enjeksiyonu yapilan deneklerde kan glukozunun

daha etkin temizlendigi belirlendi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 LentiVIP (n=8) veya LentiLacZ (n=8) gen nakli sonras1 Tip 1 diyabetik deneklerde glukoz
tolerans egrileri (One-Way Anova ve Tukey’s Coklu Karsilagtirma Testi p<0.0001).
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Intraperitoneal yolla LentiVIP vektor uygulamasi alan siganlarm intraabdominal
dokularinda lentiviral vektdor dagilim profilini gosterebilmek i¢in almman doku
pargalarindan DNA izole edilerek qPCR analizi yapildi ve genoma entegre kopya sayilari
belirlendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 intraperitoneal yolla LentiVIP (n=8) vektdr uygulamasi alan sicanlarin intraabdominal
dokularinda lentiviral vektor dagilim profili. Kontrol siganlar (n=5) herhangi bir uygulama yapilmayan
hayvanlari temsil etmektedir. intraabdominal dokulardan genomik DNA izolasyonu sonrasinda qPCR
analizi yapilmis ve lentiviral vektorlerin genome entegre kopya sayilar belirlenmistir. (p<0.05; Two-way
ANOVA)
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Gen nakli yapilan deneklerdeki serum VIP seviyesi ELISA ile 6lgiilerek diyabetik
olmayan kontrol deneklerle karsilastirildi. LentiLacZ verilen diyabetik hayvanlarda serum
VIP seviyesi oldukca azalirken, LentiVIP verilen deneklerde kontrol gruba oranla

yaklasik 2 kat arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13 Gen naklinin serum VIP seviyesi iizerine etkisi. LentiViP (n=8), LentiLacZ (n=8) vektor
enjeksiyonu ve PBS verilen Kontrol (n=5) sicanlarda kan serumlarindaki VIP seviyeleri. (Istatistiksel analiz
One-way ANOVA, p<0.0001).***P<0.0001

4.5. Gen Nakil Vektoriiniin Diyabet Kokenli inflamasyon Uzerine Etkisi

Daha onceden yapilan calismalarda tip 1 diyabette hem glukotoksisitenin hem de adacik
hiicrelerine kars1 gelisen otoimmiin reaksiyondan dolay1 inflamasyon ve oksidatif stresin
arttigr ileri siirlilmiistii (Pietropaolo ve ark., 2007). Bu nedenle gen nakli yapilan
deneklerde gen naklinin inflamasyon {izerindeki etkilerini belirlemek ic¢in deneklerde
serum CRP, serum oksidan ve serum antioksidan seviyeleri Olgiilerek birbirleriyle

karsilastirildi.

33



Yapilan istatistiksel analizlere gore diyabetik LentiLacZ verilmis grubun serum CRP
seviyesinin kontrol grubuna gore anlamli derecede arttig1 belirlenirken, terapotik vektor
uygulamasi yapilan siganlarin serum CRP seviyelerinin LentiLacZ grubuna kiyasla

anlaml1 derecede azaldigi (One-way ANOVA, p<0,0001) gozlemlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 VIP gen nakli diyabetik deneklerde artmis serum C-reaktif protein seviyesini diigiiriir. Kontrol
grubu (n=6), STZ ve vektor uygulamasi almayan, PBS enjeksiyonu yapilan siganlart ifade etmektedir.
LentiLacZ grubu (n=8), LentiLacZ kontrol vektorii almis diyabetik sicanlari; LentiVIP grubu VIP vektorii
almis diyabetik sicanlar ifade etmektedir. (One-way ANOVA testi) (**** p<0.0001).
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Daha sonra gen nakli yapilan deneklerde oksidan ve antioksidan seviyeleri belirlenerek
birbirleriyle kiyaslandi. Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da goriildiigii lizere LentiLacZ enjekte
edilmis diyabetik deneklerin serum oksidan seviyelerinin kontrol gruplarina gére daha
yiiksek ve antioksidan seviyelerinin zit olarak kontrolden daha diisiik oldugu gézlemlendi.
LentiVIP vektor alan gruplarda ise oksidan seviyesinin kontrol grubuna benzer seviyelere

geriledigi, antioksidan seviyelerinin ise artarak normal seviyelere geldigi belirlenmistir.

50
=
B
=
o
D 40
O: *kkk
T
i)

30-
g
5 T
g
3 20-
(7]
c
®©
o
[2 10-
O
S
(@]
= 0 T

Kontrol LentiLacZ LentiVIP

Sekil 4.15 VIP gen nakli diyabetik deneklerin artmis serum total oksidan kapasitesini normal sinirlara
geriletir. Kontrol grubu (n=6), STZ ve vektor uygulamasi almayan, PBS enjeksiyonu yapilan siganlari ifade
etmektedir. LentiLacZ grubu (n=6), kontrol vektorii almis diyabetik sicanlari; LentiVIP grubu VIP vektorii
almis sicanlar1 ifade etmektedir. (One-way ANOVA, p**#*<(,0001).

Yapilan istatistiksel analizlere gore (One-way ANOVA sonrasinda Tukey’in coklu
karsilastirma testi); LentiLacZ grubunun serum total oksidan seviyesinin kontrol grubuna
gore anlamli derecede arttig1 belirlenirken, terapotik vektor uygulamasi yapilan sicanlarin
(LentiINS ve LentiVIP) serum total oksidan seviyelerinin LentiLacZ grubuna kiyasla
anlamli derecede diistiigiini ve kontrol grubu ile benzer seviyelere geldigi
gozlemlenmistir (One-way ANOVA, p****<(0,0001). Hatta LentiINSVIP grubunun
serum total oksidan seviyesinin kontrolden bile daha diisiik oldugu saptanmistir (Tukey’in

coklu karsilastirma testi, p=0,0042).
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Sekil 4.16 VIP gen nakli diyabetik deneklerin diisen serum total antioksidan kapasitesini normalize eder.
Yapilan istatistiksel analizlere gore; LentiLacZ grubunun serum total antioksidan seviyesinin kontrol
grubuna gore anlamli derecede azaldig1 belirlenirken, terapotik vektor uygulanan hayvanlarda serum total
antioksidan seviyelerinin LentiLacZ grubuna kiyasla anlamli derecede arttigini hatta kontrol grubu ile
benzer seviyelere geldigi gozlemlenmistir (One-way ANOVA, p**#*<(,0001).
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4.6. Gen Nakli Sonrasi Immiinohistokimyasal Analizler

Tip 1 diyabet hayvan modelinde hem olusturulan modeldeki beta hiicre kitle kaybinin
gosterilmesi hem de lentiviral vektor aracili gen aktariminin pankreatik adaciklar
lizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla Wistar sicanlarin 3 farkli grubundan izole
edilen intraabdominal organ kesitleri lizerinde immiinohistokimyasal analizler yapildi.
Diyabetin indiiklendigi sicanlarda LentiVIP ve LentiLacZ vektdrii uygulanan iki ayr
grupta da lentiviral gen naklinin etkileri incelendi. Insiilin antikoru (Tavsan Poliklonal
Anti-insiilin Antikor, Abcam ab63820) ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda
LentiLacZ verilmis diyabetik deneklerde pankreas beta hiicrelerinin tahrip oldugu,

LentiVIP gen nakli yapilan deneklerde ise pankreas adaciklarin rejenere oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Intraperitoneal gen nakli sonrasi intraabdominal dokularda insiilin boyama (n=6)
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VIP antikoru (Abcam, Cat No. ab101959) ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda
CMYV promotoru sayesinde aktarilan gen pankreas dis1 abdominal dokularda da eksprese
olmustur. Ayrica intraperitoneal yolla gen nakli sonrasinda qPCR ile belirledigimiz doku

tropizmi analiz sonuglarimizla uyumlu olarak en yogun boyama karaciger dokusunda
gosterilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 Gen nakil sonrasi intraabdominal organlarda VIP boyama
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5. TARTISMA

T1DM hastalarinin tamami zaman iginde beta hiicre kaybina bagli olarak insiiline bagimli
hale gelir (A. D. Sanlioglu ve ark., 2012, 2013). Insiilin replasman tedavilerinin diyabet
acisindan her ne kadar yararli etkiler sergilemesi beklense de, T1DM hastalarinda hastaligi
tedavi etmedigi, sadece diyabetik komplikasyonlar1 geciktirdigi bilinir. TIDM tedavisi
icin hastalarda otoimmiin yanitin da baskilanmasi gerekmektedir. Gerek maliyeti ve
gerekse yan etkileri sebebiyle bugiin i¢cin TIDM hastalarina bagisiklik sistemlerini
baskilayict ilag kullanimi Onerilmemektedir. TIDM gelisiminin daha etkili olarak
engellenebilmesi amaciyla beta hiicrelerine zarar veren aktif otoimmiin sistem

hiicrelerinin de ilave gen nakli yontemleriyle baskilanmasi (durdurulmasi) gerekebilir.

Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP); GLP-1 ve PACAP gibi adaciklardan insiilin salinimini
esdeger etkinlikte stimiile eden bir noropeptiddir (Bertrand ve ark., 1996; Filipsson ve
ark., 1998). Endokrin pankreasin gelisiminde ve yemek sonrasi fizyolojik insiilin
salmiminda oldukga etkin olan VIP, aslinda ¢ok genis bir biyolojik aktivite spektrumuna
sahiptir (Rachdi ve ark., 2003; Winzell ve Ahren, 2007; Ahren, 2008). Thl cevabini
baskilamak, regiilator T hiicreleri (Treg) aracili immiin tolerans olusturmak gibi
ozelliklerinin yaninda, oldukca etkili bir antiinflamatuar ila¢ olarak fonksiyon goriir
((Delgado ve ark., 2004; Gonzalez-Rey ve ark., 2007). Bu nedenle, romatoid artrit,
ulseratif kolit, multiple skleroz, TIDM ve uveoretinit gibi otoimmiin/inflamatuar
hastaliklarin tedavisinde iimit veren bir ajandir (Delgado ve ark., 2002; Gonzalez-Rey,
Chorny, ve ark., 2006; Herrera ve ark., 2006; Gonzalez-Rey ve ark., 2007; Abad ve
Waschek, 2011).

Vazoaktif Intestinal Peptid (VIP)’in terapotik etkinligi obstruktif pulmoner hastalik,
pulmoner hipertansiyon, sepsis ve migren gibi (ClinicalTrials.gov identifiers:
NCT00272896, NCT00464932, NCT00004494, ve NCT00255320) hastaliklara kars
klinik denemelerle ortaya ¢ikarilmaya ¢alisiimaktadir. Bu klinik ¢alismalar VIP nin tedavi
goren hastalarda minimal yan etkisinin yani sira oldukga iyi tolere edildigini gosterdi. Bu

avantajlarina ragmen VIP tabanli tedavi stratejilerinin bagarili klinik uygulamalara
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girebilmesi igin birtakim engellerin asilmasi gerekmektedir. Ornegin VIP pek ¢cok dokuda
dogal olarak mevcut olan peptidazlara (DPP4) kars1 oldukca dayaniksizdir. DPP4 hiicre
yiizeyinde bulunan bir serin peptidaz olup; GLP1, GIP, VIP ve PACAP gibi pek ¢ok dogal
peptidin fonksiyonel aktivitelerinin diizenlenmesini saglar (Zhu ve ark., 2003). Bu yaygin
N-terminal dipeptidaz, regiilator peptidlerin N-uclarindaki dipeptitlerin (Xaa-Pro or Xaa-
Ala) serbest kalmasmi saglar (Mentlein, 1999). VIP ve PACAP’in amino uglari
interaksiyona girdikleri reseptorlerin aktivasyonu icin gerekli oldugundan, DPP4
tarafindan kirilmalar1 onlarin agonistik aktivitelerini bloke eder (Lambeir ve ark., 2001).
Dahast DPP4 tarafindan amino uglar1 kirilmis peptidler antogonist peptid olarak
fonksiyon goriirler (Robberecht ve ark., 1992). Bu sebeble VIP’nin bir peptit olarak
terapotik etkisini gosterebilmesi igin ¢ok yiiksek dozlarda birden fazla enjeksiyonu

gerekir.

Bilindigi gibi, VIP’nin viicut i¢inde daha dayanikl1 ve uzun siireli sentezi ancak gen nakil
vektorlerinin kullanilmasiyla saglanabilir. Bu nedenle son yillarda otoimmiin hastaliklarin
tedavisi maksadiyla VIP aracili viral (Lodde ve ark., 2004; Lodde ve ark., 2006) ve viral
olmayan (Herrera vd., 2006) gen nakil metodlar1 gelistirildi. Ornegin, plazmid DNA
aracili VIP gen transferinin siklofosfamid indiiklii diyabetik NOD farelerde kismen de
olsa bir koruma saglayabildigi belirlendi. Fonksiyonel VIP kodlayan rekombinant
adenoviruslarin diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyerek, pulmoner arteriyel
hipertansiyon tedavisinde kullanilabilecegi gosterildi. Sonrasinda, VIP tastyan Adeno-
Assosiye Virus’ larin (AAV) otoimmiin bir hastalik olan sjogren sendromunda yararl
oldugu tespit edildi. Son olarak da VIP kodlayan lentiviral vektérlerin kolajen indiiklemeli
artrit modelinde hem otoimmiin hem de yangisal cevabi baskiladigi rapor edildi. Yapilan
bu caligmalar gen nakil vektorlerinin kullanimlariyla ilgili birtakim sinirlamalar1 da
giindeme tasimistir. Bilindigi gibi plazmid DNA transferinin klinik etkinligi oldukga
diistiktlir. Adenoviral vektorler viicudumuzda antijenik olarak algilanmakta ve bu nedenle
terapotik etkinligi kisa siirmektedir (Doerschug ve ark., 2002). AAV hem transdiiksiyon
etkinligi hem de tagima kapasitesi oldukca diisiik olan bir vektor tipidir (S. Sanlioglu ve
ark.,2001). Diger gen nakil vektorlerine kiyasla lentiviral vektorler uzun siireli gen sentezi

ve konake1 giivenligi diisiiniildiigiinde tercih edilen bir gen nakil vektoriidiir (Elsner ve
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ark., 2012). Ayrica, 3. nesil lentiviral vektorler genoma integrasyon sonrasinda kendi
kendilerini inaktive etme yetenegine sahip olduklarindan onkogen aktivasyonuna yol agan
retroviral vektorler gibi insersiyonel mutagenez riski de tasimazlar. Yapilan
aragtirmalarda VIP kodlayan gen nakil vektdrlerinin otoimmiin hastaliklarmn tedavisinde
etkili olabilecegi her ne kadar gosterilmis olsa da, TIDM deney hayvan modellerinde test

edilmemistir.

Projemizde, toksik etki olusturmaksizin kalic1 VIP gen ekspresyonu saglanabilmesi ana
hedeflerden biri olmustur. Bir vektoriin kalic1 gen ekspresyonu saglamasi igin hedef hiicre
genomuna entegre olmasi gereklidir. Entegrasyon yetenegi olan vektorler arasinda, hem
bolinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmesi, immiinolojik cevap
uyandirmaksizin hedef hiicreye girebilmesi ve entegrasyon sonrasinda mutageneze yol
acmamasi nedeniyle lentiviral vektorler en cazip aday olarak one ¢ikmaktadir. 3. nesil
integrasyon sonrast inaktive olan (SIN) lentiviral vektorler, yabanil tip HIV-1 enfeksiyonu
sonrasinda bile vektdr mobilizasyonunun gozlenmedigi giivenilir bir gen aktarim araci
olarak goriilmekte, bu nedenle in vivo ¢alismalarda tercih edilmektedir. Ayrica lentiviral
vektorlerle yapilan ¢aligmalarda doz sinirlayict toksik etki bildirilmediginden yiiksek
dozlarda tekrar tekrar aliciya giivenle verilebilir. Bu ¢aligmada vektor dayanikliliginin ve
tropizminin arttirilmast amaciyla Vezikiiler Somatit Virusu G-glikoproteini ile
tiplendirilmis 3. nesil lentiviral vektorler gen nakil araglari olarak gelistirilmistir.
Dolayisiyla bu projede giivenilirligi ve etkinligi klinik denemelerde kanitlanmis en

gelismis gen nakil vektorleri kullanilmastir.

Gelistirdigimiz gen tedavi vektoriiniin antidiyabetik etkinligini test etmek i¢in si¢anlarda
STZ indiiklii tip 1 diyabet modeli olugturmak gerekiyordu. Bunu yapmamizin temel sebebi
literatiirde T1DM olusturabilmek i¢in tek doz STZ wuygulamalarina siganlarda
(Akbarzadeh ve ark., 2007; Dirice ve ark., 2009) veya ¢oklu doz STZ uygulamalarina
farelerde rastlanilmasina ragmen (O'Brien ve ark., 1996; Li ve ark., 2000; Muller ve ark.,
2002), T1DM indiiksiyonuna ornek teskil edebilecek coklu doz STZ uygulamalarinin
sicanlarda yapildigina dair literatiir bilgisine rastlanillamamis olmasiydi. Bunu yapabilmek

icin ¢oklu doz STZ uygulamalar1 Sprague Dawley ve Wistar olmak tizere iki farkli sican
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tiriinde denenmis, her iki tiir sican tiirlinde de T1IDM basariyla indiiklenmistir. Kan
glukoz degerlerinin daha stabil olmasi nedeniyle calismamizin sonraki kisimlarinda
Wistar siganlar kullanilmistir. LentiVIP terapétik gen nakli yapilan sicanlarda glukoz
toleransinin arttig1 ve diyabetin sebebiyet verdigi kilo kayiplarinin Onlendigi tespit

edilmistir.

Diyabet gelisimi siirecinde dokularda meydana gelen reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikaller hiicrelerde ¢ok 6nemli fonksiyonlara sahip protein, lipit, DNA ve RNA gibi
biyolojik agidan dnemli molekiillerle reaksiyona girerek onlarin yapilarini bozar. Cogunu
serbest radikallerin olusturdugu bu reaktif oksijen tiirleri viicut disindan gelebilecegi gibi
insan metabolizmasinin dogal bir sonucu olarak da olusabilmektedir. Organizmalar bu
oksidan saldirilarina karsi protein ve enzimlerden olusan antioksidan defans sistemleri
gelistirmislerdir. Fizyolojik kosullarda oksidanlar ve antioksidanlar denge halindedir
ancak akut ve kronik enflamasyon durumlarinda immiin sistemin uyarilmas1 ve doku
harabiyeti sonucu oksidanlar artar, antioksidan defans sistemi yetersiz kalir; bunun
beraberinde oksidanlarin artis1 doku hasarini daha da arttirir (Muriach ve ark., 2014; Jha
ve ark., 2018). Enflamasyon baz1 proinflamatuar sitokinlerin (fibrinojen, leptin, C-reaktif
protein (CRP), interlokin 6 (IL-6)) seviyelerindeki artisla iliskilendirilmistir. Ozellikle
yiiksek serum C-reaktif protein (CRP), giinliik varyasyonlara ugramadan ve uzun siireli
daha biiytik stabilite ile IL-6 veya TNF-a’dan daha uzun bir yar1 6mre (19-20 saat) sahiptir.
Bu yiizden CRP, diger dolagim sitokinleriyle karsilastirildiginda sistemik inflamasyonun
daha uygun bir kriteri olarak kabul edilmektedir (Snell-Bergeon ve ark., 2010;
Castelblanco ve ark., 2018). Projemizde terapotik gen nakli yapilan deneklerde diyabet
kaynakli artan serum CRP protein seviyesinde bir diisiis, serum oksidan kapasitesinde

normalizasyon ve antioksidan kapasitesinde ise bir iyilesme belirlenmistir.

Gen nakli yapilan deneklerin lentiviral intraabdominal doku dagilim profili incelendiginde
karaciger basta olmak {lizere pek cok intraabdominal organin lentiviral vektorlerle
transdiiksiyona ugradigi q-PCR’la belirlenmistir. Insiilin antikoru kullanilarak yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarda kontrol vektorii verilen diyabetik deneklerde

pankreas adaciklarinin tahrip oldugu, terapdtik gen nakli yapilan grupta ise korunma
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oldugu belirlenmistir. Deneklerdeki kan seker diizeyi ile pankreas adacik kitlesi arasinda
dogru bir orant1 oldugu saptanmustir. VIP’in pankreatik hiicreleri {izerinde yapmus oldugu
bu etki mekanizmasinin agia ¢ikarilmasi i¢in daha detayli arastirilmalar yapilmasi

gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak gen nakli yapilan diyabetik deneklerde LentiVIP’in kan sekerini diisiirdiigii,
pankreas beta hiicre fonksiyonunun arttig1 ve deneklerin kilo aldig: tespit edildi. Ayrica
diyabet kaynakli artan serum CRP seviyesinde diigiis, serum oksidan kapasitesinde

normalizasyon ve antioksidan kapasitesinde iyilesme belirlenmistir.

Calismamiz vazoaktif intestinal peptit kodlayan geni bulunduran lentiviral vektorlerin
antidiyabetik ve antiinflamatuar etkileri sayesinde ileri ¢aligmalarda T1DM hastalarinin

tedavisinde yeni bir terapotik yaklagim olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir.
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