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OZET

Amac: Glukagon-benzeri-peptid-1(GLP-1), glukoz indiikli insiilin sekresyonunu
arttiric1 Ozellikleri ve beta hiicre kitlesini arttirabilme potansiyeliyle Tip 2 Diyabet
(T2DM) tedavisinde potansiyel bir terapotik ajan olarak degerlendirilmektedir. GLP-1
etkisiyle gastrik bosaltimin yavaslamasi ve gida alimimin azalmasi uzun vadede kilo
kaybina sebep olur. Pankreatik alfa hiicrelerinden glukagon saliniminin baskilanmasi
GLP-1’in diyabet tedavisine iliskin yararli etkilerinden bir digeridir. T2DM hastalarinda
ise glukoza verilen inkretin yaniti azalmis olup, hastalik diisiik GLP-1 sekresyonuyla

birlikte seyreder.

Yontem: Stabil GLP-1 sentez ve sekresyonu saglamak amaciyla GLP-1 kodlayan 3.
jenerasyon HIV tabanli lenviral vektorler (LentiGLP-1) iiretildi. Bu vektorlerin terapotik
etkinligi, yiiksek yagli diyet/diisik doz STZ uygulamali deneysel T2DM sigan
modelinde test edildi. Beta hiicre gelisim mekanizmasini aciga ¢ikarmak amaciyla

siganlarin pankreatik doku kesitlerinde immiinohistokimyasal analizler gerceklestirildi.

Bulgular: Elde edilen bulgular, diyabetik SD si¢anlara intraperitoneal (ip) LentiGLP-1
vektor uygulamasinin, insiilin direncini kirdigini, glukoz toleransinmi gelistirdigini ve kan
seker seviyesini diisiirdiglinii gosterdi. LentiGLP-1 enjekte diyabetik deneklerde
kolesterol diizeyi degismeksizin serum trigliserid seviyesinde bir azalma goézlemlendi.
Artan pankreatik beta hiicre kitlesi, azalan kan seker seviyeleriyle korelasyon gdsterdi.
Pankreatik kesitlerde gozlenen insiilin pozitif hiicre kiimeleriyle birlikte, pankreatik

dokunun asiner bdlgelerinde Ki67 pozitif hiicreler gdzlendi.

Sonug¢: Bu caligmayla, LentiGLP-1 vektoriiniin T2DM hastalarinda yeni bir gen tedavi
metodu olarak degerlendirilebilecegi ve GLP-1 gen naklinin pankreatik hiicrelerde

proliferasyonu indiikleyerek beta hiicre geri kazanimina etki ettigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: gen tedavi, glukagon benzer peptid-1, tip 2 diyabet, beta hiicreleri



ABSTRACT

Objective: Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), which has been evaluated as a therapeutic
agent for Type 2 Diabetes, stimulates glucose-induced insiilin secretion (GSIS), and
suspected to increase beta-cell mass through proliferation, neogenesis, and trans-
differentiation. Additionally, reduced gastric emptying and food intake result in weight
loss in the long run. Inhibition of glucagon release from the pancreatic alpha cells is
another beneficial effect of GLP-1 relevant to diabetes therapy. Unfortunately, the
incretin response to glucose is reduced in type 2 diabetes which is accompanied by a

moderate degree of GLP-1 hypo-secretion.

Method: In order to produce stable GLP-1 synthesis and secretion, a GLP-1 encoding
lentiviral vector (LentiGLP-1) was generated and its therapeutic efficacy was tested in
experimental animal models of Type 2 Diabetes. Immunohistochemical analyses were
performed on pancreatic sections dissected from LentiGLP-1 administrated rats to reveal

the mechanism of beta cell expansion.

Results: Intraperitoneal injection of LentiGLP-1 into obese diabetic rats broke-down
insiilin resistance, improved glucose tolerance, and reduced plasma glucose levels
without altering plasma lipid profile. Reduced plasma glucose level was correlated with
increased pancreatic beta cell mass. In addition to appearance of small insiilin positive
cell clusters on pancreatic sections, Ki67 (+) cells were also observed in the acinar

regions of pancreatic tissue.

Conclusion: Based on these findings, it is safe to claim that LentiGLP-1 vector should
be assessed as a novel gene therapy modality for the treatment of patients with T2DM.
Our findings also suggest that GLP-1 gene delivery promotes cellular proliferation and

differentiation of pancreatic cells.

Key words: gene therapy, glucagon like peptide-1, type 2 diabetes, beta cells
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1. GIRIS

Tip 2 diyabet (T2DM) beta hiicre fonksiyonlarinin zamanla azalmasi ve insiilin
direncliligiyle birlikte gelisen bir hastaliktir. Heniliz diyabet tanisi konmamis obez
prediyabetik bireylerde, ilk olarak insiilin salinimi1 ve beta hiicre kitlesi artar ve insiilin
direncliliginin kompensasyonuna yonelik mekanizmalar devreye girer. Zamanla beta
hiicre olusum yolagimi bozan faktdrler nedeniyle, bu kompensasyon mekanizmasi
yetersiz kalir ve ciddi oranda beta hiicre kitle kayb1 olusur. Son yapilan ¢aligmalarda,
T2DM hastalarinda beta hiicre kitle kaybinin, beta hiicrelerindeki apoptozis artisina
bagli oldugu gosterilmistir. Hastaligin seyri incelendiginde, bireylerin glukoz
toleransinin bozulmasini takiben, fonksiyon kaybeden beta hiicreler dolayisiyla insiilin
direncliligi gelisir ve hiperglisemi ortaya ¢ikar. T2DM tanis1 asamasinda dahi hastalarin
pankreatik beta hiicre fonksiyonununda %350 oraninda azalma belirlenmistir. Yapilan
otopsi ¢alismalarinda ise, T2DM hastalarinin beta hiicre kitlesi kaybinin %40 oraninda
oldugu saptanmistir. Bu hastalarda, kan glukoz seviyesini kontrol altina almaya yonelik
ilac tedavileri uygulansa da, bu bireylerin glisemik kontroliiniin saglanmas1 giin gegtikce

zorlagsmaktadir.

T2DM’in insidans1 hizla artmaktadir ve bu hastaligin kesin tedavisine yonelik yeni
tedavi stratejilerinin gelistirilmesi biiyilk 6nem arz etmektedir. Diyabetin tedavisinde,
hastalarin fiziksel aktivite ve beslenme gibi temel yasam kosullarinda degisiklik
yapilmasi Onerilse de bu durum ancak prediyabetik donemde hastalarin beta hiicre
fonksiyonunu korumada az da olsa olumlu etki yaratmaktadir. Ancak diyabetin
gelisimini durdurma veya geriletme potansiyeline sahip bir tedavi yontemi heniiz
gelistirilmemistir. Diyabet bireylerin tedavisinde, prediyabetik bulgularin iyilestirilmesi
ile birlikte normogliseminin de saglanmasi1 gerekmektedir. Bu durum ancak terapdtik
etkileri ile birlikte beta hiicre kitlesini de arttiric1 yonde etki edecek tedavi stratejileri ile

mumkin olabilir.

Progresif beta hiicre fonksiyon bozuklugu ve beta hiicre kitlesinde azalmayla karakterize
bir hastalik olan T2DM’de pankreatik adaciklar; insiilin direngliligi, hiperglisemi,

proinflamatuvar sitokinler ve serbest yag asitleri gibi tetikleyiciler sebebiyle apoptoza

1



ugramaktadir. Beta hiicre kitlesi glukoz regiilasyonunu saglayabilecek diizeyde degilse;
glukoz diisiiriicii ajanlar kullanmadan normoglisemi saglamanin tek yolu, beta hiicre
kitlesinin tekrar arttirilmasidir. Ideal bir beta hiicre koruyucusunun glukoz indiiklii
insiilin sentezini arttirmasi, beta hiicre replikasyonu ve adacik neogenezini saglamasi,
onlar1 yangisal ajanlardan ve apoptozisden koruyabilmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi

beklenir.

Yeni beta hiicrelerinin olusumu, replikasyon, neogenez ve beta hiicresi olmayan diger
hiicrelerin farklilasmasi (transdiferasyon) gibi farkli mekanizmalarin katkida bulundugu
kompleks bir olgudur. Bu mekanizmalarin bir veya birkaginin indiiklenmesi ile beta
hiicre kitlesinin artigina yol ac¢tig1 belirlenen molekiiller ile gelistirilen tedavi stratejileri
vardir. Bu stratejiler arasinda inkretin tabanli gen tedavi stratejileri 6n plana ¢ikmaktadir.
Glukagon-benzeri peptid-1 (GLP-1) pankreas beta hiicrelerinden glukoz indiiklii insiilin
sekresyonunu tetikleyerek insiilinotropik etki gdsteren bir inkretin hormonudur. T2DM
hastalarinda goriilen en temel bozukluklardan birinin inkretin yanit yetmezligi (%60
oraninda bir diisiis) oldugu diisiintildiiglinde, GLP-1 gen nakli yoluyla bu yetmezligin
giderilmesi cazip bir deneysel gen tedavi metodu olarak degerlendirilmektedir. GLP-1’in
beta hiicre kitlesinde artisa yol agmas1 ve hipoglisemi riski yaratmaksizin antidiyabetik
etkisi ile ilgili, bu peptidin farkli formlar1 ile yapilmis in vitro veya gecici
ekspresyonunun saglandigi in vivo g¢alismalar yapilmistir. Yine de, GLP-1’in beta
hiicreleri {iizerindeki kitle artis mekanizmalar1 yeterli diizeyde aydinlatilamamistir.
Dolayisiyla, T2DM tedavisinde yeni gelistirilen stratejilerde kullanilacak ajanlarin
glisemik kontrol saglamasinin yani sira beta hiicreleri tizerindeki koruyucu ve tyilestirici

etkisinin de arastirilmasi gerekmektedir.

Bu baglamda gergeklestirilen tez projesi ile, YYY diyet ve STZ indiiklii diyabet deney
hayvan modelinde, GLP-1 kodlayan 3. Nesil HIV tabanli lentiviral vektorlerin in vivo
aktarimiyla GLP-1 peptidinin uzun siireli kalici ekspresyonunun saglanmasi
hedeflenmistir. Gelistirilen bu stratejiyle yapilan GLP-1 gen naklinin, T2DM
hastaligindaki potansiyel terapotik etkileri ile birlikte, pankreasta beta hiicreleri lizerinde
proliferatif, rejeneratif ve koruyucu etki mekanizmalarinin agiga c¢ikarilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. inkretin etkisi ve GLP-1

Oral glukoz almiminin intravendz glukoz uygulamasina oranla daha fazla insiilin
salgilanmasina sebep oldugu “inkretin etkisi” Tip 2 diyabet tedavisinde oldukga iimit
vaad eden yeni bir tedavi stratejisidir (Vilsboll ve Holst, 2004). Inkretin etkisi
barsaklardan gida sindirimi sonrasinda salinarak pankreatik beta hiicrelerini uyaran,
glukoz bagimli insiilinotropik peptid (GIP) ve GLP-1 isimli iki hormon araciligiyla
organize edilir. Bu hormonlar, pankreatik beta hiicrelerinden glukoz indiiklii insiilin
sekresyonunu (insiilinotropik etki) tetiklemek {izere intestinal mukozadan salinirlar.
Dolayisiyla, inkretin hormonlar periferal dokulara glukoz transferine yardimei olarak
postprandiyal glukoz seviyelerinin belirli diizeylerde tutulmasinda 6nemli rol oynarlar
(S. Russell, 2013). Ogiinlerden sonra kana salman insiilinin %70’inin; GLP-1 ve GIP
peptidlerinin beta hiicreleri iizerindeki kombine etkileri dolayisiyla gerceklestigi
belirtilmektedir (T. J. Kieffer ve Habener, 1999b; H. M. Tasyurek, Altunbas, Balci, ve
ark., 2014). Insiilinotropik aktivitenin kalan1 ise kismen, vazoaktif intestinal peptid
(VIP) ve Pituitary adenilat siklaz-aktiflestiren peptid (PACAP) gibi ndrotransmitterlere
dayandirilabilir (Roberge ve Brubaker, 1993; A. Sanlioglu, Karacay, ve ark., 2012). T2D
hastalarinda inkretin etkisinde belirgin bir yetmezlik s6z konusudur (M. Nauck ve ark.,
1986). Ozellikle GLP-1’in bircok farkli agidan glukoz diisiiriicii etkilerinden dolay1
diyabet tedavisinde kullanimi iizerinde olduk¢a yogun bir klinik ilgi vardir (Ahren,
2009). GLP-1’in insiilinotropik aktivitesi bir¢ok preklinik ve klinik g¢alismalarla
kanitlanmistir (D. Drucker ve ark., 1987a; Kreymann ve ark., 1987; H. M. Tasyurek,
Altunbas, ve ark., 2018). GLP-1R antagonisti ekzentin(9-39); farelerde, siganlarda ve
insanlarda endojen GLP-1’in glukoz metabolizmas: {zerindeki fizyolojik etki

mekanizmasini agiga ¢ikarmada etkili olmustur (Sekil 2.1).

Bu caligmalarda GLP-1R antagonisti ekzentin (9-39)’in hem aglik hem de postprandiyal
(yemek sonrasi) kan seker diizeyini arttirdigi buna karsin insiilin seviyelerini diisiirdiigii
belirlenmistir (Kolligs ve ark., 1995; D'Alessio ve ark., 1996; Edwards ve ark., 1999; L.
Baggio ve ark., 2000). Ekzentin(9-39)’in insanlarda gerek normoglisemi, gerekse

hiperglisemi durumlarinda plazma glukagon seviyesini arttirmasi, endojen GLP-1’in
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fonksiyonel onemini ortaya koymustur (Schirra ve ark., 1998). Ekzentin(9-39)’in oral
glukoz uygulamasindan sonra gastrik bosaltimi hizlandirmasi, endojen GLP-1’in ayni
zamanda gastrik bosaltimin kontroliinde de bir rolii oldugunu gostermistir (Imeryuz ve
ark., 1997; Schirra ve ark., 2006). Nihayetinde GLP-1R geninin inaktivasyonu hem oral
hem de intraperitoneal glukoz uygulamasindan sonra defektif insiilin sekresyonuyla
beraber hafif ac¢lik hiperglisemisi ve bozuk glukoz toleransi olugturmustur (Scrocchi ve

ark., 1996; Scrocchi ve ark., 1998).
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Sekil 2.1. GLP-1 peptidinin major antidiyabetik 6zellikleri (M. H. Tasyurek, Altunbas, Canatan, ve ark.,
2014). GLP-1 (resimdeki sferik molekiiller), hem kalin bagirsakta (ileum) yerlesmis intestinal L
hiicrelerinden salinir, ve hem de arka beyinde primer olarak soliter traktin niikleusunda firetilir. GLP-1’in
ana hedef organlari, pankreas, karaciger, mide, kas, adipoz doku ve beyindir. GLP-1 ayrica, pankreasda
delta hiicrelerinden somatostatin sekresyonunu uyarirken alfa hiicrelerinden glukagon sekresyonunu
baskilar. Bunun diginda, GLP-1 gastrik asit sekresyonunu azaltir. Adipoz ve kas dokusunda GLP-1’in
etkisi gorsellik agisindan yi1gilma yaratmamast i¢in sekile dahil edilmemistir.

GLP-1, glukoz homeostazisinin diizenlenmesinde goérev alan iki 6nemli bagirsak-kokenli
inkretin hormondan birisidir. Ogiinlerden sonra, GLP-1 kan dolasimmna salinarak, G
protein kenetli reseptor (GLP-1R) araciligiyla, glukoz-bagimli insiilin salinimini ve

pankreatik beta hiicrelerinde insiilin biyosentezini stimiile eder (Thorens ve ark., 1993).
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GLP-1 sekresyonuna neden olan en etkili ajanlar karbonhidratlardir ancak proteinler ve
yaglar da GLP-1 sekresyonuna katki saglarlar (Gribble, 2012; Tolhurst ve ark., 2012).
Insiilinotropik faaliyetin disinda, GLP-1 glukagon salmimini baskilar ve yasa bagh
gelisen glukoz intoleransinda iyilestirici etki gosterir (Y. Wang ve ark., 1997). Buna ek
olarak, GLP-1 hiicre farklilasmasina (Abraham ve ark., 2002) ve beta hiicre kitlesinde
artisa (C Tourrel ve ark., 2002) yol agan mitojenik etkilere sahiptir. Gastrointestinal
hareketliligin azalmasi ve merkezi sinir sistemi iizerinden etki gostererek istah ve gida
aliminin azalmasina bagh olarak agirlik kaybina da sebebiyet verir (Wettergren ve ark.,
1993). Son olarak, miyokardial iskemi ve kalp yetmezligi hastalarinda GLP-1’in faydal
etkilerinin oldugu gosterilmistir (T. Zhao, 2013).

GLP-1; intestinal epitel boyunca yayillmis olan enteroendokrin hiicreler tarafindan
dretilir. Bu tipik hiicreler barsagin liimeni ile direk baglanti kuran epitel hiicreleri
arasinda yerlesmistir (T. J. Kieffer ve Habener, 1999b). GLP-1, Glukagon Benzeri
Peptid 2 (GLP-2), oksintomodulin ve glisentinle beraber; 180 aminoasitten olusan bir
proglukagon prekiirsoriinden (GCG gene (Gene ID: 2641) prohormon konvertaz (PC)1/3
aracili enzimatik islemle tretilir (Sekil 2.2) (Bell ve ark., 1983).

Proglukagon

‘ PC1/3
== B ). f & @&

(1- 37)
-\

(7- 37)

(7-36)NH2
Sekil 2.2. Bagirsak L hiicrelerinde proglukagon isleme siireci. Bagirsakta prohormon konvertaz 1/3
(PC1/3) aktivitesi ile islem siirecine giren proglukagondan; glisentin, GLP-11-37 ve/veya GLP-11-36
amide, Ara Peptid 2 (IP-2) ve GLP-2 iiretilir. Daha sonra yine PC1/3 enzim aktivitesiyle glisentin ve GLP-
1’den oksintomodulin ve GLP-17-37 ve/veya GLP-17-36 amide olusturulur. (M. H. Tasyurek, Altunbas,
Canatan, ve ark., 2014)




Preglukagonun, farkli posttranslasyonel islem siirecine girmesiyle, bagirsak ve
pankreasta sirastyla, GLP-1 ve glukagon iiretilir (Novak ve ark., 1987). Post-
translasyonel siireg, iki farkli dokuda spesifik olarak eksprese edilen iki prohormon
konvertaz araciliiyla gergeklesir. Bu prohormon konvertazlar, pankreasta PC2 (Holst ve
ark., 1994) ve bagirsak L hiicrelerinde PC3’tiir (Ugleholdt ve ark., 2004). Ek olarak,
GLP-1, arka beyinde, primer olarak soliter traktin niikleusunda iretilir ve gida alim
mekanizmasint diizenler (Skibicka, 2013). Gida alimimin azalmasi, 6giin sikligi, gida
istegi gibi, GLP-1’in gida alimu ile iliskili faydalarindan sorumlu olan iiretim esas olarak
beyinsap1 ndronlarinda gergeklesen GLP-1 iiretimidir (Huo ve ark., 2007; Hayes ve ark.,
2009; S. Zhao ve ark., 2012).

PC1/3 yoksun farelerin plazmasinda GLP-1 saptanamamasi, GLP-1 {iiretiminde PC1/3
enziminin sorumlu oldugunu gosterir (Ugleholdt ve ark., 2004). GLP-1 6nce karboksi
ucu glisin ile sonlanan 37 aminoasit uzunlugunda inaktif bir peptid olarak (GLP-1(1-
37)) sentezlenir. GLP-1’in aktif formu posttranslasyonel olarak amino ucundan 6
aminoasit kirilarak olusturulur. Biyoaktif GLP-1 dolasimda, GLP-1(1-37)’den tiireyen
GLP-1(7-37) ve GLP-1(7-36) amid olarak esdeger etkinlikte iki molekiiler formda
bulunur. GLP-1(7-36) amid, insan plazmasinda en yaygin bulunan aktif GLP-1
formudur (Orskov ve ark., 1994). Barsaklardaki L hiicrelerinden salinan 30 aminoasit
uzunlugundaki GLP-1’in ikinci aminoasidi alanin oldugundan DPP-4 tarafindan hizlica
parcalanarak GLP-1(9-36)amid ve GLP-1(9-37)’ye dontstiiriilir (T. J. Kieffer ve
Habener, 1999b). DPP-4 aracili GLP-1 yikilimi o kadar hizlidir ki portal ve sistemik
dolagimdaki saptanabilen immiin reaktif GLP-1’in ¢ogunlugu zaten yikima ugramis
durumdadir. Buna ragmen amino ucu kisaltilmis GLP peptidleri; GLP-1(9-36)amid ve
GLP-1(9-37)’nin kardiyak fonksiyonu ve hiicre canlilig1 iizerinde koruyucu etkilerinin
oldugu rapor edilmistir (Nikolaidis ve ark., 2005; Ban ve ark., 2008; Sonne ve ark.,
2008).

PC2 enziminin en yogun sentez edildigi pankreatik adacik alfa hiicrelerinde proglukagon
sentez edilmesine ragmen, proglukagondan GLP-1 yerine glukagon meydana gelir.
Ancak bazi 6zel durumlarda adacik alfa hiicrelerinde ancak PC1/3 sentez edildiginde

proglukagondan glukagon yerine GLP-1 olusturulur (Masur ve ark., 2005). Farelerde



erken pankreatik projenitor hiicrelerin proglukagon, PC2 ve PC1/3 sentezlemeleri, bu
hiicrelerin olusum evrelerinin bir basamaginda GLP-1 {irettiklerine isarettir (Wilson ve
ark., 2002). Bunun yaninda pankreatik hasar olusturulan bazi deneysel modellerde de
adaciklardan GLP-1 {iretimi oldugu saptanmistir. Yeni dogan siganlara beta hiicre
toksini streptozotosin (STZ) injeksiyonu, pankreatik GLP-1 miktarini arttirmistir
(Thyssen ve ark., 2006). Eriskin si¢anlara STZ injeksiyonunun glukagon immun reaktif
hiicrelerde PC1/3 sentezini arttirarak adacik ekstraktlarinda ve plazmada GLP-1
seviyesini yiikselttigi belirlenmistir (Nie ve ark., 2000). Bu bulgular bazi sartlar altinda
adacik alfa hiicrelerinin, yakinlarindaki beta hiicrelerinin canliligini ve fonksiyonunu
korumak maksadiyla GLP-1 iiretimi yaparak, sanki barsagin disinda GLP iretimi
yapabilen ek bir bolge gibi hareket ettigini gosterir. Izole edilmis fare adaciklarina
PC1/3 tasiyan adenoviruslarin infeksiyonu; alfa hiicrelerinden GLP-1 salinimi yaparak
ve adacik canliligimmi arttirarak glukoz stimule insiilin sekresyonuna sebebiyet verir
(Wideman ve ark., 2006). Bunun yaninda PCI1/3 sentezleyen alfa hiicrelerinin
transplantasyonu plazma GLP-1 seviyesini yiikselterek Tip 1 ve Tip 2 diyabet modelinde
glukoz homeostazisini saglar (Wideman ve ark., 2007; Wideman ve ark., 2009). Bu
sebeple, GLP-1 sentez etmek icin proglukagon sentezleyen alfa hiicrelerinin
manipiilasyonu adacik canliligt ve fonksiyonunu arttirmanin bir yolu gibi

goriinmektedir.

Insan GLP-1 reseptérii (GLP-1R) 463 aminoasit uzunlugunda bir G protein interaktif
reseptor olup pankreas adaciklarinda, bobrekte, akcigerde, kalpte, periferal ve merkezi
sinir sisteminde sentezlenir. GLP-1R’i pankreas adaciklarindaki alfa ve delta
hiicrelerinde de sentezlenebilmesine ragmen bu reseptoriin en yogun sentezlendigi hiicre
grubunun pankreatik beta hiicreleri oldugu belirlenmistir. GLP-1R aktivasyonu cAMP
formasyonunu tetikleyerek protein kinaz A (PKA) ve cAMP bagimli guanin niikleotid
degisim faktorleri araciliiyla hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivasyonuna sebebiyet verir
(Holz, 2004). GLP-1R agonistleri cAMP cevap elementine baglanan transkripsiyon
faktoriinlin (CREB) fosforilasyonunu ve bir koaktivatdr protein olan TORC2’nun
niikleer translokasyonunu saglar. GLP-1 aktivasyonu voltaj bagimli K= kanallarmin
inhibisyonuyla hiicre ici Ca*" artisina, ekstraseliiler kontrollii kinaz 1 ve 2 (Erk 1, Erk2),
protein kinaz C (PKC) ve fosfatidil inozitol 3 kinaz (PI3K) gibi proteinler araciligiyla da
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hiicre i¢i erken genlerin sentezini tetikler. GLP-1 pankreas adaciklarindaki beta hiicreleri
izerindeki G protein interaktif reseptorleri aktive ederek glukoz bagimli insiilin
sekresyonunu uyarir. Ancak etki mekanizmasi bilinmese de sadece plazma glukoz
seviyesi yiiksek oldugunda GLP-1 insiilin salinimini stimule edebilir. GLP-1R bagiml
Karp kanallarinin kapanmasi siilfaniliire reseptor (SUR) alt tiniteleri tarafindan saglanir

(Nakazaki ve ark., 2002; Shiota ve ark., 2002; Ahren, 2009).

GLP-1 proinsiilin gen sentezini de stimiile ederek hiicre i¢i insiilin depolarini tazeler (D.
J. Drucker ve ark., 1987b). Bu etkiler, cAMP indiiklii proinsiilin gen transkripsiyonunun

artmas1 ve mRNA stabilitesinin saglanmasiyla gerceklesir.

Bunun yaninda GLP-1, adacik alfa hiicrelerinden glukagon sekresyonunu inhibe ederek
dolagimdaki glukoz miktarin1 azaltir. Glukagon sekresyonunun inhibe edilmesi direkt
olarak alfa hiicreleri lizerindeki GLP-1 reseptorlerinin etkisiyle olabildigi gibi, indirekt

olarak da insiilin ve somatostatin sekresyonunun stimiile edilmesiyle de gergeklesebilir.

2.2. inkretin Hormonlarin Pankreatik Beta Hiicreleri Uzerindeki Rolleri

Diabetes Mellitus (DM) tedavisinde, insiilin, glukagon-benzeri peptid-1 agonistleri,
silfoniliireler, metformin,  tiyazolidindion, a-glukosidaz  inhibitorleri  ve
dipeptidilpeptidaz-4 inhibitorleri, kullanilan en O©nemli ilaglardir. Bu tiir tedavi
stratejilerinin fizyolojik etkileri ve antidiyabetik ozellikleri arastirilsa da, bu stratejilerin
yant sira beta hiicre kitlesini arttirmak igin beta hiicrelerinin proliferasyonunun
indiiksiyonu ve bu hiicrelerin farklilagsmasini uyarmak, ayrica beta hiicrelerinin apoptotik

yolaklarini inhibe etmek gibi stratejiler de giindeme gelmistir.

Inkretin tabanli tedavi stratejilerinin en heyecan verici yani beta hiicreleri iizerindeki
koruyucu ve proliferatif etkilerinden dolayr konvansiyonel yontemlerle hastaligin
idamesi miimkiin olmadigt durumlarda bile hastaligin gidisatint  durdurma
potansiyellerinin olmasidir. Bu potansiyelin ortaya ¢ikartilmasi i¢in farkli inkretin
tabanli tedavi stratejileri gelistirilse de, bu tedavilerin beta hiicre kitlesi lizerindeki etki
mekanizmalar1 iizerinde heniiz tam olarak kesinlesmemis bir¢ok senaryo One
siiriilmektedir. Ornegin, GLP-1’in insan adacik progenitdr hiicrelerinin fonksiyonel beta

hiicrelerine doniisiimiinii indiikleyen bir hormon oldugu belirtilmektedir. Beta hiicre
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hatlar1 ve normal adaciklar iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalarla GLP-1R agonistlerinin
beta hiicre proliferasyonunu stimiile ettikleri de gosterilmistir. Hatta normoglisemik
deney hayvanlarinda dahi GLP-1R agonistlerinin beta hiicre proliferasyonu ve beta
hiicre kitlesini arttirdiklar1 saptanmistir (Edvell ve Lindstrom, 1999; Xu ve ark., 1999; J.
G. Kim ve ark., 2003). GLP-1‘in, pdx-1 ve ngn-3 gibi transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarin1 uyararak beta-hiicre rejenerasyonunda etkili oldugu gdsterilmistir.
Rejenerasyon modellerinde beta hiicre kitlesinin geri kazanilmasina odaklanilmistir. Bu
baglamda, endokrin ve ekzokrin pankreasta hiicrelerin korunmasi ve farklilagmasinda
bircok transkripsiyon faktorii, biiyiime faktorii ve cesitli peptidlerin rol aldig1 da ileri
siiriilmektedir (Risbud ve Bhonde, 2002).

Adacik hiicrelerinde bazi durumlarda GLP-1 sentezlenebildiginden dolayr bu
hormonlarin adacik hormon sekresyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi da
gerekmektedir. Ik olarak Unger ve Eisentraut tarafindan tarif edilen enteroinsular aksis,
gida alimindan sonra barsaktan kaynaklanan sinirsel ve endokrin sinyallerin pankreatik
endokrin hiicrelerden hormon sekresyon mekanizmasini kismen agiklamakla beraber
(Unger ve Eisentraut, 1969), adaciklarda gergeklesen GLP-1 sentezinin adacik hormon
sentezi ve adacik hiicre canlilig1 lizerinde etkili olabilecegini dngoéren c¢aligma sayist giin
gectikce artmaktadir. Adacik kaynakli GLP-1 sentezinin adacik canliligi ve fonksiyonu

iizerinde olumlu etkisi oldugu belirlenmistir.

Beta hiicre spesifik Pdx-1 geni inaktive edilmis farelerde GLP-1R agonisti (ekzentin-4)
uygulamasi sonrasinda glukagon sekresyonunun baskilanamamasi beta hiicresindeki
hiicre i¢i bir mekanizmanin alfa hiicresinin glukagon sekresyon 6zelligi lizerinde etkili
oldugunu gosterir. GLP-1R aracili glukagon sekresyonunun baskilanmas: glukoz
bagimli gergeklesir, bu sekilde glukoz normal degerlerine geri donerken alfa hiicresi
iizerindeki inhibitor etki kaldirilir ve hipoglisemi gelisimi bu sekilde onlenir (M. A.

Nauck ve ark., 2002; Degn ve ark., 2004; Wideman ve Kieffer, 2009).

GLP-1, Pdx-1 gen sentezini stimiile ederek insiilin promotoruna daha fazla Pdx-1
transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini saglar (X. Wang ve ark., 1999). Pdx-1
sentezinin azalmasi veya kaybi; beta hiicreleri tizerindeki GLP-1 etkisinin azalmasi veya

kaybiyla sonuglanir (Li ve ark., 2005; H. Wang ve ark., 2005).



Bu bilgiler dogrultusunda, GLP-1 tabanli gen tedavi stratejilerinin pankreasta hiicresel
diizeyde beta hiicre kitlesini ne sekilde etkilediginin belirlenebilmesi i¢in pankreas organ

gelisim siirecinin ve beta hiicre olusum mekanizmasinin iyi bilinmesi gerekmektedir.

2.3. Prenatal Siirecte Pankreas Olusumu ve Pankreatik Beta Hiicrelerinin Gelisimi
Erigkin insanda, agirliklar1 pankreas agirliginin %2’si civarinda olan yaklasik 2 milyon
adacik bulunmaktadir. Adaciklardaki hiicreler morfoloji ve boyanma 6zelliklerine gore
ayrilirlar. Alfa (o) hiicreleri glukagon, beta (B) hiicreleri insiilin, delta (A) hiicreleri
somatostatin ve F hiicreleri poli- peptid (PP) salgilar. Kemirgenlerde ise, dorsal
pankreatik tomurcuk ya da duodenal pankreastan koken alan her bir adacigin %70-80’s1
beta hiicreleri, %5 somatostatin salgilayan delta hiicreleri ve %20 civarinda da glukagon
salgilayan alfa hiicrelerinden ya da pankreasin splenik kisimlarinda lokalize (insanda

viicut ve kuyruk kisminda) olan polipeptit iireten PP hiicrelerinden olusmaktadir

(Dahlquist ve ark., 1985).

Embriyogenez siirecinde pankreas, baslangicta duedonumun i¢ yiiziinii ddseyen
endodermden ayrilan ventral ve dorsal tomurcuklar olarak adlandirilan iki siskinlikten
gelisir (Slack, 1995). Duodenumun saga doniisii ile birlikte ventral tomurcuk arkaya
dogru hareket eder ve dorsal tomurcugun arka alt boliimiine yerlesir. Bu stirecte iki
tomurcugun parankim dokusu ve kanallar1 birlesir. Ventral tomurcuktan processus
uncinatus ve pankreas basinin alt bolimi gelisirken dorsal tomurcuk diger boliimleri
olusturur. Dorsal tomurcuk kanalinin distali ve ventral tomurcuk kanalinin tamami1 ana
pankreas kanalin1 (Wirsung) yapar. Ana pankreas kanali koledok kanali ile birlikte
duodenuma agilir. Dorsal tomurcuk kanalinin proksimal kismi bazen tiimiiyle kaybolur
ya da aksesuar pankreas kanali (Santorini) olarak ana kanaldan ayr1 duodenuma agilir.
Baz1 durumlarda ise her iki tomurcuk kanali kaynasmadan ayri ayri duodenuma

acilabilir.

Farelerde embriyonik siirecin 8,5 gilinde, notokord (dorsal) ve kardiak (ventral)
mezodermden gelen sinyaller ile primitif bagirsak endoderminden pankreas olusumunu
baslatmak i¢in Shh (Sonic encoding) ve Ihh (Indian Hedgehog) genleri salinir (Hebrok,
2003). Dorsal pankreasin farklilasmasi pankreas spesifik heterotrimerik transkripsiyon
faktor Ptf-1’in 48kDa helix-loop-helix DNA baglayic alt {initesince kodlanan Ptfla’nin
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(Kawaguchi ve ark., 2002) ve homebox transkripsiyon faktor Hb9’un (HIxb9 geni
tarafindan kodlanan) salinimina bagimlidir (Deutsch ve ark., 2001). Bu genlerin

salinimini ise pankreatik duedonal homeobox faktor-1 (Pdx-1) salinimi izler.

Pankreasin ventral bolgesinin endoderminin sekillenmesi ise muhtemel 3 faktor ile
belirlenir. Fibroblast biiytime faktorii (FGF) kardiyak mezodermin proksimal endoderm
hiicrelerinde karacigerin farklilagsmasi sinyallerini verir (Wilson ve ark., 2003). Kardiyak
mezodermin distal kismindaki endodermde ise FGF sinyali yoktur, Ptfla salinimi baslar
ve es zamanli olarak Hb9 ile Pdx-1 aktif hale gelir, boylece ventral pankreas tomurcugu
sekillenmeye baslar. FGF sinyalinin yoklugu ve Ptfla salinimi ventral 6n bagirsak
endoderminin bu boélgesindeki Pdx-1 progenitorlerinin bagirsak farklilasmasini sagladigi

da diisiiniilebilir (Kawaguchi ve ark., 2002).

Helix-forkhead transkripsiyon faktér Foxa2 ise, in vitro olarak Pdx-1 sentezini diizenler
ve sirastyla, Foxa2 sentezi Hnf6 genine iliskin faktorler tarafindan diizenlenir.
Embriyoid cisimler Foxa2 eksikliginde Pdx-1 eksprese edemezler (Wilson ve ark.,
2003). Bu bilgiler gostermektedir ki ek transkripsiyon faktorleri Pdx-1’in artigina etki
edebilir (Gerrish ve ark., 2000). Bu durumda pankreas gelisimi etkilenebilir ¢linki

pankreas tomurcuklarinin gelisimi Pdx-1’e bagimlidir.

Fetal yasamin 3. ayinda pankreas parankiminden, endokrin adacik hiicreleri gelisir ve bu
hiicreler Langerhans adaciklar1 olarak bilinen hiicre kiimeleri halinde organize olurlar.
Bu endokrin hiicrelerin sonraki devamliligindan fetusun pankreas kanalinda yerlestikleri
diisiiniilen kok hiicrelerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Githens, 1988). Adacik
gelisimi erken postnatal periyotta durmasina ragmen; bilyiimesi ve adacik kitlesinin
devamliliginin baz1 diizenleyicilerin kontrolii altinda oldugu bilinmektedir. Bu bilgiler
normal yetiskin pankreasinda ¢ok az da olsa kok hiicre aktivitesi oldugunu

diistindiirmektedir.

Pankreas dueodenal homeobox geni, Pdx-1, pankreas gelisiminde en erken eksprese olan
genlerden biridir. Pdx-1 ilk olarak embriyonik donemin 8.5 giiniinde dorsalde 3
endodermal bolgede ve 2 ventrolateral bolgede kesfedilmistir (Guz ve ark., 1995;
Offield ve ark.,, 1996). Organogenezin devaminda Pdx-1 ekspresyonu pankreasi
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olusturan bolgelerde devam etmektedir. Pdx-1 ekspresyonu, her ne kadar midenin dorsal
bolgesindeki bazi epitel hiicrelerinde ve duedonumdaki mukoza hiicrelerinde eksprese

olsa da, dogumdan sonra pankreasin endokrin adaciklarinda beta hiicreleriyle siirlanir

(Offield ve ark., 1996).

Genetik olarak Pdx-1 eksik farelerde pankreas gelismedigi gozlenmistir (Ohlsson ve
ark., 1993; Jonsson ve ark., 1994; Offield ve ark., 1996). Hepatosit niikleer faktor 3 beta
(Hnf3pB), pankreasta Pdx-1’in gen transkripsiyonunda onemli bir diizenleyicidir ve
endodermal hiicre topluluklarinin gelisimi i¢in gereklidir (Zaret, 1996; Wu ve ark.,
1997). Bu faktoriin eksik oldugu farelerde erken embriyogenezde oliim goézlenmistir
(Ang ve ark., 1993; Weinstein ve ark., 1994). Hnf6, Pdx-1 geninin pankreas gelisimi i¢in
uygun zamanda salinmasini saglayan diger bir transkripsiyon faktoriidiir (Jacquemin ve
ark., 2003). Bu faktorlerin salinimi ile pankreas ve duedonumda progenitor hiicrelerin
belirlenmesi saglanir (Jonsson ve ark., 1994; Offield ve ark., 1996; Ahlgren ve ark.,
1997; Gu ve ark., 2002).

Pankreatik kok hiicreyle iliskili bazi1 proteinler tanimlanmistir ve calismalarda c¢ok
sayida transkripsiyon faktoriiniin pankreatik kok hiicre farklilasmasinda 6nemli rolii
oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin gen saliniminin diizenlenmesinde ¢ok énemli olan Pdx-
1 proteininin pankreasin endokrin ve ekzokrin bilesenlerinin gelisiminde ve insiilin
geninin transkripsiyonunda kritik bir rol oynadig1 bilinmektedir (Leonard ve ark., 1993;
Jonsson ve ark., 1994; Miller ve ark., 1994). Pdx-1 geni aym1 zamanda progenitor
hiicrelerden insiilin iireten hiicrelerin farklilasmasi ve adacik neogeneziyle de yakindan

iligkilidir (Bonner-Weir ve ark., 2000; Ferber ve ark., 2000).

Knockout fareler kullanilarak yapilan c¢aligmalarda islet-1 (Isl-1) transkripsiyon
faktoriiniin de adacik farklilasmasinda 6nemli oldugu gosterilmistir (Ahlgren ve ark.,
1997). Isl-1, yetiskin pankreas adacik hiicrelerinde bir ndral kok hiicre isaretleyicisi
olarak tanimlansa da endokrin hiicrelerin ve nestin olusturulmasi i¢in gerekli bir
transkripsiyon faktoriidiir (Bonner-Weir ve ark., 2000; Jacquemin ve ark., 2003).
Yapilan caligmalarda, Isl-1 eksik farelerde ventral tomurcuk gelistigi halde dorsal
tomurcugun gelismedigi gozlenmistir. Bununla birlikte ventral tomurcukta ekzokrin

hiicreler varken endokrin hiicrelerin olmadig1 gézlenmistir.
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Ngn3 geni knockout edilmis farelerde yapilan calismalarda ekzokrin doku ve pankreatik
kanal hiicrelerinin normale yakin fenotipte oldugu ancak farklilasmis endokrin
hiicrelerin olusmadigi gozlenmistir (Gradwohl ve ark., 2000). Bu fenotipin gézlenmesi
ve Ngn3’iin bazi hiicrelere, olgunlasmamis endokrin hiicrelerde eksprese olan Pax6,
Nkx6.1 ve NeuroD1 ile birlikte koekspresyonunun gozlenmesi, embriyonik Ngn3 pozitif
hiicrelerin endokrin progenitorleri oldugu sonucuna varilmasina sebep olmustur (Jensen
ve ark., 2000; Schwitzgebel ve ark., 2000). Yine de bu yaklagimin tamamen dogru
oldugu sdylenememektedir. Ngn3’iin, adacik gelisiminde etki gdstermesi i¢in Ngn3
pozitif hiicrelerin Ngn3 negatif diger hiicreleri indiikleyerek adacik hiicre olusumuna

katki sagladiklar diisiiniilmektedir.

Isl-1, Hnf3P gibi transkripsiyon faktorlerinin yanisira Pax4 ve Pax6 gibi iki homedomain
protein, yetiskin pankreasi kadar embriyonik bagirsak gelisiminde de salinmaktadir.
Pax-4 molekiiliiniin hem dorsal hem de ventral tomurcuk gelisiminde salindigi
bilinmektedir, yetiskinlerde salinimi ise beta hiicreleri ile sinirlidir (Sosa-Pineda ve ark.,
1997). Buna karsin Pax-6 molekiilii, fetal ve eriskin pankreasta her dort tip endokrin
hiicreden de salinmaktadir (Sander ve German, 1997). Yapilan gen delesyon
caligsmalarinda bu genlerin yoklugunda olgun endokrin hiicrelerin gelismedigi ve Pax-
4’{in somatostatin tireten A hiicreleri ve insiilin iireten 8 hiicrelerinin rejenerasyonu i¢in
gerekli oldugu gdzlenmistir. Pax-6 ise glukagon iireten o hiicrelerinin farklanmasinda

gereklidir (Sosa-Pineda ve ark., 1997).

Glukoz, insiilin saliniminin baslica diizenleyicisidir. Ancak insiilin salinimina iliskin
kesin mekanizma ve etkileyen faktorler tam olarak anlagilamamistir (Rutter, 2001). Fare
beta hiicreleri insiilin ve insiilin biliylime faktorii (IGF) reseptorlerinin her ikisine de
sahiptir ve bunlar sinyal yolunun en 6nemli bilesenleridir (Kulkarni ve ark., 2002). IGF-
1 reseptorii beta hiicrelerinin biiyimeleri i¢in gereklidir. IGF-1 ya da insiilin
reseptoriliniin beta hiicrelerinde spesifik dagilimi olan farelerde beta hiicrelerinin erken
biliylime/gelisimlerinde  degisiklik  gostermezler. Cre rekombinaz salindiginda
embriyonun 9,5. giinlinden sonra beta hiicrelerinin biiyiimesi i¢in bu reseptorlerin olmasi
gerektigi gosterilmistir (Kulkarni ve ark., 1999; Kulkarni ve ark., 2002; Xuan ve ark.,

2002). Bununla birlikte farelerde glukoz stimulasyonlu insiilin sekresyonunda defektler
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gozlenmistir. IGF-1 ve/veya insiilin reseptorii glukoz duyarliligini diizenler ve beta
hiicresinin biiylimesi iizerine potansiyel bir geri tepkime etkisi olusturur (Kulkarni ve
ark., 2002). Ancak, uygun modellerle yapilan deneylerde geri tepkime mekanizmasinin
tam olarak tanimlanmasi i¢in patofizyolojik durumlarda beta hiicre fonksiyonlarinin
anlagilmas1 Onemlidir. Tim bu bilgilerin 15181 altinda, Ptfla ve Pdx-1 tiim olgun
pankreas hiicre tiplerinin Onciileri olarak kabul edilmektedir. Farelerde 12.,5. giinde
kanallarin olusumunun sekillenmeye basladigi E9,5 - E12,5. gilinlerde Pdx-1 saliniminin
gozlendigi disilinlilmesine ragmen, henliz bu durumu baskilayan ve indiikleyen
mekanizmalar aydinlatilamamistir ve daha ileri calismalara gerek vardir (Gu ve ark.,

2002; Gu ve ark., 2003).

2.4. Postnatal siirecte Pankreatik Beta Hiicre Gelisimi

Pankreasta, olusacak yeni beta hiicreleri i¢in farkli kaynaklar mevcuttur. Yeni beta
hiicrelerinin olusumu, hazirda var olan insiilin {ireten beta hiicrelerinin replikasyonu ile
olabilecegi gibi, asiner ve duktal hiicrelerden beta hiicrelerinin rejenerasyonu ile de
olabilir. Bu rejenerasyon, duktal epitelde bulunan progenitor hiicrelerden veya asiner
hiicrelerden farklilasma ile gerceklesebilir. Ayrica beta, duktal veya asiner orijinli
olmayan pankreatik kok/progenitor hiicrelerden de beta hiicrelerine farklilasma

gergeklesebilir (Sekil 2.3) (Patti ve ark., 2005).

Yeni B hiicre olusumunun, adacik igerisindeki mevcut beta hiicrelerinin replikasyonu ile,
ekzokrin dokudaki asiner hiicrelerin ya da farklilasmis kanal epitel hiicrelerinin 3
hiicresine doniisiimii ile gerceklestigini gosteren c¢alismalar vardir. Son yillardaki
arastirmalar ile beta hiicrelerin bir takim Onciil hiicrelerden de gelisebilecegi ileri
stiriilmiistiir (Bouwens ve ark., 1994; R. N. Wang ve ark., 1994; Bouwens, 1998; K. H.
Song ve ark., 2004).
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Sekil 2.3. Yeni beta hiicrelerine kaynak olarak pankreas (Bonner-Weir ve Weir, 2005).

Bu bilgiler dogrultusunda, postnatal beta hiicre biiyiimesi, replikasyon, neogenez ve beta
hiicresi olmayan diger hiicrelerin farklilagsmasit (transdiferasyon) gibi farkl

mekanizmalarin katkida bulundugu kompleks bir olgu olarak tanimlanabilir.

2.4.1.Beta Hiicre Replikasyonu

Beta hiicrelerinin replikasyon mekanizmasi beta hiicre popiilasyonunun artisinda birincil
onem tagimaktadir. Peptid tabanli baz1 biiyiime faktorleri ve baslica glukoz olmak tizere
baz1 besinler ile beta hiicre raplikasyon hizinin arttigir gosterilmistir (Lingohr ve ark.,
2002). Fakat bu gozlemler daha ¢ok in vitro ¢alismalara dayanmaktadir ve in vivo olarak
beta hiicrelerinin mitogenezindeki degisimleri agiklayan mekanizmalar net olarak aciga
cikartlmamistir. Bununla birlikte, 6zellikle Siklin-D2 (Georgia ve Bhushan, 2004;
Kushner ve ark., 2005) ve Siklin D bagimh kinaz-4(CDK4) (Rane ve ark., 1999) gibi
hiicre dongiisiinde gorevli regiilator bilesenlerin normal beta hiicre replikasyonu i¢in
onemli oldugu bilinmektedir. Siklin D2 genleri susturulmus farelerin beta hiicre
kitlelerinde, heniiz 2 haftalikken glukoz intoleransina sebep olacak dl¢iide hasar oldugu
ve goreceli olarak daha kiiciik adaciklara sahip olduklar1 belirlenmistir (Georgia ve
Bhushan, 2004; Kushner ve ark., 2005). CDK-4 genleri susturulmus farelerin, dogumda
normal fenotip gdstermelerine ragmen beta hiicre kitlesini arttirmakta zorluk c¢ektikleri
ve ilerleyen donemde insiilin bagimli diyabet gelistirdikleri belirlenmistir. Buna karsin,
CDK-4’1in hasarli formu ile transgenik ekspresyonunun saglandig: farelerde, beta hiicre

hiperplazisi ve hipoglisemi gozlenmistir (Rane ve ark., 1999). Bu ¢aligmalar, yenidogan
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siirecinde meydana gelen beta hiicre replikasyonunun, yeterli miktarda beta hiicre

kitlesinin olusumundanki 6nemini ortaya ¢ikartmaktadir.

Birgok faktoriin ve besinlerin beta hiicre replikasyonunu indiikledigi in vitro
caligmalarda gosterilmistir (Lingohr ve ark., 2002). Beta hiicre replikasyonunu arttiran
en belirgin faktorler, glukoz, insiilin-benzeri biiylime faktorii (IGF-1), bliylime hormonu,
hepatosit biliytime faktorii (HFGF), prolaktin ve plasental laktojendir. Ancak fizyolojik
faktorlerinin hangisinin spesifik olarak in vivo beta hiicre replikasyonunu indiikledigi
belirsizdir. Ozellikle de neonatal siiregte gergeklesen beta hiicre replikasyonunu kontrol
eden major faktoriin tanimlanmasi erigkin donemdeki beta hiicre kitlesinin de

tanimlanmasinda 6nemli katki saglayacaktir.

Daha once de belirtildigi gibi, GLP-1’in beta hiicre proliferasyonu iizerine etki eden
faktorlerden biri oldugu 6ne stiriilmiistiir. In vitro ¢aligmalarla GLP-1R agonistlerinin
beta hiicre proliferasyonunu stimiile ettikleri de gosterilmistir. Hatta normoglisemik
deney hayvanlarinda dahi GLP-1R agonistlerinin beta hiicre proliferasyonu ve beta
hiicre kitlesini arttirdiklar1 saptanmistir (Edvell ve Lindstrom, 1999; Xu ve ark., 1999; J.
G. Kim ve ark., 2003). GLP-1 sinyallesmesinin beta hiicre proliferasyonunu indiiklemesi
ile ilgili mekanizma net olarak aydinlatilamamis olsa da, olast mekanizma su sekilde

aciklanmaktadir.

Glukoz varliginda ve GLPR’iine ligand baglanmasi ile G proteininin alfa stimiile edici
alt tiniteleri G protein kompleksinden ayrilarak adenilat siklazi aktive eder. Boylece
cAMP olusur (J Buteau, 2008). cAMP, PKA’y1 aktive eder ve PKA da CREB
transkripsiyon faktoriinii stimiile eder. CREB; proliferasyon inhibitdrii olan p27’°yi
inhibe ederken, A2 ve D1 siklinlerini aktive eder ve bdylece proliferasyon stimiilasyonu
gerceklesir (W. J. Song ve ark., 2008). CREB ayrica IRS-2/PI3K/Akt yolag: araciligiyla
IRS-2 transkripsiyonunu arttirir (Persaud ve ark., 2011). GLP-1 sinyallesmesi ayrica
Epitelyal biiylime faktorii reseptoriiniin (EGFR) transaktivasyonuna neden olur. EGFR
PI3K’1 ve ardindan Akt’yi aktive eder. Bu yolak aracilifiyla FoxOl niiklear
translokasyonu GLP-1 sinyallesmesi aracilifiyla inhibe olur. Dolayisiyla FoxO1’in
inhibisyonu ortadan kalktiginda Pdx-1 ve hiicre biiyiimesinde gorevli diger genlerin

ekspresyonu artar (Sekil 2.4) (J. Buteau ve ark., 2006).
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Sekil 2.4. Beta hiicre replikasyonunda etkili yolaklar (Linnemann ve ark., 2014).

2.4.2. Beta Hiicre Farkhilagsmasi ve Neogenez

Bir pankreatik ekzokrin asiner hiicrenin pankreatik endokrin beta hiicresine doniisiimii
beta hiicre farklilasmasi olarak tanimlanmaktadir (Atkinson ve Rhodes, 2005). Bu tanimi
destekleyen (Zhou ve ark., 1999; Hui ve ark., 2001; Gershengorn ve ark., 2004; Yew ve
ark., 2004) ve desteklemeyen (Palgi ve ark., 2000) in vitro calismalar olsa da, bu
caligmalarda in vivo kanitlarin eksikligi s6z konusudur. Ayrica bu calismalarin ¢ogu
poliklonal transforme edilmis ekzokrin hiicre hatlarinda gerceklestirildiginden bu
hiicreler ayn1 zamanda c¢ok az miktarda insiilin pozitif beta hiicreleri igermektedir.
Dolayisiyla beta hiicre replikasyonu ile farklilasma mekanizmasini birbirinden ayirmak

olduke¢a zordur.

Yapilan c¢esitli calismalarda transkripsiyon faktorlerinden birisi olan pankreatik
duodenal homeobox-1 (pdx-1)’in beta hiicre farklilasmasinda rol oynadigi ileri
stiriilmektedir (Zangen ve ark., 1997). Pdx-1, esas olarak embriyonal donemde pankreas
gelisiminde rol oynayan c¢ok Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Pdx-1’in eriskin
donemdeki ekspresyonu Ozellikle B hiicresinde ve c¢ok az sayidaki somatostatin
hiicrelerinde tespit edilmistir (Fernandes ve ark., 1997; McKinnon ve Docherty, 2001;
Petropavlovskaia ve Rosenberg, 2002)
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Movasat ve ark’lari, yenidogan siganlara STZ enjeksiyonu sonrasinda 5 giin insiilin
tedavisi yaptiklarinda tedavi uygulanan ve uygulanmayan STZ gruplarinda yeni olusan
beta hiicrelerinin ya da hiicre kiimelerinin kanal epitelleri ile iligkili olduklarim
gozlemisler ve bunun da kanal epiteli i¢cinde bulundugu varsayilan 6nciil hiicrelerin beta
hiicrelerine faklilagmasi ile iligkili oldugu sonucuna varmislardir (Movassat ve ark.,
1997). Suzuki ve ark., pankreatektomi uyguladiklar1 sicanlarda 7. giinden sonra,
ekzokrin doku icerisinde bulunan sentroasiner hiicrelerini incelediklerinde, biiyiik
sentroasiner hiicrelerde insiilin immiinpozitif ve kii¢iik sentroasiner hiicrelerde glukagon
immiin pozitifligi veren hiicreleri ya da hiicre kiimelerini saptamislardir. Ayrica biiyiik
sentroasiner hiicrelerin bazilarinda insiilin ve glukagon proteinlerinin birlikte eksprese
edildigini tespit etmislerdir. Bu bulgular dogrultusunda sentroasiner hiicrelerin beta

hiicrelerine doniistiigiinii ileri stirmiislerdir (Suzuki ve ark., 2003).

Neogenez, pankreasin duktal epitelinden yeni beta hiicrelerinin olusumu olarak
tanimlanmaktadir (Bonner-Weir, 2000). Genel olarak beta hiicre neogenezinin
gergeklestigi kabul edilmekte ise de mekanizmasi aydinlatilamamistir. Beta hiicre
neogenezinin, embriyolojik beta hiicre gelisim siirecine benzer sekilde gerceklestigi,
prekiirsor hiicreler araciligi ile erigskin pankreatik kok hiicrelerden olgun beta
hiicrelerinin gelistigi diisliniilmektedir. Bununla birlikte, erigkin beta hiicre neogenezi ile
embriyolojik beta hiicre gelisimi arasinda mekanizma agisindan ve her bir hiicresel
farklilasmab asamagini yoneten faktorler acisindan Onemli farkliliklar olmasi
muhtemeldir. Bununla birlikte, pankreatik kok hiicreleri veya araci prekiirsor hiicreleri
tanimlayacak kesin bir hiicresel belirte¢ belirlenemediginden, beta hiicre neogenez
siirecini tanimlayabilmek oldukca zordur. Yakin zamanda, karbonik anhidraz II olasi
duktal prekiirsor hiicre belirteci olarak ©ne siirlilmiisse de, heniiz bu hipotez
dogrulanmamistir (Inada ve ark., 2006). Ek olarak, normal ve neoplastik néroendokrin
hiicrelerde eksprese edildigi tespit edilen sinaptofisin, néron ve endokrin hiicre
vezikiilerinin 6nemli bir integral membran glikoproteinidir (Wiedenmann ve ark., 1986;
Lukinius ve ark., 2003). Normal kosullarda pankreasin tiim endokrin hiicrelerinde
eksprese edilirlerken, kanal epitel hiicrelerinde ve asiner hiicrelerde eksprese edilmezler.
Bu hiicrelerdeki ekspresyonlar hiicrelerin néroendokrin hiicre 6zellikleri kazandiklarini

gosteren bir belirteg olarak kabul edilir.
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Yeni olusmakta olan beta hiicrelerine 6zgii belirte¢ arastirmalarinda, gen ekspresyon
profillemesi kullanarak, gen¢ ve olgun beta hiicrelerinin fenotipi ile duktal hiicrelerden
doniisen yeni beta hiicrelerinin fenotipi ve olgun beta hiicrelerinin fenotipi arasinda

belirgin farkliliklar oldugu belirtilmistir(Aye ve ark., 2010).

Kismi pankreatektomi yapilmis sicanlarda yeni olusan adaciklarin beta hiicrelerinde
eksprese olan, fakat olgun adaciklarda eksprese olmayan sitokeratin-19 (CK-19), matrix
metalloproteinase-2 (MMP2), frizzled-2, surfaktan protein D (SPD) ve CD24 proteinleri
belirlenmistir. Bunlarin yeni olusan beta hiicreleri icin spesifik belirte¢ olabilecegine
dair yapilan caligmalar dogrultusunda MMP-2, CK-19 ve SPD’nin aday belirtegler
olabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bununla birlikte, bu aday belirteglerin ekspresyonlarinin
gecici oldugu ve hiicrede ayni anda senkronize halde gerceklesmeyebilecegi de
belirtilmistir (Aye ve ark., 2010). Bu genlerin pankreas gelisiminde rol aldig1 daha
onceki ¢aligmalarda gosterilmis olsa da, fonksiyonlari tam olarak aciga ¢ikarilamamaistir.
CK-19, epitel hiicrelerde ara filamentlere 6zgii bir belirte¢ olup farklilagma asamalarinin
degisken sathalarinda olan hiicrelere karakterize oldugu one siiriilmiistiir (Stasiak ve
ark., 1989). Progenitor hiicrelerin yer aldigi, epidermisin bazal tabakasinda eksprese
olurken farklilagmasini tamamlamis hiicrelerde CK-19 ekspresyonuna rastlanmamastir.
Aye ve ark. ayrica; dogum sirasinda pankreasta yeni tomurcuklanan adaciklarda ve
duktal epitelden bir iki hiicre uzakliktaki hiicrelerde, insiilin ile birlikte CK-19
koekspresyonu saptamislardir. Arastirmacilar bu bulgularin beta hiicrelerinin duktal
epitel hiicrelerden koken alarak gelistigi fikrini destekledigini, ancak dogumdan kisa bir
stire sonra CK-19 ekspresyonunun asiner dokuyla sinirlandigini bildirmislerdir(Aye ve
ark., 2010). MMP-2, ¢inko gerektiren ndétral endopeptidazlar ailesinin bir {iyesi olup
ekstraseliiler matriks proteinlerinin bir¢oguna baglanma o6zelligine sahiptir (Pirila ve
ark., 2003). Adacik morfogenezinin gergeklestigi donem olen embriyonik gelisimin 17.
giiniinden 19. giiniine kadar olan siiregcte en yiiksek aktivite gosterir (Kaung, 1994).
MMP-2’nin ayrica adacik morfogenezinde rolii oldugunu gosteren calismalar da vardir
(Miralles ve ark., 1998). SPD, C tipi lektin ailesinin bir tiyesi olup, fotal ve eriskin insan
ekzokrin pankreasi da dahil olmak iizere birka¢ dokuda eksprese olmaktadir (Stahlman
ve ark., 2002). SPD; gelisimin erken donemlerinde eksprese olur, dogumdan dogumun

2. giiniine kadar insiilin ile kolokalize oldugu belirlenmistir. Dogumu takip eden 7. giin

19



itibariyle SPD ekspresyonu yok olmaktadir. SPD’nin bu gegici ekspresyonunun
saptanmasi, bu protein yeni olusan beta hiicreleri i¢in aday belirte¢ olma o6zelligi
kazandirmaktadir. Sonug olarak, Aye ve ark., bu belirte¢ genlerin hem neonatal beta
hiicreleri hem de kanal hiicrelerinde goriilmesi ile postnatal pankreatik progenitor
hiicrelerinin in vivo kaynaginin kanal hiicreleri oldugu goriisiinii destekleyen bulgulara
ulagmiglardir. Ek olarak bu aday belirteclerin tek biriyle yapilan analizler dogrultusunda
yeni olusan beta hiicrelerini belirlemenin miimkiin olmayabilecegini ancak bu
belirteclerin kombine kullanimiyla yeni olusan beta hiicrelerinin belirlenebilecegini 6ne

siirmiislerdir (Aye ve ark., 2010).

Eriskin pankreatik kok hiicreleri bircok arastirmaci tarafindan kadavralardan elde
edilmektedir. Elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmeleri ve proliferasyonlarinin
saglanmasi bu hiicreler ile calismanin en biiyiik zorluklar1 arasindadir. Fred Levine ve
arkadaslar1 California iiniversitesinde insan kadavralarindan izole ettikleri hiicrelerden
insiilin salinimini saglayabilmek i¢in, bu hiicreleri insiilin salinimini stimule eden Pdx-1
genini salgilayacak sekilde diizenlemislerdir. Ancak bu hiicreler diyabetik farelere
nakledildiklerinde normal adacik hiicreleri kadar insiilin salgilamadiklar1 goézlenmistir
(Levine ve Mercola, 2004). Buradaki dnemli konu hiicrelerin biiylime ve farklilagmalari
arasindaki hassas dengenin devam etmesidir. Yani hiicrelerin ¢ogalmalar1 saglansa da

insiilin liretmeye devam etmeleri saglanabilmelidir.

Bonner ve ark, eriskin pankreas dokusundan pankreas kanali hiicrelerini izole ederek
kiiltiirde cogaltarak, kanal hiicrelerini ve endokrin hiicrelerini igeren hiicre kiimelerinin
farklilasmaya basladiklarin1 gostermislerdir. Elde ettikleri primer kiiltiirler ile hiicreleri
cogaltmislar ancak bu hiicrelerin sinirli biiylime kapasitesine sahip olduklarini
diisiinmiislerdir (Bonner-Weir ve ark., 2000). Bunun yanisira, son dénemlerde yetiskin
farelerde, pankreas kanal1 epitel hiicrelerinden uzun siireli hiicre kiiltlirleri hazirlanmis
ve ¢ok sayida adacik hiicresinin insiilin {iretebildigi gdzlenmistir (Ramiya ve ark., 2000).
Gershengorn ve ark tarafindan olgunlagmis beta hiicrelerinin kendilerini yenileyebilme
potansiyellerinin oldugu gosterilmistir (Gershengorn ve ark., 2004; Gershengorn ve ark.,

2005). Ancak bu hiicrelerin dnce nestin pozitif mezenkimal kok hiicrelere doniistiigii
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daha sonra ileri yonde farklilagarak yeni beta hiicrelerini olusturduklar1 diisiiniilmektedir

(Lechner ve ark., 2005; Ouziel-Yahalom ve ark., 2006).

Kemirgenlerde yapilan pankreas rejenerasyon modellerinde, eriskin pankreasinda [3
hiicre neogenezinin kanal epitelinden basladig1 gosterilmistir (Rosenberg ve ark., 1983;
Rosenberg, 1995; R. N. Wang ve ark., 1995). In vitro kosullarda da pankreas adacik
hiicrelerin farklilasmasinda pankreasin kanal hiicrelerinin rol oynadigi bildirilmistir
(Bouwens ve ark., 1994; Cornelius ve ark., 1997). Ayrica pankreas asiner hiicrelerinin
kanal hiicrelerine degistigi bircok insan ve kemirgen caligmalariyla ispatlanmistir
(Rooman ve ark., 2000; K. H. Song ve ark., 2004). Roman ve ark., kiiltiirde si¢an
pankreas asiner hiicrelerinin kanal hiicrelerine farklilasarak sitokeratin-7 (CK7),
sitokeratin-20 (CK20) ve fetal karaciger kinaz-1 eksprese ettiklerini gostermislerdir
(Rooman ve ark., 2000). Hiicresel doniisiim tamamlandiginda yeni olusan hiicrelerin
norendokrin bir belirte¢ kabul edilen “protein gen iriinii 9.5” (PGP9.5)’u eksprese
etmeye basladiklarini bildirmislerdir (Mashima ve ark., 1996). Song ve ark. eriskin
Sprague-Dawley si¢anlarin pankreasindan izole edilerek hazirlanan asiner hiicre
kiiltiirinde bir hafta icinde cok sayidaki asiner hiicrenin amilaz ekspresyonunu
kaybederek kanal hiicre fenotipine dontistiiklerini gostermislerdir. Daha sonra kiiltiirde
insiilin pozitif hiicreler gdzlenmis, mevcut bulunan az sayidaki insiilin pozitif hiicrenin
sitokeratinleri de birlikte eksprese ettigi gosterilmistir. Bu sonuglara dayanarak kanal
hiicrelerine degisim gosteren asiner hiicrelerin ilerleyen dénemde insiilin iireten

hiicrelere farklilasabilecegi sonucuna varilmistir. (K. H. Song ve ark., 2004)

Beta hiicre neogenez mekanizmasinin kendisi kadar, bu siireci tetikleyen faktorler
konusunda da net olmayan bilgiler vardir. Her ne kadar IGF-1 (Bonner-Weir ve ark.,
1993), GLP-1 ve GIP inkretinleri (Betsholtz ve ark., 1989; De Leon ve ark., 2003; L. L.
Baggio ve Drucker, 2006; Xu ve ark., 2006), gastrin ve EGF kombinasyonlarinin
(Suarez-Pinzon ve ark., 2005) in vivo beta hiicre kitlesini arttirdig1 gosterilmisse de, bu

artista neogenez mekanizmasinin rolii olup olmadigi bilinmemektedir.

GLP-I’in beta hiicreleri lizerinde net olmamakla birlikte One siiriilen proliferatif
mekanizmasinin disinda farklilasma ve neogenez mekanizmalarina olan etkisi ile de

ilgili baz1 ¢aligmalar yapilmistir. Her ne kadar bu ¢aligmalarin biiyiik ¢ogunlugunu GLP-
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I’in dogal olmayan mimetikleri ile yapilan in vitro arastirmalar olustursa da, bu
arastirmalar sonucunda GLP-1 sinyallesmesinin beta hiicresinin gelisim ve olusum
mekanizmalar1 tizerindeki etkilerinin aydinlatilmasi acisindan 6nemli bulgular elde

edilmistir.

Insan pankreatik ekzokrin hiicre hatlarinda; GLP-1R sinyal aktivasyonunun Pdx-1,
glukokinaz, ve GLUT2 genlerinin sentezini arttirdii ve beraberinde hiicre
farklilasmasii indiikleyerek ekzokrin orijinli hiicreleri endokrin hiicre fenotipine
doniistlirdiigii 6ne stiriilmiistiir (Zhou ve ark., 2002). GLP-1R agonistlerinin Foksa2 gibi
transkripsiyon faktorleri araciligiyla Pdx-1 gen transkripsiyonunu aktive ederek
farklilagmay1 indiikledigi belirtilmistir. PANC-1 hiicrelerinin Pdx-1 sentezi yoklugunda
farklilasamamas1 ekzokrin hiicre farklilasmasinda GLP-1R agonistlerin etkilerini Pdx-
I’e bor¢lu oldugunu gostermistir (Hui ve ark., 2001). Aynm1 zamanda GLP-1’in, insan
adacik progenitor hiicrelerinin fonksiyonel beta hiicrelerine doniisiimiinii sagladigi 6ne
stiriilmiistiir. Beta hiicre hatlar1 ve normal adaciklar iizerinde yapilan calismalarda GLP-
IR agonistlerinin beta hiicre proliferasyonunu stimiile ettikleri de gdsterilmistir.
Normoglisemik deney hayvanlarinda dahi GLP-1R agonistlerinin beta hiicre
proliferasyonu ve beta hiicre kitlesini arttirdiklar1 saptanmistir (Edvell ve Lindstrom,

1999; Xu ve ark., 1999; J. G. Kim ve ark., 2003).

Dogumla birlikte tek doz streptozotosin (STZ) uygulanmis Wistar siganlarda 5 giin
gegici GLP-1 veya GLP-1R agonisti ekzentin-4 tedavisinin beta hiicre kitlesinde bir
artisa sebebiyet verdigi bulunmustur (C. Tourrel ve ark., 2001). GLP-1R agonistlerinin
kismi pankreatektomi yapilan sicanlarda beta hiicre kitlesinde artisa yol agtig1
belirtilmistir (Xu ve ark., 1999). Diyabetik farelerde de GLP-1R agonistlerinin Pdx-1
sentezini uyararak beta hiicre kitlesini arttirdig1 yoniinde ¢aligmalar vardir (Stoffers ve
ark., 2000). Sicanlarda gecici ekzentin-4 uygulamasinin beta hiicre kitlesinde bir artis

saglayarak diyabet gelisimini dnledigi de bildirilmistir (Stoffers ve ark., 2003).

GLP-1R agonistlerinin beta hiicreleri iizerindeki antiapoptotik etkileri oldugu ve bu
etkilerin de Pdx-1 geni sentezine baglanabilecegi bildirilmistir. Genelde hiicrelerde
GLP-1 reseptor yetmezligi veya ekzentin-4 cevabinin diistikliigli Pdx-1 gen sentezindeki
bozuklukla birlikte seyretmektedir (H. Wang ve ark., 2005). Beta hiicre spesifik Pdx-1
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inaktivasyonu olan farelerde, beta hiicrelerinin apoptozunda bir artis gozlenirken;
ekzentin-4 uygulamasi ile bu farelerde beta hiicre proliferasyonunun indiiklenemedigi
gosterilmistir (Li ve ark., 2005). GLP-1R agonistleri apoptotik sinyal yolaklarinin
inhibisyonu yoluyla beta hiicre kitle artisina ve korunmasina aracilik ederler. GLP-1
Zucker diyabetik sicanlarda kaspaz 3 sentezini ve niikleer fragmentasyonunu azaltirken,
ekzentin-4 uygulamasi ise db/db farelerde (Q. Wang ve Brubaker, 2002) ve STZ
uygulanmig farelerde (Ehses ve ark., 2003) beta hiicre apoptozisini azaltir. Bilindigi gibi
beta hiicre toksisitesinde reaktif oksijen triinleri 6nemli roller oynar. GLP-1R
aktivasyonunun hidrojen perokside maruz kalmig MIN6 hiicrelerinde cAMP ve PI3K
bagimli bir bicimde Bcl-2 ve Bcl-xL sentezini arttirirken poli-ADP riboz polimeraz
enzim yikimini azaltarak apoptozisi engelledigi belirtilmistir (Hui ve ark., 2003). GLP-
I’in proliferatif ve antiapoptotik etkilerinin aciga ¢ikartilmasi, adacik transplantasyonu
olgularinda GLP-1 uygulamasinin yararli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Adacik nakli
sonrasinda farelere ekzentin-4 uygulamasi etkin glukoz kontrolii saglamadigi halde,
transplantasyon Oncesi kiiltiire edilen adaciklara ekzentin-4 verilmesinin transplantasyon

sonrasinda deneklerde hiperglisemiyi diizelttigi belirlenmistir (King ve ark., 2005).

Tim bu bilgilerden yola c¢ikarak, diyabet tedavisinde gelistirilen GLP-1 tabanlh
stratejilerin beta hiicre olusumundaki etkilerinin incelenmesi igin tedavi sonrasinda
olusan insiilin pozitif hiicrelerin kdkeninin incelenmesi gerekmektedir. Bu dogrultuda,
beta hiicre Kkitlesini arttirdigi gosterilen GLP-1 araciligiyla bu hiicrelerin hangi
mekanizmayla ve hangi hiicre kokeninden beta hiicresine doniistiigii belirlenirse, diyabet
tedavisi i¢in bircok yeni tedavi stratejisinin gelistirilmesine katki saglayacak bilgilere

ulasilabilir.

2.5. Diyabette Inkretin Tabanh gen tedavi stratejileri

Tip 2 Diyabet (T2DM) hastalarinda yapilan izoglisemik glukoz tolerans testleri agikca
gostermektedir ki, saglikli kontrol bireylere gore T2DM hastalarinda inkretin etkisi %50
azalmistir (Knop ve ark., 2007). Dolayisiyla, inkretinler postprandiyal glukoz
dolasiminin ana modiilatorleri oldugundan, inkretin yanitin kayb1 T2DM hastalarinda
kesin olarak glukoz intoleransina yol agmaktadir. T2DM hastalarinda, postprandiyal

GLP-1 yanit1 oldukg¢a azalmistir (Toft-Nielsen ve ark., 2001). T2DM hastalarinda,
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azalmis beta hiicre yanit1 GLP-1 infiizyonu ile geri kazanilabildiginden(Kjems ve ark.,

2003) GLP-1, T2DM tedavisi i¢in terapdtik bir ajan olarak degerlendirilmektedir.

GLP-1 hipoglisemiye neden olmaksizin, etkin bir sekilde glukoz indiiklii insiilin
salimimin uyarir (Vilsboll ve ark., 2001). Ancak, GLP-1 yaygin bir serin proteaz olan
Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP-4) ile hizla kesime ugradigindan, biyolojik yar1 omrii
oldukea kisadir (2-3 dakika). Bu 6zellik, sik sik injeksiyon gerektirmesi veya daha fazla
miktarlarda kullanilmas1 gerekliliginden dolayi, GLP-1’in terapotik kullanimini
siirlandirmaktadir (T. Kieffer ve Habener, 1999a). Biyolojik omrii kisa olan GLP-1’in
bu Ozelligini telafi etmek amaciyla, biyolojik olarak aktif GLP-1 {iretiminin ve
sekresyonunun saglanmasi i¢in viral ve viral olmayan gen aktarim teknolojileri
gelistirilmistir (Rowzee ve ark., 2011). Preproglukagon transgeninin dngoriilemeyen bir
glukagon iiretimi veya fonksiyonu tam olarak bilinmeyen diger peptidlerin liretimine yol
acabilme potansiyeli dolayisiyla, gen transfer deneylerinde tiim preproglukagon
cDNA’smin aktarimi yerine, sadece GLP-1 kodlayan sekans, GLP-1 7-37°nin aktarimi
tercih edilmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. GLP-1 kodlayan gen terapi vektor tasarimi(M. H. Tasyurek, Altunbas, Canatan, ve ark., 2014).
Transgen ekspresyonunu hedef organa smirlamak igin hiicre spesifik promotor kullanilir. GLP-1’in
sekretuar yolaklara yonlendirilmesi i¢in farkli sinyal peptidleri tercih edilebilir. Furin kesim bdlgesi, GLP-
I’in sinyal peptidinden ayrilmasi i¢in gereklidir. Alanin (Ala) aminoasidinin Glisin (Gli) ile yer
degistirilmesi ile, DPP4 kesimine direngli GLP-1 elde edilir.
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2.6. Viral Olmayan Gen Transfer Yaklasimlar:

Diyabetik hayvanlarda in vivo GLP-1 gen aktarimimin sonuglarini degerlendirmek
amaciyla, plazmid tabanl bir gen aktarim metodu gelistirilmis (Oh ve ark., 2003), ve bu
amacla baglangi¢c kodonu ile GLP-1 kodlayan bélge arasina bir furin ayrilma/tanima
bolgesi yerlestirilerek modifiye bir GLP-17-37 cDNA’s1 olusturulmustur. Zucker
diabetik sicanlara (ZDF) polietilenimin/pGLP-1 kompleksinin intravendz tek doz
enjeksiyonu sonucunda, glukoz indiiklii insiilin saliniminda artis ve 2 hafta siireyle kan
glukoz seviyelerinde diisiis gozlenmistir. GLP-1 ekspresyonunda artis saglamak
amaciyla, furin tanima boélgesi iceren GLP-1 7-37 ¢cDNA’s1 tasiyan plazmid, NF-kB
baglama bolgeleri igeren bir SV40 promotor bdlgesi ile birlestirilmistir (S. Choi ve ark.,
2005) Polietilenimin/pGLP-1 kompleksinin, diyet indiiklii obez (DIO) farelere, sistemik
tek doz enjeksiyon ile uygulanmasi sonucunda insiilin sekresyonunda artig, ve iki

haftadan daha uzun siireyle kan glukoz seviyelerinde diisiis gdzlenmistir.

GLP-1 peptidinin kisa émrii ve aktariminin bagirsak dis1 yollardan yapilma zorunlulugu
dolayisiyla, GLP-1’in terapétik etkisini uzatmak ve arttirmak i¢in, aktif insan GLP-1’1
ve fare IgGl agir zincir sabit bolgeleriyle (GLP-1/Fc) bir fiizyon proteini
olusturulmustur (Kumar ve ark., 2007). IgG-Fc homodimerizasyonu, dogal GLP-1’e
kiyasla daha uzun yar1 6mre sahip, bivalent GLP-1 peptid ligandlarinin formasyonuna
yol agmistir. Olusan bu biiyiik molekiiler agirliga sahip homodimerler, renal klerensi
yavaglatip, konjuge peptidin degredasyonunu azaltmistir. GLP-1/Fc fiizyon proteinin
aktarimindan ii¢ ay sonra db/db farelerde, acglik kan glukoz seviyelerinin normalizasyonu
ile birlikte, glukoz indiiklii insiilin sekresyonunun arttigi ve glukagon saliniminin
azaldig1 gozlenmistir. Bu sonuglar, GLP-1/Fc plazmid enjeksiyonunun anti-diyabetik
etkilerinin gdzlenmesinin zaman aldigin1 gostermektedir. Bununla birlikte, GLP-1/Fc
flizyon proteini kan-beyin bariyerini ge¢emediginden, bu uygulama viicut agirligi ve

periferal insiilin duyarlilig1 {izerine herhangi bir etki gostermemistir.

Plazmid DNA ile yogun elektrostatik etkilesimlere girerek, plazmid DNA’sinin
niikleazlarin ~ saldirisindan  korunmasimi  saglayan  katyonik  polimerlerin  bu
Ozelliklerinden yararlanmak amaciyla, kitosan tabanli bir gen aktarim sistemi

gelistirilmistir (Dash ve ark., 1999). Ek olarak, kitosan bazli nanopartikiiller, siki
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intraseliiler baglanti bolgelerinden gecebilecek kadar kiiciik olduklarindan, hiicre
icerisine girerek GLP-1 kodlayan plazmid DNA’smin aktarimimi saglayabilirler
(Thibault ve ark., 2010). Furin tanima bdlgesi ve cytomegalovirus(CMV) promotor
bolgesi igeren ve GLP-1 kodlayan bir plazmid DNA’s1 ile olusturulmus kitosan bazli
nano-kompleksler 12 haftalik, Diyabet ZDF si¢anlara uygulanmis ve bu nano-
komplekslerin terapotik etkinlikleri degerlendirilmistir (Jean ve ark., 2011). Kitosan-
GLP-1 nanopartikiilleriyle yapilan 5 enjeksiyonun ardindan 49 giin sonra plazma GLP-1
miktarlarinda belirgin bir artis gdzlenmistir. Uygulama almis si¢anlarin  glukoz
toleransinda gelisme goriilmesine ve agirlik kazanglarinda azalma olmasia ragmen,
dolasimdaki insiilin artisinin gecici oldugu ve son enjeksiyondan sonra sadece 14 giin
siirdiigii  belirlenmistir. ilging bir sekilde, nano-komplekslerin subkutan (s.c)
enjeksiyonu, intramuskular (i.m.) gen aktarimina gore daha etkili olmustur. Bu durum,
enjeksiyon bolgesinde olusan bir inflamatuvar reaksiyonun vektor yayilimini engelleyici
bir etki gostermis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Son zamanlarda yapilan bir in
vitro c¢alismada, spesifik kitosan formiilasyonlar1 araciligiyla dogal GLP-1, DPP-4
direngli GLP-1 analoglari ve DPP-4 mRNA hedefli siRNA molekiillerinin aktarimi
arastirtlmistir (Jean ve ark., 2012). Kitosan formiilasyonlar1 araciligtyla etkin bir sekilde
niikleik asit aktarimi yapilan hiicre hatlarinda, dogal GLP-1’e kiyasla, DPP-4 direncli
GLP-1 analoglarinda 5 kat daha fazla artig gozlenmistir. Ek olarak, kitosan
formiilasyonlar1 kullanilarak gerceklestirilmesi amaglanan DPP-4 gen susturma
yaklasimi bagsarili olmus ve ticari olarak kullanilan lipoplex DharmaFECT molekiiliine

gore bu yaklasimla daha diisiik toksisite gozlenmistir.

Ekzentin-4 (Exenatid), daha uzun yar1 omiirlii ve etkin bir GLP-1R agonistidir (%50
sekans homolojisi). Bu sebeple, iki farkli plazmid kullanilarak gerceklesecek iki
basamakli bir transkripsiyon amplifikasyon metodu kullanilarak Ekzentin-4 ekspresyon
sistemi tasarlanmistir. Bu sistemde, bir plazmidde etkili bir transkripsiyon faktorii
kodlayan sekans, ikinci plazmidde ise Ekzentin-4 kodlayan sekansin promotoru
bulunmaktadir (P. H. Kim ve ark., 2012). Gen transfer araci olarak, diisiik toksisite ve
yiiksek transfeksiyon etkinligi gostermesi dolayisiyla Arjinin-cyctaminebisacrylamide-

siaminohexane polimer grafti (ABP) se¢ilmis ve yiiksek yagli yemle beslenmis
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C57BL/6] farelerde artan glukoz indiiklii insiilin salinimu ile birlikte, diisiik kan glukoz

seviyeleri gdzlenmistir.

2.7. Viral Gen Transfer Yaklasimlari

2.7.1. Adenoviruslar

Gen transfer etkinliginin arttirnllmast amaciyla, GLP-17-37 kodlayan adenoviral
ekspresyon vektorleri tasarlanarak, db/db farelere ve ZDF diyabetik sicanlara bu
vektorlerin sistemik enjeksiyonu gergeklestirilmistir (Parsons ve ark., 2007). Modifiye
edilmis GLP-1 kodlayan bolgeye (peptidin DPP4 direngli hale gelmesi i¢in A&G
yerdegisimi), bir lider sekans ve bir furin tanima bolgesi baglanarak, dolasimda siirekli
olarak yiiksek seviyelerde aktif GLP-17-37 ekspresyonu saglanmis ve bu sayede
hiperglisemi diigiiriilmiistiir. Adenovirus-GLP-1 vektdriiniin sistemik enjeksiyonu, ZDF
siganlarda gida alimimi azaltarak agirlik kaybina ve glukoz tolerans gelisimine yol

acmistir.

Farkl1 bir yaklasimda, DPP-4 direngli GLP-17-37, bir furin kesim bélgesi ile birlikte fare
bliylime hormonunun (mGH) sekretuar sekansina baglanmis ve farelerin cene alti
bezlerinde GLP-1 ekspresyonu saglamak amaciyla adenovirus vektorlerine klonlanmigtir
(Voutetakis ve ark., 2010). Ad-GLP-1 aktarimu ile, kontrol vektdr enjeksiyonu yapilmis
farelere gore 3 kat daha yiiksek serum GLP-1 seviyelerine ulagilmigtir. Buna bagh
olarak, kan glukozunun daha hizli temizlenmesi ve alloksan indiiklii hipergliseminin
diisiiriilmesi saglanmistir. Tiikiiriik bezlerindeki ekzokrin hiicrelerden salinan GLP-1,
dolasim sistemindeki kan glukoz seviyelerini degistirmek amaciyla modifiye
edilebilmektedir. Ancak, adenovirus aracilt GLP-1 gen aktarimimin tiikiiriik bezlerine
retrodiiktal inflizyonu; viral omurga kaynakl bir inflamatuvar reaksiyon olusmasina ve

GLP-1 peptidinin terap6tik etkinliginin sinirlanmasina yol agabilir.

Kesintisiz  GLP-1  ekspresyonunun beta  hiicre  rejenerasyonuna  etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla, CMV promotor ve albiimin lider sekansi igeren GLP-1
cDNA’s1 (rAd-GLP-1) tasiyan bir adenoviral vektdr olusturulmus ve farelerde in vivo
olarak test edilmistir (Liu ve ark., 2007). Streptozotocin (STZ) indiiklii diyabetik fareler
ve obez olmayan immiin yetersiz diyabetik farelerin birlesimi NOD/SCID farelere

yapilan tek doz intravenéz rAd-GLP-1 enjeksiyonu, 10 giin i¢inde farelerin diyabetik
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durumlarinda diizelmeye yol agmis ve 20. giinde normoglisemiye ulasilmasini
saglamistir. Ayrica, rAd-GLP-1 uygulamasi almis farelerde, kontrol adenovirus vektorii
verilen STZ indiiklii diyabetik farelere oranla, pankreasta instilin pozitif hiicre sayisinda
artis ve dolayistyla yiiksek seviyelerde insiilin sekresyonu gozlenmistir. Bu dogrultuda,
insiilin lireten pankreatik beta hiicrelerinin rejenerasyonu, GLP-1 aracili gen terapisinin
diyabet tedavisinde potansiyel bir terapotik strateji olabilecegini gostermistir. CMV
promotor ve insiilin lider sekansi ile olusturulan, GLP-17-37 kodlayan yeni bir
rekombinant adenovirus (Ad-ILGLP-1) 12 haftalik T2DM ZDF sicanlara intrevendz
yolla enjekte edilmis (Y. Lee ve ark., 2008), ve dolasimda yiiksek seviyelerde GLP-1
miktar1 ile birlikte, bu sicanlarda gelismis glukoz tolerans1 ve 3 hafta siireyle
normoglisemi gozlenmistir. Ancak, hem pre-diyabetik hem de diyabetik ZDF si¢anlarda
benzer sekilde, adenovirus aracili GLP-1 gen aktariminda koruma, adenovirus vektorleri

ile indiiklenen gen ekspresyonunun gegici olmasi dolayisiyla, sadece 21 giin stirmiistiir.

Obezite ve insiilin direnci, diisiik dereceli kronik inflamasyonla baglantilidir (Bastard
vd., 2006). Adipoz dokunun, insiilin direnci olusumuna katki saglayan bir inflamasyon
kaynag1 olmasi dolayisiyla, GLP-1"in adipoz doku iizerindeki anti-inflamatuvar etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla GLP-1 {ireten bir rekombinant adenovirus (rAd-GLP-1)
uretilmis ve ob/ob farelere uygulanmistir (Y. S. Lee ve ark., 2012). rAd-GLP-1
uygulamasi almis ob/ob farelerin yag kitlesi, adiposit boyutlar1 ve lipojenik mRNA
ekspresyon seviyelerinde, uygulama almayan farelere oranla belirgin bir azalma
gozlenmistir. Subkiitan yaglarda bir degisiklik olmazken abdominal yaglanmanin
azalmasi, daha onceki gozlemleri destekleyici nitelikte olup, abdominal yag birikiminin
insiilin direnci ile iligkili oldugunu gostermistir (Usui ve ark., 2010). Adipositlerde
(makrofajlarla birlikte) inflamatuvar yolaklarin direkt inhibisyonu, GLP-1’in insiilin
duyarliligin gelistirdigini ortaya koymaktadir.

Yiiksek yagh diyet indiiklii obez fare modelinde, artmis Ekzentin-4 ekspresyonunun
uzun doénemde in vivo etkilerini incelemek amaciyla, bir yardimei-bagimli adenoviral
vektor (HDAGd) iiretilmistir (Samson ve ark., 2008). Obez hastalarda meydana gelen
metabolik degisimleri daha iyi taklit edecegi diisliniildiigiinden, genetik olarak

degistirilmis asir1 obez kemirgen modeller yerine bu hayvan modeli kullanilmistir.
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Yiiksek yagli diyetle beslenen farelere tek doz HDAd-Ex4 enjeksiyonu sonrasinda,
glukoz homeastazisinde gelisme ve glukojenik enzim aktivitesinde azalma goriilmiistiir.
Bu etkilere ragmen, uygulama sonrasinda dolagimdaki insiilin seviyelerinde herhangi bir
artis gézlenmezken, uygulama almis hayvanlarda hepatik yaglarin azaldig1 ve adipokin
profillerinin gelistigi belirlenmistir. Yiiksek yaglh diyet ile beslenen farelerde gozlenen
agirlik kazancindaki diisiis, enerji tiiketiminde artisa bagli olup, gida alimindaki bir

degisim ile ilgili degildir.

2.7.2. Adeno Asosiye Virus (AAV)

Fare insiilin II promotor (MIP) kontroliinde, yesil florasan protein kodlayan, ¢ift iplikli
AAV serotip 8 vektorii, pankreatik beta hiicrelerinde doku spesifik transdiiksiyon saglar
(Z. Wang ve ark., 2006). Bu datalar g6z oniinde bulundurularak, eGFP yerine GLP-1
kodlayan DsAAVS8-MIP olusturulmus ve c¢oklu diisiikk doz streptozotosin (STZ)
uygulamast ile beta hiicre hasar1 yaratilmig diyabetik farelere intraperitoneal enjeksiyon
yoluyla uygulanarak, GLP-1’in terapotik etkinligi degerlendirilmistir (Riedel ve Kieffer,
2010). Hiperglisemiden korunma saglanmis olmasina ragmen, beta hiicrelerinde,
dsAAV’nin yetersiz transdiiksiyonuna bagli olarak (27%), dolasimdaki GLP-1
seviyesinde artis saglayabilecek kadar yliksek bir GLP-1 ekspresyonu saglanamamaistir.
Bununla birlikte, adacik icinde lokalize GLP-1 iiretimi gerceklesmis ve adacik foksiyon

ve sagkaliminda gelisme gozlenmistir.

Hepatosit biiylime faktorii (HGF)’nin adenoviral aktarimi, pankreatik beta hiicre
Olimiinti engelleyici ve transplantasyon acisindan onemli olan adacik hiicre kitlesini
minimize edici 0zelligi dolayisiyla (Lopez-Talavera ve ark., 2004), diyabet tedavisinde
terapotik bir ajan olarak degerlendirilmektedir (Gaddy ve ark., 2012). GLP-1 ve
HGF’nin ortak uygulamas: ile, obez hastalarda insiilin duyarliliginda gelisim ve viicut
agirhiginda azalma gozlenmistir (T. Kieffer ve Habener, 1999a). Bu durumdan yola
cikilarak, beta hiicre biiylime faktorleri, GLP-1 ve HGF’nin diyabet tedavisindeki
terapotik etkinliklerinin gen terapi yaklasimiyla test edilmesi amaciyla dsAAV vektorleri
olusturulmustur. AAV vektorlerinin transgen aktarim kapasitelerinin kisitli olmasi
dolayisiyla, HGF reseptoriiniin sadece kismi aktivasyon potensiyeline sahip N ve Kl

bolgeleri (HGF/NK1) dsAAV vektoriine klonlanmistir (Gaddy ve ark., 2010). GLP-1 ve
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HGF/NK1 fragmentlerinin dsAAV vektor aracili aktarimi, pankreatik adacik hiicre
proliferasyonunu indiikleyerek db/db farelerde diyabet baslangicinin daha ge¢ donemde
gerceklesmesini saglamistir. AAV vektorlerinin kisith transgen aktarim kapasiteleri
dolayisiyla HGF fragmentinin (NK1) bir kism1 aktarilabildiginden, daha 6nceden tahmin
edildigi gibi, db/db farelerde insiilin direnci ve agirlhik kazancinda bir etki

gorlilememistir.

db/db obez farelerde GLP-1 gen transferinin uzun donemdeki antidiyabetojenik
etkilerinin incelenmesi amaciyla, fare Ig k zinciri lider sekansi ve fiirin kesim bolgesi
iceren, GLP-17-37 kodlayan bir dSAAV vektorii olusturulmustur (S. a. L. Choi, HC,
2011). Karacigerde stabil transdiiksiyon saglamak amaciyla CMV enhensir/ tavuk B-
aktin promotoru kullanilmistir. dsAAV GLP-1 vektoriiniin tek doz enjeksiyonu
sonucunda, dolagimdaki GLP-1 miktarinda 4-10 kat artig saglanmis ve buna bagli olarak
dort ay siiresince kan glukoz seviyelerinde diisiis gozlenmistir. 18 hafta siireyle devaml
GLP-1 ekspresyonu saglanmis olmasina ragmen, viicut agirhiginda herhangi bir etki

gbzlenmemistir.

Yiiksek diizeylerde protein iiretimi ve kan dolagimina protein sekresyonu yapan tiikiiriik
bezleri, bu o6zellikleri dolayisiyla gen terapisi stratejilerinde uygun bir hedef organ
olarak degerlendirilmektedir (Voutetakis ve ark., 2005). AAV serotip 5 (AAVY) ile
kemirgen tiikiiriik bezlerine etkin gen transferi saglanabildiginden (Katano ve ark.,
2006), AAVS aracili Ekzentin-4 gen aktarimu, iki farkli T2DM deney hayvan modelinde
(Zucker fa/fa sicanlar ve Yiiksek Yagl Diyet (HFD)) test edilmistir (Di Pasquale vd.,
2012). Ekzentin-4 kodlayan sekans, sinir biliylime faktoriiniin (NGF) sekretuar sinyal
peptidine baglanmis ve ayrica bir furin kesim bolgesi eklenmistir. Tiikiirlik bezlerine
perkiitan yolla yapilan AAVS enjeksiyonunu takiben, diyabetik hayvanlarin kaninda ve
tikiiriik bezlerinde, farmakolojik seviyelerde artmis Ekzentin-4 ekspresyonu gozlenmis
ve buna bagl olarak, glisemik kontroliin ve insiilin duyarliligin gelistigi ve agirlik

kaybinin gerceklestigi gézlenmistir.
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2.8. GLP-1 aracihi gen terapi yaklasimlarinda stratejik noktalar

2.8.1. Vektor Sec¢imi

Polietilenimin plazmid DNA kompleksleri kullanilarak yapilan ilk plazmid tabanli gen
aktarim tekniklerinde, insiilin sekresyonu ve kan glukoz seviyelerinde sadece gecici
etkiler gosterilmistir. Bu durum, esas olarak plazmid tabanli gen aktarim metodlarinin
dogasinda var olan kisa donemli gen ekspresyonu saglayabilme ozelliklerine bagl
olmakla birlikte, GLP-1 kodlayan sekansin bir sekretuar sinyal icermemesi ile de
iligkilidir (Oh ve ark., 2003; S. Choi ve ark., 2005). Benzer olarak, kitosan aracili gen
transfer stratejilerinde, gecici GLP-1 gen ekspresyonu saglandigindan, insiilinotropik
aktivitenin ~ kalicilign ~ acisindan  kitosan-DNA ~ komplekslerinin  tekrarlayan
uygulamalarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tim bunlarla birlikte, spesifik kitosan
formiilasyonlarinin DPP-4 hedefli siRNA stratejileri ile birlikte kullanimi, ¢ok daha
etkin sonuglara yol agabilmektedir (Jean ve ark., 2012). Son olarak, GLP-1/Fc flizyon
proteini kodlayan plazmidler kullanilarak yiiriitiilen deneyler, olusan bu bivalent GLP-1
peptid ligandinin, ileri ¢calismalarda degerlendirilmesi gereken yapisal stabiliteye sahip

giiclii bir GLP-1 analogu oldugunu gostermistir (Kumar ve ark., 2007).

GLP-1 gen aktarimi i¢in bir¢ok viral olmayan gen aktarim sistemleri test edilmis olsa da,
su an i¢in gen transferi yontemlerinde en iyi se¢im viral vektorlerdir. Adenoviruslar
iizerlerinde kilifi olmayan (zarfsiz) 90-100 nm capinda orta biiyiikliikte ikozahedral
niikleokapsid icerisinde ¢ift zincirli DNA genomu olan viruslardir. Adeno asosiye virus
ise 20 nm ¢apinda oldukea kiiciik, zarfsiz ve genomlar1 tek zincirli DNA’ dan olusan
vektorlerdir. Diger taraftan lentiviruslar; 80-100 nm c¢apinda iizerlerinde kilifi olan
(zarfl1), genom olarak her niikleokapsid i¢inde iki tane pozitif zincirli RNA tasiyan gen

nakil araglaridir.

Test edilen viral vektorler arasinda, adenoviral vektorler, ¢ok sayida farkli dokuda etkin
transdiiksiyon saglamasi ve hem bdliinen hem de bdliinmeyen hiicreleri enfekte
edebilmesi acisindan oldukca etkili vektorler olup, yiiksek titrede liretim verimi ve
biiyiik transgen aktarimi saglayabilmektedirler (A. D. Sanlioglu, Altunbas, ve ark.,
2012). Bununla birlikte, adenovirus ile transdiikte edilmis hiicreler, adenoviruslar

tarafindan kodlanan viral peptidlerin antijenitesi dolayisiyla immiin sistem tarafindan
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hizla temizlenmektedir ve dolayisiyla bu 6zellik uzun siireli transgen ekspresyonunu
ciddi bir sekilde siirlandirmaktadir (Doerschug ve ark., 2002). Ek olarak, adenovirus
vektorlerinin  yiiksek dozlarda sistemik transferi, ciddi olumsuz sonuclara yol
acabilmektedir (Raper ve ark., 2003), ve nétralize edici antikorlarin varlig1 sebebiyle
tekrarlayan vektér uygulamasi verimli olmamaktadir. Birinci nesil adenovirus
vektorlerin aksine, yardimci-bagimli (gutless) adenoviral (HDAd) vektorler, ITR’lar
haricinde neredeyse tiim viral genlerin silinmis olmasi dolayisiyla viral protein
kodlamadiklarindan (Vetrini ve Ng, 2010)(Vetrini ve Ng, 2010) gozardi edilebilecek
seviyede diisiik bir toksisiteye sahiptirler (Muhammad ve ark., 2012) ve uzun siireli
(hatta yasam boyu) transgen ekspresyonu saglamaktadirlar (Vetrini ve Ng, 2011).
Dolayisiyla, DIO farelere HDAd aracili Ekzentin-4 gen aktarimi, agirlik kazancinda
azalma gibi bazi1 metabolik degisimlerin arastirmacilar tarafindan uzun siireli takibine
olanak saglamistir, ki bu durum, birinci nesil adenovirus vektorler ile olast degildir
(Samson ve ark., 2008). Bununla birlikte, diyabet hayvan modellerinde HDAd-aracili

GLP-1 gen aktariminin terapdtik etkinligi ile ilgili ¢alismalar halen siirdiiriilmektedir.

Adenovirus vektorlerine benzer sekilde, AAV-tabanli vektorler hem bdoliinen hem
boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmektedir. AAV genomu tek iplikli DNA
(ssDNA)’dan olustugundan, transdiikte edilmis hiicrelerde ¢ift iplikli DNA’ya (dsDNA)
doniisiim, rAAV aracili gen aktariminda hiz kisitlayict bir asama olarak goriilmektedir
(S. Sanlioglu ve ark., 1999; S. Sanlioglu ve Engelhardt, 1999; S. Sanlioglu ve ark.,
2001). Transdiiksiyon etkinligini arttirmak amaciyla, ITR’larda olusturulan mutasyonlar
yardimiyla gelistirilen dsAAV vektorleri ile ¢ift iplikli, hairpin benzeri DNA
dimerlerinin, AAV kapsitlerine Oncelikli paketlenmesi saglanmistir (Z. Wang ve ark.,
2003). Klasik tek iplikli DNA vektor genomlarindan olusan AAV vektorlerinin pankreas
ici enjeksiyonlari, sinirli sayida adacik hiicresinin transdiiksiyonu ile sonug¢lanmistir (A.
Y. Wang ve ark., 2004). Bu nedenle in vivo pankreatik gen transferinde genis capli,
dayanikli ve stabil transgen ekspresyonu saglamak amaciyla farkli gen aktarim
yontemleri ve farkli AAV vektor serotipleri kesfedilmistir (Z. Wang ve ark., 2006).
Sonug olarak, dsAAV vektor serotip 8 (dSAAVSE) C57BL/6 ve BALB/c farelerde, uzun
stireli, stabil gen transferi ve ekspresyonu saglamistir. Bu bilgilere ragmen, AAV

vektorleri oldukca sinirli transgen kapasitesi, diislik transdiiksiyon etkinligi ve diisiik
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titrede iiretim kapasitesine sahiptirler (S. Sanlioglu ve Engelhardt, 1999). Bunlara ek
olarak, yabanil tip AAV, insan genomunda 19. kromozomun spesifik bir bolgesine
(AAVS1) entegre oldugundan (AAVS1), rekombinant AAV (rAAV) konakei
kromozomuna entegrasyon i¢in gerekli rep proteininden yoksundur (A. D. Sanlioglu ve
ark., 2004). AAV vektorleri, yavas boliinen hiicrelerde epizomal olarak kalirlar ve
adenovirus vektorlerine kiyasla immiinojeniteleri diisiiktiir (S. Sanlioglu, Benson, &
Engelhardt, 2000; S. Sanlioglu, Benson, Yang, ve ark., 2000), bu sekilde pankreatik beta

hiicrelerinde uzun siireli stabil gen ekspresyonu saglayabilmektedirler.

Adenoviruslar da adeno-assosiye viruslar da se¢ici olarak pankreas: enfekte etmezler. Bu
gen transfer vektorlerinin her ikisi de, sistemik aktarimi takiben primer hedef dokusu
karaciger olmak iizere, yaygin doku tropizmi gostermektedirler (A. Y. Wang ve ark.,
2004). Dolayistyla, pankreasta hedef alinan hiicre tipine aktarim yapilabilmesi igin,
pankreasa (A. Y. Wang ve ark., 2004) veya ¢olyak arterine (Mukai ve ark., 2007) direkt
enjeksiyon gerekmektedir. Sistemik enjeksiyonla beta hiicre spesifik gen ekspresyonunu
saglamak amaciyla, insiilin promotorlar1 da kullanilabilmektedir (Riedel ve ark., 2010).
Pankreasin disindaki hiicrelerin transdiiksiyonu, olumsuz etki yaratacak potansiyele
sahip oldugundan (D. W. Russell, 2007; Rosas ve ark., 2012)(Rosas vd., 2012; Russell,
2007) bu problemlerin ¢oziimii amaciyla dogal pankreatropik viruslar kullanilabilir.
Ornegin, B grubu koksakiviruslar1 (CVBIler) pankreatik dokuda, adacik ve ekzokrin
dokulara oldukga giiclii bir tropizm gosterirler (Yap ve ark., 2003). CVB’ler ayrica kalp
ve karaciger dokularini da hedeflediginden, zayiflatilmis CVB asindan (vCVB(dm)) elde
edilmis iki orjinal mutasyon eklenerek CVB’nin pankreasa hedeflenmesini saglayan
Ozgiin bir pankreatropik sus gelistirilmistir (Dan ve Chantler, 2005) GLP-1 eksprese
eden vCVB(dm) (vCVB(dm)GLP-1) enjeksiyonu, diyabetik Balb/c farelerde pankreatik
insiilin miktarin1 arttirarak ve beta hiicre neogenezini stimiile ederek, hiperglisemiyi
diisiirmiistiir (Dan ve Chantler, 2011). Bununla birlikte; diisiik transdiiksiyon etkinligi,
inflamatuvar yanit olusturma ve konak¢i genomuna entegre olamama oOzellikleri
dolayisiyla, vCVB(dm)GLP-1 sadece 4-7 giin siiren gecici bir transgen ekspresyonu
saglayabilmektedir. Gegmiste T1DM ile iligkili olmas1 dolayisiyla bu tiir vektdrlerin

klinik kullanim1 tavsiye edilmemektedir.
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In vivo olarak uzun siireli gen ekspresyonu saglanabilmesi icin, viral vektorlerin genoma
entegrasyonu gereklidir. Entegrasyon yetenegi olan vektorler arasinda, boliinen ve
bolinmeyen hiicreleri enfekte edebilme yetenegi, yok denebilecek kadar az
immiinojenik 6zellikleri ve zararli mutasyonlara yol agmamalar1 dolayisiyla, lentiviral
vektorler dogru secim gibi goriinmektedir (Durand ve Cimarelli, 2011; Di Nunzio ve
ark., 2012). Lentiviral vektorler, yabanil tip HIV-1 ile enfekte olsa dahi genomdan
cikamadiklarindan klinik uygulamalar igin gilivenli olarak kabul edilmektedirler.
Lentiviral =~ vektorlerin  vezikiiler —stomatit virus G protein (VSV-G) ile
psddotiplendirilmesi de, yaygin doku tropizmi ile birlikte yliksek verimde titre saglamak
acisindan 6nemlidir (Naldini ve Verma, 2000; Copreni ve ark., 2010; H. M. Tasyurek,
Eksi, ve ark., 2018). Heniiz lentiviral vektorlerle ilgili herhangi bir doz sinirlandirict
toksisite bildirilmemis olup, coklu enjeksiyonlar sonrasinda dahi toksisite olusma
kaygis1t minimal diizeydedir. Sonug olarak, psddotipleme ydntemiyle veya doku spesifik
promotorlarin kullanimiyla pankreatik adaciklarin hedeflendigi lentivirus aracili GLP-1
gen aktarimi, GLP-1 aracili gen tedavi yaklasimlarmin gilivenilirli§inin ve terapdtik

etkinliginin gelistirilmesi a¢isindan dnemli olabilir.

2.8.2. Promotor Secimi

Viral vektorler kullanilarak GLP-1 gen aktariminin yapildig1 baz1 ¢aligsmalarda ilk olarak
kullanilan belirleyici promotorlar CMV, tavuk B-aktin veya ubikitin gibi gii¢lii ancak
kontrolstiz GLP-17-37 ekpresyonu saglayan promotorlardir. Bu c¢aligmalar, insiilin
duyarliliginin gelisimi ile birlikte kan glukozunun azalmasina yol agan plazma GLP-1
seviyelerindeki artis1 acikga gostermis olsa da transgen ekspresyonunun gergeklestigi
bolge ile ilgili net bir bilgi agiklanamamistir. Ek olarak, GLP-1 ekspresyonunun
stirekliliginin hangi noktada GLP-1 reseptoriinii duyarsizlastirarak GLP-1 direncli bir
durum yaratacagi veya ne tiir yan etkilere sebep olacagi konusu da bilinmemektedir. Bu
baglamda, gen aktariminin gilivenilirligi ve toksisitesi ile ilgili sorunlarin ¢dziimiinde
doku spesifik promotorlar kullanilabilir. Bu baglamda, promotor secimi, transgen
ekspresyonu gergeklesecek olan hedef dokuya gore yapilmaktadir. Ornegin, LPK
promotoru kullanilarak, karaciger spesifik GLP-1 gen ekspresyonu, basariyla
gerceklestirilmistir (Riedel ve ark., 2009). Bu promotor, ilgilenilen transgen iizerinde

kontrollii bir etkisi olmasi dolayisiyla ek bir fayda saglamaktadir. Sadece kan
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glukozunun arttig1 kosullarda, 6rnegin yemeklerden sonra, promotor aktivitesi artmakta
ve bu durum, hem GLP-1’in fizyolojik salinimini birebir taklit eden bir mekanizma

olmas1 agisindan hem de olas1 yan etkilerden kaginmak acisindan oldukga 6nemlidir.

Glukoregiilator aktiviteleri olan insiilin promotoru, pankreatik beta hiicrelerine 6zgii
transgen ekspresyonu saglamasi agisindan, oldukca etkili bir promotordur (Z. Wang ve
ark., 2006). DsAAV8-MIP-GLP-1’in intraperitoneal aktarimi, pankreatik beta
hiicrelerine lokalize GLP-1 ekspresyonu saglarken, ayn1 zamanda farelerde STZ indiiklii
diyabet gelisimine kars1 koruyucu etki olusturmaktadir. Buna ragmen, pankreatik beta
hiicrelerinde lokalize GLP-1 ekspresyonu, plazma GLP-1 seviyelerini arttiracak kadar
yeterli olamadigindan, GLP-1’in insiilin duyarlilifina, gida alimmna ve agirlik kaybina
etkisi gibi kapsamli terapotik etkinlikleri sinirli kalmaktadir. Dolayisiyla, lokalize gen
ekspresyonu dolagimdaki GLP-1 miktarini arttirmada yetersizdir. Bu sebeple, insiilin
duyarliligr ve agirlik kaybinin olugsmasinda etkili olan, adipositler, kas ve karaciger gibi
glukoregiilator dokular ile GLP-1’in karsilikli etkilesimi sinirlanmaktadir. GLP-1
intestinal endokrin L hiicrelerinden salinir. Bagirsaklarda lokalize etki gosteren GLP-1,
gastrik bosaltimi ve gastrik asit salinimini inhibe ederek merkezi sinir sistemi lizerinden
gida alimmin azalmasmna ve agirhk kaybmma yol acar. Dolayisiyla GLP-1
ekspresyonunun pankreatik beta hiicreleri ile sinirlandirilmasi, GLP-1’in yararh

gastrointestinal etkilerinin kesintiye ugramasina yol acabilir (Riedel ve Kieffer, 2010).

2.8.3. Hayvan Modelleri

GLP-1 gen aktarmmi ile ilgili deneysel gen terapi ¢aligmalarinin ¢ogu, ob/ob, db/db ve
Zucker diyabetik sicanlar gibi, genetik olarak modifiye edilmis kemirgen obezite
modellerinde gergeklestirilmistir (Oh ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2007; YS Lee ve
ark., 2007; Parsons ve ark., 2007). Bu modeller, istah1 (leptin (ob/ob) veya leptin
reseptorleri (db/db, Zucker diyabetik fa/fa siganlar)) etkileyen genlerde mutasyonlar
tasidigindan, genetik olarak modifiye edilmis diyabet hayvan modellerinin kullanima,
metabolik degisimler ile ilgili uzun dénemli ¢alismalar i¢in ideal olmayabilir (Williams
ve ark., 2006). Insan hastaliklar1 icin en uygun deneysel hayvan modeli, ilgilenilen insan
hastaliginin patofizyolojisini en iyi sekilde taklit ediebilecek olan modeldir. Ek olarak,

model standardizasyonu, siirekliligi, maliyeti, klinik faydalar1 ve genis capta
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arastirmacilarin erisimi gibi faktorler, karar asamasini etkileyen faktorlerdir. insanlarda
T2DM, genler ve ¢evre ile etkilesim sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik oldugundan, DIO
ile birlikte diislik doz STZ enjeksiyonu uygulamasi (beta hiicre kaybin1 ve hiperglisemiyi
indiiklemek i¢in) ile olusturulan model, hastaligin gercek siirecini en iyi taklit eden
model gibi goriinmektedir. Dolayisiyla, GLP-1 aracili gen terapi yaklasimlarinin gergek
antidiyabetik potansiyellerinin, {iglincii nesil HIV-tabanli lentiviral vektorler
kullanilarak; yiiksek yagl diyet, diisiik doz STZ indiiklii diyabet modellerine GLP-1
aktarimi ile test edilmesi ve tedavi etkinliginin belirlenmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte, obez farelerde artmis viicut agirliginin kompanse edilebilmesi icin, hedef
dokular1 transdiikte etmek amaciyla ek virus dozlarina ihtiya¢ duyulabilir (Gaddy ve

ark., 2010).

Bu projede toksik etki olusturmaksizin kalict GLP-1 ekspresyonu saglanabilmesi ve bu
gen aktariminin oncelikle terapotik etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmektedir. Ayni
zamanda yapilacak GLP-1 gen naklinin pankreatik beta hiicreleri tizerindeki replikatif,
rejeneratif ve koruyucu etkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. Bir vektoriin kalict
gen ekspresyonu saglamasi i¢in hedef hiicre genomuna entegre olmasi gereklidir. Daha
once de belirtildigi lizere, entegrasyon yetenegi olan vektorler arasinda, hem bdliinen
hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmesi, immiinolojik cevap uyandirmaksizin
hedef hiicreye girebilmesi ve entegrasyon sonrasinda mutageneze yol a¢mamasi
nedeniyle lentiviral vektorler en cazip aday olarak O6ne cikmaktadir (Durand ve
Cimarelli, 2011; Di Nunzio ve ark., 2012). Ugiincii nesil SIN lentiviral vektorler, yabanil
tip HIV-1 enfeksiyonu sonrasinda bile vektor mobilizasyonunun gézlenmedigi giivenilir
bir gen aktarim araci olarak goriilmekte, bu nedenle in vivo calismalarda tercih
edilmektedir (Follenzi ve Naldini, 2002). Bu calismada vektor dayanikliliginin ve
tropizminin arttirllmast amaciyla Vezikiiler Somatit Viriisii G-glikoproteini ile
psodotiplenmis liclincli nesil lentiviral vektorler kullanilacaktir. Lentiviral vektorlerle
yapilan calismalarda doz sinirlayici toksik etki bildirilmediginden yiiksek dozlarda

tekrarlanabilir in vivo uygulamalar i¢in giivenlidir.

Bu dogrultuda yapilacak calisma ile T2D modeli olusturulmus Spraque Dawley

siganlarda, hem yiiksek transdiiksiyon etkinlikleri hem de pankreas: da transdiikte
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edebilme yetenekleri dolayisiyla avantajli olan Lentiviral vektorler kullanilarak dogal
insan GLP-1 gen aktariminin gerceklestirilmesi saglanacaktir. Lentiviral vektor aracili
GLP-1 gen tedavisi ile siganlarda antidiyabetik parametrelerin gosterilmesi ile birlikte
bu siganlarin adaciklarinda yapilacak detayli analizler dogrultusunda GLP-1 geninin beta
hiicreleri lizerindeki olast replikatif, proliferatif, rejeneratif mekanizmalarinin farkli
hiicre kokenlerine 06zgli belirteclerle yapilacak immiinohistokimyasal analizler

dogrultusunda agiga ¢ikarilmasi hedeflenmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 insan GLP-1 Kodlayan Lentiviral Vektorlerin Yapim

3.1.1. insan GLP-1 gen dizisinin tasarim

Insan GLP-1 geninin sekans dizisinin ekspresyon plazmidi halinde ticari olarak
bulunamamasi nedeniyle GLP-1 sekans dizisinin sentetik olarak elde edilmesi planlandi.
Bu dogrultuda tasarlanan sekans dizi cift zincirli sentetik DNA olarak lowa’daki (ABD)
Integrated DNA Technologies (IDT) firmasina sentezlettirildi. Dizi tasarimi, vektdr
olusumunda kullanilacak klonlama stratetijisine uygun olarak, dizinin 5’ ucunda CACC
spesifik bazlar1 olacak sekilde yapildi. Sekans dizisine, Furin Kesim bdélgesi ve insiilin
sinyal peptid sekans: da eklendikten sonra 193 bp uzunlugunda GLP-1 INS SP cift
zincirli sentetik DNA’s1 liyofilize olarak tedarik edildi.

3.1.2. insan GLP-1 geninin giris vektériine klonlanmasi

Insan GLP-1 geni kodlayan DNA sekansinin, lentiviral vektér iiretiminde kullanilmak
tizere bir giris vektoriine klonlanmasi i¢cin TOPO Klonlama stratejisi kullanildi. Bu
klonlama isleminde, pENTR/D-TOPO Klonlama Kiti (Invitrogen, K2400-20)
kullanilarak kanamisin direnglilik geni iceren TOPO vektorii ve sentetik DNA dizisi ile
TOPO reaksiyonu kuruldu. Bu reaksiyon dizinin basinda bulunan CACC dizileri
sayesinde, genin kanamisin direngli giris vektorlerine tek yonlii olacak sekilde
klonlanmasin1  sagladi.  Reaksiyon karistminin  TOP10  bakteri  hiicrelerine
transformasyonu sonrasinda, bakterilerin Kanamisin iceren LB Agar petrilere
yayllmasini takiben 24 saat siireyle 37 ‘C ‘de inkiibe edilen petrilerde iireyen
bakterilerden tek diisen koloniler sec¢ildi ve bu kolonilerden Kanamisin igeren sivi
besiyerilerine (50 pg/ml konsantrasyonda Kanamisin igeren LB Broth) inokiilasyon
gergeklestirildi. 8-10 saat siireyle 37 ‘C’de ¢alkalamali inkiibatorde iiretimi yapilan
bakteri kolonilerinin her birinden plazmid izolasyonu icin gerekli miktarlar ayrildiktan
sonra, gliserol stoklar olugturuldu ve -80 ‘C’de saklandi. Mini kiiltiirii yapilan bakteri
kolonilerinden Plasmid Mini Kit (Qiagen, 12125) ile plasmid izolasyonu gerceklestirildi.
Izole plazmidler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek ve restriksiyon enzim kesimine

tabi tutularak dogrulandi. Yapilan dogrulama analizlerini takiben, segilen plasmidlerden
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M13 primerleri ile PCR reaksiyonu kuruldu. PCR reaksiyonu Taq PCR Core Kit
(Qiagen, L-201223) ile 35 dongii say1st ile gerceklestirildi. Elde edilen PCR firiinlerinin
de agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi sonrasinda secilen kolonilerin dizi analizi
yapilarak istenilen giris vektoriinii igeren kolonilerin se¢imi yapildi. Sekans islemi yine
M13 primerleri ve BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
4335935) ile ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazinda gergeklestirildi. Sekans dizi
incelemeleri sonunda dogru diziye sahip oldugu goriilen iiriinlerin elde edildigi koloniler

girig vektorii stoklar1 olarak kaydedildi.

TOPO klonlama ile olusturulan ve dogru oryantasyonda gen dizisi i¢erdigi belirlenen
giris  vektorlerinin  (pENTR_GLP-1 INSSP) deneylerde kullanilmaya yetecek
miktarlarda iretilebilmesi i¢in belirlenen stoklardan yiliksek hacimli bakteri kiiltiirleri
kuruldu. Bu kiiltiirlerden, Purelink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen, K2100-05)
ile gerceklestirilen plasmid izolasyonu sonrasinda, agaroz jel elektorforezi ve
restriksiyon enzim kesimi ile kontrol edilen plazmidler ekspresyon vektorii olusturmada

kullanilmak iizere -20 °C’de sakland.

3.1.3. insan GLP-1 geni kodlayan lentiviral ekspresyon plazmidlerinin
olusturulmasi

Insan GLP-1 geni kodlayan lentiviral ekspresyon plazmidlerinin (pLentiGLP-1)
olusturulmasinda Gateway Teknolojisi kullanildi. Bu amagla, Virapower Hiperform
Lentiviral Gateway Expression Kit (Invitrogen, K5330-00) kullanilarak pLEnti6.3/V5-
DEST Gateway vektoriine GLP-1 transgeni klonlanda.

Bu destinasyon vektorii tasidigi bazi ozellikler dolayisiyla, kullanigh bir gen aktarim
araci olarak belirlendi. Ornegin, ilgilenilen genin hemen ardima 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), konake¢1 hiicre genomuna
entegre olan lentivirus kopya sayisini arttirarak protein ekspresyonunda iki kat artis
saglamaktadir. Ayrica, destinasyon vektoriinde yer alan CMV promotoru memeli
hiicrelerinde 1ilgilenilen genin yiiksek miktarda, ve belirgin diizeyde ekspresyonunu

saglamaktadir.
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Ekspresyon plazmidinin (transfer plazmidi) olusturulmasi i¢in, kit igerigindeki, Gateway
LR Clonase II Enzyme Mix ile, kitin Onerdigi protokole bagli kalinarak LR
rekombinasyon reaksiyonu kuruldu. LR rekombinasyon reaksiyonu, giris vektorii ve
destinasyon vektorli iizerinde bulunan 6zel bazi sekanslar yardimiyla giris vektorii
iizerinde taginan transgenin, ampisilin direncli destinasyon vektoriinde bulunan 6zel bir
bolgeye caprazlanarak klonlanmasini saglamak iizere gelistirilmis bir klonlama
yontemidir. Rekombinasyon reaksiyonunun tamamlanmasinin ardindan, OneShot Stbl3
Chemically Competent E. coli bakterilerine transformasyon sonrasinda ampisilin iceren
LB agar petrilere ekim yapildi. Yapilan ekim sonrasinda petriler iizerinde {ireyen
koloniler segilerek transformasyon etkinligi belirlendi. Pozitif kontrol olarak pENTR gus
vektoriiniin kullanildigi transformasyon sonrasind segilen kolonilerden kurulan mini
kiiltiirlerden Qiagen Plasmid Mini Kit (Cat No. 12125) ile mini prep plazmid izolasyonu
gergeklestirildi. EcoRI ile yapilan restriksiyon enzim kesimi sonrasinda tanimlanan
koloniler, ekspresyon vektorii olusturulurken LTR bolgelerinde herhangi bir degisim
olusmadigindan emin olmak i¢in kitte dnerilen AflIl, Xhol enzimleri ile de ikili kesim
gergeklestirilerek dogrulandi. Kolonilerin izolasyonu ve tanimlanmasi sonrasinda, vektor
sekansinin ve klonlama boélgesinin oryantasyonunun dogrulanmasi amaciyla ABI Prism
310 Genetic Analyzer kullanilarak DNA sekans analizi gergeklestirildi. Bu amagla,
CMV forward primer 5-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3" and V5(C—term)
reverse primer 5'-ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3' primer setleri kullanilarak
kurulan PCR reaksiyonu, 94°C 45 s, 65°C 45 s, 72°C 1 dk kosullarda 35 dongiide ABI

9800 Fast Thermal Cycler kullanilarak gergeklestirildi. Bu sekilde elde edilen PCR
iriinii sekans analizinde kullanilmak iizere saflagtirildi. Sekans reaksiyonu Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Cat No. 4336917)
kullanilarak hazirlandi. PCR reaksiyonlar1 96°C 10 s, 50°C 5 s, 60°C 4 dk kosullarda 25
dongiide ABI 9800 Fast Thermal Cycler cihazinda yiiriitiildii. Sekans reaksiyonu
karisimlarinin EtOH presipitasyon yontemi ile saflastirilmasi sonrasinda 6rnekler ABI

Prism 310 Genetic Analyzer cihazina yiiklenerek dizi analizi gerceklestirildi.
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3.1.4. Lentivirus Uretimi

Insan GLP-1 geni kodlayan ekspresyon plazmidi (pLentiGLP-1) olusturulduktan sonra
bu plazmid, GLP-1 geni eksprese eden lentiviruslarin olusturulmasinda kullanildi.
Lentiviruslarin olusturulmasinda transfer plazmidine ek olarak, virus paketlenmesinde
esansiyel onemi olan trans-acting faktorlerin elde edilmesi amaciyla 3 farkli plazmid
(pPMDLg/pRRE (HIV-1 pGag-Pol 12251), Rev-Plazmid (pRSV-Rev 12253) and
pMD2.G (pVSV-G 12259)) Addgene firmasindan tedarik edildi. LV-RFP plazmidi
(Plasmid 26001), lentivirus iiretim isleminin optimize edilmesi amaciyla kullanildi.
Ayrica, beta galaktosidaz kodlayan LentiLac vektoriiniin olusturulmasi amaciyla LV-

Lac Plazmidi (Plasmid 12108) kullanilda.

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 roller bottle siselerine (Cell Master™ roller bottles Cat No: 681 062, Greiner Bio-
One GMbH, Frickenhausen, Germany), her birine 80 x 10° 293T hiicre olacak sekilde
pasajlandi. 24 saat siireyle 0.3 rpm hizda dondiiriilerek roller siselere yapismasi saglanan
293T hiicreleri, ek olarak 12-16 saat siireyle 1 rpm hizda HERAcell 2401 CO;
inkiibatorde (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) inkiibasyona birakildi.

Transfeksiyondan 1 saat Once, hiicrelerin {iretildigi besiyeri 180 ml transfeksiyon
besiyeri (%10 FBS, %1 Pen+Strep ve 25 uM Chloroquine (Sigma, Cat No. C6628)
iceren Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), Sigma Cat No. 17633) ile
degistirildi. Roller siseler tekrar 37 ‘C, 5% CO2 inkiibatore yerlestirildi. Kisa siireli
transfeksiyonun gerceklestirilmesi i¢in, 176 pg pGag-Pol, 68 ng pRSV-Rev, 95 pg
pVSV-G ve 270 pg pLentiGLP-1 plazmidleri 50 mI’lik konik tiiplerde karistirild: ve
hacim 0,1X TE:dH20O (2v:1v) ile 10.5 mI’ye tamamlandi. Karisima, son konsantrasyonu
0.25 M olacak sekilde 1.5 ml 2M CaCl, eklendi. Farkli bir tiipe 12 ml 2X Hepes
Buffered Saline (HBS, pH 7.0) eklendikten sonra igine yerlestirilen 5 ml’lik serolojik
pipet yardimiyla hava verilerek kabarcik olusturulmasi saglandi. Bu sirada kabarciklarin

iizerine hazirlanan DNA/CaCl, karisimi damla damla eklendi. 5 dk oda sicakliginda

41



inkiibe edilen karisim, inkiibatorden cikarilan transfeksiyon besiyeri eklenmis roller
sigselere aktarildi. Roller siseler tekrar inkiibatore yerlestirildi ve 6-8 saat siireyle 0.3 rpm
hizda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda transfeksiyon besiyeri aspire edildi ve 200 ml
%10 FBS, %]l Pen+Strep iceren hasat besiyeri (OPTI-MEM, Gibco, 22600134)
hiicrelere eklendi ve 2.5 giin siireyle 1 rpm’de, 37 °C, 5% CO2 ‘li inkiibatorde lentiviral

vektor iiretiminin ger¢eklesmesi i¢in bekletildi.

Viral siipernatantlarin hasati, hiicre debrisinden kurtulmak amaciyla 2,000G’de 15 dk
siireyle yapilan santrifiij yardimiyla ve ardindan siipernatantin 0.45 pm filtreden
gecirilmesiyle gerceklestirildi. Konsantre edilmemis virus sollisyonu 6 farkh
ultrasantrifiij tiipiine (pollyallomer ultracentrifuge tubes, Beckman Coulter, Cat
No0.326823) her birine 30 ml olacak sekile dagitildi. Sukroz cushion ydntemi ile
saflagtirma amaciyla, %10 sukroz soliisyonu (2mM EDTA), %50 sukroz sollisyonunun
Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) i¢inde 1:5 diliie edilmesiyle kullanimdan hemen
once hazirlandi. %10 sukroz soliisyonu her bir tiipe 5 ml olarak, virus siipernatantinin
altinda bir katman olusturacak sekilde tiiplerin dibine yavas¢a eklendi. Viral
siipernatantlar 25,000 rpm’de +4 “C’de 2 saat 30 dk siireyle Beckman SW28 rotoru
kullanilarak, hizlanma ve frenleme seceneklerinin yavas olarak ayarlandigi Beckman
Coulter Optima L-90 K ultrasantrifiij cihazinda ultrasantrifiije tabi tutuldu.
Stipernatantlarin aspire edilmesinin ardindan tiipler ters olarak temiz pegeteler lizerinde
birakilarak tiim siipernatantin pelletlerden uzaklastirilmasi saglandi. Her bir tiipe 100 pl
HBSS eklenerek tiiplerin agz1 parafilmlendi ve bir gece siireyle +4 “C’de inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin pelletler pipetaj yardimiyla yeniden silispanse edildi ve
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Viral stoklar 50-100 pl olarak alikotlandiktan sonra

titrasyon 6ncesinde -80 ‘C’de saklandh.

3.2. Insan GLP-1 geni kodlayan Lentiviral Vektorlerin Titrasyonu ve
Fonksiyonellik Analizi

3.2.1. Lentiviral Vektorlerin Q-PCR’la Fonksiyonel Titrasyonu
Konsantre edilmis lentiviriis stoklari, titrasyon dncesi -80 ‘C’de en az 24 saat siireyle

saklandi. HT1080 hiicreleri (ATCC® CCL-121™) 50,000 hiicre/kuyu olacak sekilde

42



transdiiksiyonden bir giin 6nce 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 inkiibatorde inkiibe
edildi. Transdiiksiyonun 3. giiniinde besiyeri uzaklastirildi ve 100 ul/kuyu liziz tamponu
kuyulara eklendi. Lizatlarin 96 ‘C’de 2 dk inkiibe edilmesinin ardindan érnekler 14,000
rpm’de 2 dk siireyle santrifiijlendi. Ornekler, reaksiyon kurulana kadar buz iizerinde

bekletildi veya -20°C’de saklandi.

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

3.2.2. Immiinositokimyasal Analizler

In vitro GLP-1 ekspresyon ve sekresyonunun LentiGLP-1 ile transdiikte edilmis
HT1080 hiicre hattinda gosterilmesi amaciyla immiinositokimya analizleri
gerceklestirildi. Ik olarak LentiGLP-1 ile transdiikte edilmis HT1080 hiicrelerinin
stipernatantlart ELISA i¢in toplandiktan sonra hiicreler PBS ile yikandi. Hiicreler %4
paraformaldehit ile fikse edildi ve PBST icinde hazirlanmis %1 Triton-X ile muamele
edildi. %1 Bovine Serum Albumin (BSA) ile bloklama sonrasinda hiicreler tavsan
poliklonal anti-GLP-1 antikoru (Abcam, ab22625) ile inkiibe edildi. Bir gece + 4°C’de
inkiibe edilen hiicreler PBS ile yikandi ve sekonder antikor olarak HRP konjuge keci
anti-rabbit IgG (Abcam, ab97051) ile muamele edildi. Hiicreler EXPOSE Rabbit
Spesific HRP/DAB IHC kit (Abcam, ab80437) kullanilarak kolorimetrik reksiyon
gerceklestirildi. Goriintiiler Olympus IX-81 inverted florasan mikroskobu ile kaydedildi.
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3.2.3. GLP-1 Enzim Bagimh Immiinoanalizi (ELISA) ile transdiikte hiicrelerde
GLP-1 sentezinin gosterilmesi

In vitro GLP-1 miktarmin 6lgiimii igin Glucagon-Like-Peptide-1 (Active) ELISA kit,
(Millipore, Cat # EGLP-35K) kiti kullanildi. HT1080 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 sat siireyle inkiibe edildi.
LentiGLP-1 ile transdiikte edilmis HT1080 hiicrelerinin siipernatantlart ELISA i¢in
topland1 ve Dipeptidiylpeptidase IV inhibitorii eklenerek saklandi. Siipernatantlar
onceden anti-GLP-1 monoklonal antikoru ile kaplanmis kuyucuklara yiiklendi.
Inkiibasyon sonras1 kit igeriginde verilen baglanma reaksiyonunu taniyacak konjugat
sollisyonu ve florokrom substrat eklenmesi sonrasinda olusan reaksiyonun florometrik

analizi ile transdiikte hiicre 6rneklerindeki aktif GLP-1 miktar1 saptandi.

3.2.4. cAMP Sentez Miktar Analizi

GLP-1 kodlayan lentiviral vektorlerin artan konsantrasyonlarinda (5, 25 vel00 MOI)
Min6 pankreatik beta hiicrelerine transdiiksiyonu sonrasinda hiicrelerde cAMP analizi
yapildi. 100 MOI LentiLacZ enfekte hiicreler kontrol olarak kullanildi. Analiz 6ncesinde
hiicrelerin tizerindeki besiyeri ¢ekildikten sonra Min6 hiicreleri HCI ile muamele
edilerek mikrosantrifuj tiiplerine aktarildi. Maksimum hizda yapilan santrifiigasyon
sonrasinda siipernatantlar, cAMP Direct Immunoassay Kit (Abcam, ab65355)
kullanilarak analiz edildi. Kit igeriginde tedarik edilen standart Ornekler belirtilen
miktarlarda hazirlandiktan sonra her bir standart ve ornek, ndtralizasyon soliisyonu ile
muamele edildi. Asetilasyon karisimi eklenerek kullanima hazirlanan 6rnekler kuyulara
yiiklendikten sonra cAMP tespit antikoru eklendi. Inkiibasyon siiresi sonunda drnekler,
HRP konjuge edilmis sekonder antikor eklenerek oda sicakliginda bekletildi. Sekonder
antikora konjuge HRP’nin reaksiyon verebilmesi icin HRP developer soliisyonu eklenen
ornekler bir saat siireyle oda sicakligina birakildi. Siire sonunda reaksiyon durdurularak
450 nm dalga boyunda yapilan spektrofotometrik 6l¢iim ile gelisen rengin absorbans
degerleri belirlendi. Standartlardan alinan absorbans Ol¢limleri yardimiyla hazirlanan
kalibrasyon egrisinden elde edilen denklem kullanilarak o6rneklerdeki toplam cAMP

miktar1 saptandi.
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3.2.5. Glukoz Indiiklii Insiilin Salinim Testi

LentiGLP-1 ile transdiikte edilmis MING6 hiicreleri glukoz indiiklenmesinin ardindan
insiilin ELISA testine tabi tutuldu. Pankreatik beta hiicre hatti MING6 hiicreleri (Prof. Dr.
Jun-ichi Miyazaki’nin hediyesi, Japonya) 96 kuyulu petrilere her bir kuyuda 1x10°
MING hiicresi olacak sekilde ekildi ve bir gece hiicre kiiltiir inkiibatoriinde bekletildi.
Daha sonra MIN6 hiicreleri artan MOI oranlarinda (5, 25 ve 100) LentiGLP-1 veya
LentiLacZ (100 MOI) ile polybrene varliginda transdiikte edildi. Transdiiksiyondan bir
giin sonra besiyeri 250 pl polybrensiz DMEM ile degistirildi ve 3 giin siireyle MIN6
hiicreleri 37°C, %5 CO2 ‘li ortamda inkiibe edildi. Daha sonra siipernatanlar ELISA
analizlerinde kullanmak iizere toplandi ve -20°C’de saklandi. Glukoz indiiklii insiilin
salinim testini gergeklestirmek i¢in, lentivirus ile transdiikte edilmis MING6 hiicreleri
PBS ile yikandiktan sonra glukozsuz Krebs Ringer Buffer (KRB)da bekletildi. Tiim
kuyular 2.8 mM glukoz iceren KRB tamponunda 30 dk 37 °C’de preinkiibasyona
birakildiktan sonra hiicreler lizerindeki sivilar uzaklastirildi ve hiicreler glukozsuz KRB
ile yikandi. Daha sonra hiicrelere 0, 2.8 veya 25 mM glukoz igeren farkli KRB
tamponlarindan 250 pl eklendi ve hiicreler 1 saat siireyle 37 °C’de inkiibe edildi. Siire
sonunda siipernatantlar toplandi1 ve -20 °C’de saklandi. Daha sonra bu siipernatantlarda
salinan insiilin miktarinin tespiti i¢in Ultra Sensitive Mouse/Rat insiilin ELISA kit

(CrystalChem, Cat No: 90080) kullanarak ELISA deneyi gergeklestirildi.

Ultra Sensitive Mouse/Rat Instilin ELISA kit (Crystal Chem INC. Cat # 90080, Downers
Grove, IL USA) MING6 hiicre hattindan insiilin salinimmnin kantitatif analizi amaciyla
kullanild1. Siipernatant Ornekleri guinea pig anti-insiilin antikoru ile kaplanmis
mikroplaka kuyularina eklendi. Baglanmayan molekiillerin uzaklastirilmasinin ardindan
horse radish peroksidaz (POD)-konjuge anti-insiilin antikoru guinea pig anti-insiilin/fare
insiilin kompleksini tespit etmek tizere kuyulara eklendi. Fazla POD-konjugat: yikama
ile  uzaklastirildiktan  sonra  baglanmig olan POD  konjugati, 3,3°,5,5’-
tetramethylbenzidine (TMB) substrat soliisyonunun eklenmesiyle goriiniir hale getirildi.
Olusan renkli iirtin 450 nm ve 630 nm’de yapilan absorbans Olglimleriyle
degerlendirildi. 630 nm’de almman absorbans degerinden 450 nm’deki absorbans
degerleri ¢ikarildiktan sonra elde edilen degerler, bilinen miktarlarda fare/sigan insiilin

standart konsantrasyonu degerleri ile hazirlanan standart egri kullanilarak interpole
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edildi ve boylelikle 6rneklerdeki insiilin konsantrasyonu hesaplandi. Hiicrelerdeki total
instilin igeriginin dl¢limii icin MING hiicreleri %100 EtOH, 0.4 M HCI soliisyonunda + 4
°C’de bir gece inkiibe edildi. Daha sonra toplanan hiicreler -20 °C’de saklandi ve

yukarida anlatildig1 sekliyle intraseliiler insiilin konsantrasyonu belirlendi.

3.3 Deney Hayvan Modelinin olusturulmasi

Akdeniz Universitesi Deney hayvanlar iinitesinden, 4 haftalikken alinan erkek Sprague
Dawley siganlar, her bir kafeste 4 hayvan olacak sekilde, nem, 1s1 ve 151k kontrolii
yapilan odalarda steril ortamda besin kisitlamasi yapilmadan beslendi. Deney tasarimina
bagli olarak ya standart yemle ya da kalorisinin %60’1 yagdan gelen yiiksek yagl yem
(YYY) ile beslenen siganlara, 3 aylik besleme sonrasinda 40 mg/kg dozda STZ
enjeksiyonu intraperitoneal yolla gerceklestiridi. STZ (Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA)), 0.01 M, pH 4.5 sitrat tamponunda enjeksiyondan hemen 6nce ¢ozdiiriildii ve
enjeksiyon anina kadar buz {iizerinde bekletildi. STZ enjeksiyonu sonrasi polilirik
hayvanlara kuru bir ortam saglamak amaciyla kafesler periyodik olarak haftada iki kez
temizlendi. Deney gruplariyla ayni yasta olan non-diyabetik sicanlar kontrol olarak
kullanildi. Calisma siiresinde tiim si¢anlar belirlenen yemler ile beslenmeye devam etti.
Deneysel calismalar Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve
Kullanim Komitesinin diizenlemelerine uygun olarak gerceklestirildi. Sakrifikasyon
sonrast intrakardiyak enjeksiyon yoluyla alinan kan o6rneklerinden, serum ayristirici
tilpler yardimiyla (Vacuaette, Greiner bio-one Cat. No. 454343) 3,000 rpm’de 15 dk

santrifiij sonrasinda kan serumlar1 elde edildi. Analizlerde kullanilana kadar 6rnekler -20

“C’de sakland.

3.4 Kan Glukoz Ol¢iimii

Glukoz seviyeleri, sicanlarin kuyruk veninden alinan kanda AccuCheck Kompakt
Glukometre (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) yardimyla o6l¢iildi.
AccuCheck Kompakt cithazinin 6l¢iim araligi 10-600 mg/dL olup, 600 mg/dL’den biiyiik
olan her 6l¢iim high (HI) gostergesi vermektedir. HI olarak okunan degerler 600 mg/dL
olarak kaydedildi. STZ enjeksiyonunu takiben, kan glukoz seviyeleri ve olasi agirlik
kayiplar1 periyodik olarak olgiildii. 250 mg/dL degerin iizerinde kan glukoz 6l¢iimii

veren sicanlar diyabetik olarak degerlendirildi. Tiim kan glukoz Olgiimleri, farkli
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saatlerde farkli beslenme aligskanliklar1 dolayisiyla gergeklesebilecek degisikliklerin
elimine edilmesi amaciyla, 6gleden sonra ilk saatlerde farelerin tamamen tok olduklari

zamanda yapild.

3.5 intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi

Intraperitoneal glukoz tolerans testi deneklere 8 saat aclik sonrasi uygulandi. Bunun igin
siganlara intraperitoneal olarak 2 g/kg dozunda glukoz enjeksiyonu yapildiktan sonra
kan glukoz degerleri 0 (bazal), 15, 30, 60 ve 120 dk sonra kuyruk veninden alindan

kanla glukoz metre kullanilarak belirlendi.

3.6 Insiilin Duyarhlik Testi
Insiilin duyarlhilik testi i¢in, 7 saat a¢ birakilan sicanlara 1U/ kg olacak sekilde insiilin

(humalog- insiilin lispro) intraperitoneal olarak enjekte edildi. Kan glukoz 6l¢timleri ilk

anda, 15., 30., 60., ve 120. dklarda glukometre ile dl¢iildii.

3.7 Trigliserit Analizi

Kan serumundaki trigliserit seviyeleri enzimatik/kolorimetrik metodlarla belirlendi.
EnzyChrom Triglyceride Assay Kit (BioAssay Systems, Cat No. ETGA-200) trigliserit
tayininde kullanildi. Kitin prensibine gore, trigliserit hidrolizi ve gliserol belirlenmesini
tek bir basamakta birlestiren bir kimyasal ajan yardimiyla okside olan boya molekiilleri
renkli bir iiriin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ek olarak, plazma 6rnekleri dH,O’da
5 kat diliie edildikten sonra direkt olarak analizde kullanildi. Bu amagla, 10 pl 6rnek 96
kuyulu petrilerin kuyularina eklendikten sonra kullanilacak Soliisyon karisimi her bir
kuyu i¢in 100 pl Assay Tamponu, 2 pl Enim Karisimi, 5 pl Lipaz, 1 ul ATP ve 1 pl
Boya soliisyonu olacak sekilde karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢alisma
sollisyonundan 100 pl alinarak standart ve Ornek kuyularma eklendi. 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edilen orneklerin 570 nm’de Olciilen optik dansitesi direkt olarak

ornek icindeki trigliserit miktar1 ile dogru orantili olarak hesaplandi.

3.8 Kolesterol Tayini
Kan serumundaki kolesterol seviyelerinin belirlenmesi Cholesterol/Cholesteryl Ester
Quantitation Kit (Abcam, #ab65359) yardimiyla kolorimetrik metodla gerceklestirildi.

Bu kit ile serbest kolesteroliin, kolesteril esterlerin veya her ikisinin birlikte duyarl
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olarak miktar tayini yapilabilmektedir. Kandaki kolesteroliin biiyilkk c¢ogunlugu
kolesterol esteraz araciligiyla kolesterole hidroliz edilebilen kolesteril esterler olarak
bulunmaktadir. Daha sonra kolesterol oksidaz ile okside olan kolesterol H,O, olusumuna
yol agar. Olusan H,O, duyarli bir kolesterol probuyla reaksiyona girerek renkli {iriin
ortaya c¢ikmasina neden olur. Olusan renk kolorimetrik olarak (Amax = 570 nm) ve
floresans olarak (Ex/Em = 535/587 nm) oOlgiilebilir. Bu kit ile kolesterol esteraz
varliginda total kolesterol (kolesterol ve kolesteril esterler); kolesterol esteraz
eklenmeyen reaksiyonla da serbest kolesterol saptanabilmektedir. Serum Ornekleri
kolesterol assay tamponunda 10 kat diliie edildikten sonra her bir kuyuya 5 pl olacak
sekilde eklendi. Standartlar kit protokoliinde Onerildigi sekilde hazirlandi. Kolesterol
Assay Tamponu, Kolesterol probu, Kolesterol enzim karistmi ve Kolesterol Esteraz
iceren reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra her bir standart ve 6rnek kuyusuna 50 pl
olacak sekilde eklendi. Reaksiyon daha sonra 60 dk siireyle 37°C’de karanlikta inkiibe
edildi. Kolorimetrik yontem kullanildigindan 570 nm’de spektrofotometrik dl¢liimler

yapildi.

3.9. GLP-1 Enzim Bagmh Immiinoanalizi (ELISA) ile sicanlarmm kan
orneklerindeki GLP-1 miktarinin tayini

In vivo GLP-1 miktarmin 6lgiimii i¢in Glucagon-Like-Peptide-1 (Active) ELISA kiti
(Millipore, Cat # EGLP-35K) kullanildi. in vivo analizler igin sakrifiye sicanlardan
alinan kan Orneklerine Dipeptidiylpeptidase IV inhibitorii eklendikten sonra ELISA’ya
tabi tutuldu. Alman kan ornekleri onceden anti-GLP-1 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 kan dolasimindaki aktif GLP-1 miktari

saptandi.

3.10. Abdominal dokularda genoma entegre kopya sayilarinin analizi

In vivo LentiGLP-1 enjeksiyonunu takiben sakrifiye edilen sicanlarin karaciger, dalak,
bobrek ve pankreas dokularindan alinan 6rneklerde DNeasy Blood& Tissue Kiti (Qiagen,
69504) araciligryla DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA &rneklerinde genoma

entegre kopya sayilarin belirlenmesi amaciyla kantitatif PCR analizi gergeklestirildi.
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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 icin, daha 6nce Addgene sirketinden alinmis olan albumin plasmidinin
farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Real-Time PCR reaksiyonu Quantitect SYBR Green
PCR Kit (Qiagen, Cat No: 204143) kullanilarak ABI 7500 Fast Real-Time PCR
cihazinda gergeklestirildi.

3.11. Histolojik Calismalar

3.11.1. Beta hiicre yikimini belirlemek i¢in yapilan immiinohistokimyasal analizler
Adaciklardaki pankreatik beta hiicrelerinin yikimin1 dogrulamak amaciyla siganlar STZ
enjeksiyonundan 30 giin sonra sakrifiye edildi. Pankreas formalin ile fikse edildi ve
parafine gdmiildii. Alinan kesitlerde hematoksilen&eosin (H&E) boyamasi ve poliklonal
tavsan anti-insiilin antikoru (Abcam, Cat No. ab63820) ile insiilin boyamasi
gerceklestirildi. Glukagon boyamalar1 polyclonal rabbit anti-glucagon antikoru
kullanilarak (Abcam, Cat No. ab18461) yapildi. Beta hiicre alan Ol¢iimii histolojik
olarak belirlendi. Bunun i¢in 6ncelikle pankreas ¢ikarildi, fikse edildi ve kesit almadan
once parafine gdmiildii. Kesitler poliklonal tavsan anti-insiilin antikoru (Abcam, Cat No.
ab63820) ile immiinohistokimyasal boyama iglemine tabi tutuldu. Her bir kesit Olympus
IX81 motorize inverted florasan mikroskopu kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi.
Insiilin pozitif ve total pankreas alanlar Image J yazilimi (National Institutes of Health,
Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/) ile 6l¢iildii ve insiilin pozitif alanlarin tiim

pankreasa orani hesaplandi.

3.11.2. Pankreatik Adacik GLP-1 Ligand ve Reseptor Kompozisyonunun
belirlenmesi

Sakrifiye edilen sicanlardan alinan dokular, dncelikle fikse edildi ve kesit almadan 6nce
parafine gomiildii. Sp capinda alinan kesitlerde, deparafinizasyon isleminin ardinan
TRIS-EDTA pH 9.0 soliisyonu ile antijen retrievel islemi gerceklestirildi. Peroksit
bloklama ve protein bloklama islemleri EXPOSE Rabbit specific HRP/DAB detection
IHC kit (Abcam, ab80437) kullanarak gergeklestirildi. Kesitlere primer antikorlari
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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  gerceklestirildi. Immiinohistokimyasal ~boyama islemlerini takiben
dehidratasyon islemleri gerceklestirildikten sonra lamlar entellan ile kapatildi. Kesitlerde
insiilin, GLP-1 ve GLP-1R olmak ftizere 3 farkli primer antikor kullanilarak
immiinohistokimyasal analizler yapildi. Bu analizler anti-tavsan Expose kit ile
gerceklestirildiginden tiim primer antikorlar poliklonal tavsan kdkenli olarak secildi. Bu
antikorlar sirasiyla, Tavsan poliklonal anti-insiilin (Abcam ab63820); Tavsan poliklonal
anti-GLP-1 (Abcam, ab22625) ve Tavsan poliklonal anti-GLP-1R (Bioss, bs1559R).
antikorlaridir. Immiinohistokimyasal boyama yapilan her bir kesit Olympus IX81
motorize inverted florasan mikroskobu kullanilarak goriintiilendi ve kaydedildi. Her bir
antikor i¢in farkli deney gruplarindaki insiilin, GLP-1 ve GLP-1R ekspresyonlari
skorlanarak karsilastirildi. Skorlama sinyal yayginligi (1 seyrek, 2 orta, 3 yaygin) ve
sinyal siddeti (1 hafif, 2 orta, 3 siddetli) agisindan degerlendirildi ve karsilastirma

toplam skor tizerinden gergeklestirildi.

3.11.3. LentiGLP-1 uygulamasim takiben abdominal organlarda GLP-1 dagilimin
immiinohistokimyasal analizi

LentiGLP-1 uygulamasi alan siganlarin sakrifikasyonunu takiben karaciger, dalak,
bobrek ve pankreas dokularinin fiksasyon ve parafinazyonu ardindan 5 mikronluk
kesitlerinde Tavsan poliklonal anti-GLP-1 (Abcam, ab22625) antikoru ile 3.11.2°de
detayli olarak aciklanan ayni protokol dogrultusunda immiinohistokimyasal analiz

gerceklestirildi.

3.11.4. insiilin Pozitif hiicrelerin immiinoflorasan ile detayh analizi

Vektor uygulamas: sonrasinda siganlarin pankreas kesitlerinde, insiilin, CK19 (duktal
hiicre belirteci), pankreatik alfa amilaz (asiner hiicre belirteci), Pdx-1 (beta hiicre
belirteci), Ngn3, Ki67’ye karst antikorlar kullanilarak immiinoflorasan analizleri

gerceklestirildi.
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Sakrifiye edilen si¢anlardan izole edilen pankreas dokular1 fikse edildikten sonra parafin
bloklara gémiildii. Mikrotom cihazinda 4 mikronluk kesitler alindiktan sonra dokular
oncelikle deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Deparafinizasyonu takiben antijen
agiga ¢ikarma islemi icin dokular borik asit soliisyonunda (pH 7.2) 56 °C’de bir gece
bekletildi. Ertesi giin PBS ile yikama yapildiktan sonra %1 BSA soliisyonunda 5 dakika
siireyle bloklama islemi gerceklestirildi. Bloklamay:1 takiben boyamas1 yapialcak primer
antikorlarin ikili kombinasyonlar1 esit hacimde karistirilarak dokulara eklendi. Kesitler,
primer antikorlarla 1 gece boyu +4 ° C’de inkiibe edildi. Ertesi giin PBS ile yikanan
kesitlere karanlik ortamda kirmizi ve yesil florasan 1s1ma yapan sekonder antikorlar
eklendi. Sekonder antikorlarla karanlikta, oda sicakliginda 1 saat siireyle inkiibe edilen
kesitlerde PBS ile yapilan yikama sonrasinda DAPI ile ¢ekirdek boyamas: yapildi.
Boyama sonuglar1 Olympus 1X81 inverted florasan mikroskopta incelenerek goriintiiler

kaydedildi.

3.12 Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
kullanilarak gergeklestirildi. Datalar +/- SEM olarak sunuldu ve P degeri 0.05 olarak
belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. GLP-1 Kodlayan 3. Nesil Lentiviral Vektorlerin Olusturulmasi

GLP-1 geninin sekans dizisi, ¢ift zincirli sentetik DNA olarak (G blok) lowa’daki
Integrated DNA Technologies (IDT) firmas: tarafindan liyofilize olarak tedarik edildi.
Dizi tasariminda, klonlama stratejisi gdz oniine alinarak dizinin 5’ ucuna CACC spesifik
bazlari ile, furin kesim bolgesi ve insiilin sinyal peptid (INS_SP) sekansi igeren bir
tasarim olusturuldu. Bu sekilde 193 bp uzunlugunda GLP-1_INS SP cift zincirli sentetik
DNA’s1 elde edildi.

GLP-1_INS SP sekans dizisi:

5" CACC CCT TCT GCC ATG GCC CTG TGG ATG CGC CTC CTG CCC CTG CTG
GCG CTG CTG GCC CTC TGG GGA CCT GAC CCA GCC GCA GCC AGA CAA
AGA AGA CAT GCT GAA GGG ACC TTT ACC AGT GAT GTA AGT TCT TAT
TTG GAA GGC CAA GCT GCC AAG GAA TTC ATT GCT TGG CTG GTG AAA
GGC CGA GGA TAG ¥’

Sentezlenen dizi; ilk 13 baz klonlama ve dizi stabilizasyonu i¢in eklenen bazlar, sonraki
72 baz insiilin sinyal peptidi sekansi, ardina eklenen 12 baz 4 aminoasitten olusan

(RGRR) furin kesim bolgesi sekansi ve son olarak 96 baz GLP-1-7-37 genine ait sekans

olmak iizere, toplamda 193 bazdan olusmaktadir.

Elde edilen sentetik DNA’nin yonlendirilmis TOPO Klonlama Stratejisi ile klonlanmasi
amaglandigindan oncelikle PZR ile c¢ogaltilan DNA dizisi, Invitrogen’nin pENTR/D-
TOPO Klonlama kiti yardimiyla giris vektoriine klonlarak GLP-1 geni tasiyan giris
vektorli elde edildi. Reaksiyonu takiben TOP10 hiicrelerine yapilan transformasyon
sonrasinda elde edilen kolonilerden izole edilen plazmidlere restriksiyon enzim
kesimleri yapilarak dogru koloniler belirlendi. D-TOPO vektorii kendi yapisinda EcoRI
restriksiyon kesim bdlgesi icermemektedir ve AflIl enzimi i¢in de bir kesim bdlgesi
icermektedir. Klonlamak istedigimiz GLP-1 INS SP DNA’sinda EcoRI i¢in bir kesim
bolgesi yer almaktadir. Bu sebeple EcoRI ve AflIl ile yapilacak ikili enzim kesim
reaksiyonunda dogru kolonilerde 2485 bp & 288 bp olmak iizere iki bant ¢ikmasi
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gerekmektedir. Eger klonlama istendigi sekilde gergeklesmemis olursa EcoRI enziminin
kesecegi bir bolge bulunamayacagindan sadece Aflll enzimi ile kesim
gergekleseceginden 2580 bp uzunlugunda lineer plazmid bandi goriilecektir. Kesim
reaksiyonu yapilmadan agaroz jel elektroforezi yapilan koloniler ile restriksiyon kesim
reaksiyonu sonucu elde edilen jel goriintiileri incelendiginde, istenilen tasarimda

olusturulmus 5 farkli koloni oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. TOPO teknolojisi ile olusturulan GLP-1 kodlayan giris vektorlerinin agaroz jel elektroforezi ile
dogrulanmasi a. EcoRI enzim kesimine ait agaroz jel goriintiisii (%1 Agaroz jel, Kuyular sirasiyla, Gene
Ruler 1 kb Plus Ladder, Koloni 1,2,5,6,7,8,19,20) b. EcoRI&AfIII ikili enzim kesimine ait agaroz jel
goriintiisi. (%1 Agaroz jel, Kuyular sirasiyla, Gene Ruler 1 kb Plus Ladder, Koloni 1,2,5,6,7,8,19,20)

Restriksiyon enzim kesimi ile dogrulanan kolonilerin M13 primerleri kullanilarak
gergeklestirilen PCR reaksiyonu sonrasinda (Sekil 4.2) koloniler DNA dizileme

reaksiyonu ile de konfirme edildi.
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Sekil 4.2. Dogrulama sonrasinda 3 farkli plazmid i¢in M 13 primerleri ile kurulan PCR reaksiyonunun
agaroz jel goriintiisii. ( %1 Agaroz jel, Kuyular sirasiyla, Gene Ruler 1 kb Plus Ladder, Koloni, 7,8, 19)

Sekil 4.3. DNA dizi analizi ile dogrulanan kolonilerin midi 6lgekte iiretim ve izolasyonu sonrasi agaroz jel
elektroforezi ile dogrulanmasi. a. Sekanslama ile dogrulanmis 8. Ve 19. Koloniden kurulmus midi kiiltiir
sonras1 midi prep ile izole edilmis plazmidlerin yiiriitildiigli agaroz jel goriintiisii. b. Midi Prep sonrast
izole edilmis plazmidlerin EcoRI ve AfIII ikili enzim kesimi sonrasi elde edilen agaroz jel goriintiisii

(%1 Agaroz jel, Kuyular sirasiyla, Gene Ruler 1 kb Plus Ladder, Koloni, 8, 19)
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Sekans reaksiyonu sonrasinda Gateway klonlama stratejisinde kullanima yetecek
miktarda giris vektorii elde etmek tlizere kurulan midi kiiltiir sonrasinda kolonilerde
boliinme sirasinda istenmeyen bir rekombinasyon olup olmadiginin kontrolii i¢in
plazmid izolasyonu yapilarak plazmidler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek

dogrulandi (Sekil 4.3).

Giris vektorlerinin olusturulmasmin ve dogrulanmasinm ardindan, GLP-1 kodlayan HIV
tabanli 3. Nesil lentiviral vektorlerin olusturulmasi amaciyla Gateway HiPerform
Lentiviral Ekspresyon Sistemi (Invitrogen) kullanildi. Bu sistemde kullanilan
destinasyon vektorii ile giris vektorii arasinda, bakteriyofaj lambdanin bolgeye 6zgii
rekombinasyon 0zelligi olan att bolgelerinden yararlanilarak gerceklestirilen bir
caprazlama reaksiyonu ile ilgili genin istenilen lentiviral 6zelliklere sahip destinasyon
vektoriine klonlanmasi saglanmaktadir. Kit iceriginde bulunan ve olusturulan transfer
plazmidine lentiviral 6zellikleri kazandiracak elementleri igeren destinasyon vektorii ile
TOPO klonlama stratejisi ile olusturulan giris vektoriiniin, LR rekombinasyon
reaksiyonu olarak isimlendirilen ¢aprazlama reaksiyonlar1 (Sekil 4.4) sonucunda insan

GLP-1 geni kodlayan lentiviral ekspresyon plazmidleri olusturuldu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. LxR rekombinasyon reaksiyonu. Bu reaksiyon, LR Rekombinaz II enzim karisimi (Invitrogen)
yardimiyla, destinasyon vektorii (pLenti6.3/V5-Dest) lizerindeki attR1/attR2 bolgeleri ve GLP-1 giris
plazmidindeki attL1/attL2 bolgeleri arasinda parca degisimini amaglar. Klonaz enzim karigiminin
varliginda giris GLP-1 klonuyla destinasyon vektoriiniin LxR recombinasyon reaksiyonu GLP-1
transgenini tagiyan ekspresyon vektoriiniin olusumunu saglar.
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plLentiCMVpGLP-1

7923bp

Sekil 4.5. pLentiGLP-1 ekspresyon klonunun vektor haritasi. Girig GLP-1 klonu ve destinasyon
vektoriiniin LxR rekombinasyonu sonucu olusan pLentiGLP-1 vektorii iizerinde GLP-1 geninin
pozisyonu, HIV tabanli 3. nesil lentiviral vektdr genleriyle birlikte gdsterilmistir.

Gateway HiPerform Lentiviral Ekspresyon Sistemi (Invitrogen) kullanilarak
gergeklestirilen LR rekombinasyon reaksiyonu sonrasinda, 7926 b¢ boyutunda
ekspresyon vektdriinlin olusmasi gerekmektedir (Sekil 4.6.a). Ayrica restriksiyon kesim

reaksiyonunda EcoRI enzimi ile tekli kesim gerceklestirilerek transfer plazmidleri

dogrulandi (Sekil 4.6.b.).

pLenti6.3/V5-Dest vektoriinde biri Kloramfenikol direnglilik geninden olmak iizere
EcoRI enzimi icin 2 kesim bdlgesi yer almaktadir. LR rekombinasyon reaksiyonu
istendigi gibi gerceklestigi takdirde Kloramfenikol direnglilik geni ¢ikip yerine giris
vektoriiniin tasidigi gen gireceginden bu kesim bolgesi ekspresyon vektoriinde yer
almayacaktir. Aktarilmasi ongdriilen gende de bir adet EcoRI kesim bolgesi vardir fakat
kesim bolgesi pozisyon agisindan farkli bir noktada oldugundan olusacak bantlar farkl
boyutlarda olacaktir. Eger LR rekombinasyon reaksiyonu istenildigi gibi ger¢eklesmisse
olusmasi Ongoriilen bant boyutlari, 199 bp ve 7727 bp seklindedir. Eger reaksiyon
istenildigi gibi gerceklesmemisse olusacak olan bant boyutlar1 463 bp ve 8924 bp

56



seklinde olusacaktir. Bu bantlar agaroz jel elektroforezi ile kolaylikla ayirt
edilebileceginden tekli enzim kesimi plazmidlerin dogrulanmasi icin yeterli goriilmiistiir
(Sekil 4.6). Ancak, olusturulan ekspresyon vektorlerinin dogrulanmasini takiben, vektor
olusturulurken LTR bolgelerinde herhangi bir degisim olusmadigindan emin olmak i¢in
kitte onerilen AfIIl, Xhol enzimleri ile de ikili kesim gerceklestirildi. Hem tekli hem ikili

kesim ile dogrulanan plazmidler belirlendi. Buna gbre 1,2 ve 5 numaralar1 kolonilerden

izole edilen plazmidlerin dogru oldugu 6ngoriildii.

Sekil 4.6. LR rekombinasyon reaksiyonu ile olusturulan CMV promotoru altinda GLP-1_INSSP kodlayan
ekspresyon vektorlerinin a. Plazmid DNA agaroz jel goriintiisii b. EcoRI restriksiyon enzim kesimine ait
agaroz jel goriintiisii. (%1 Agaroz jel, Kuyular sirasiyla, Gene Ruler 1 kb Plus Ladder, Koloni, 1, 2, 3, 4,
5,6)

Kolonilerin restriksiyon enzim kesimleri ile yapilan dogrulama isleminin ardindan dizi
analizine tabi tutulmak lizere PZR reaksiyonlar1 kuruldu. Saflagtirilan PZR {irtinleri ile,
her bir iirlin i¢in 1 ileri 1 geri olmak lizere CMV ileri ve V5 geri primerleri ile sekans
reaksiyonu kuruldu. AB 9800 Fast Thermal Cycler cihazinda gergeklestirilen sekans
analizi sonrasinda belirlenen bu 3 koloninin dogru oryantasyonda ve istenilen dizide

klonlandig1 belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Olusturulan ekspresyon vektorlerinden 3 farkli Koloniden elde edilen plazmidlerden CMV
Forward ve V5 Reverse Primerleri ile kurulan PZR reaksiyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. ( %1
Agaroz jel, , Kuyular sirasiyla, Gene Ruler 1 kb Plus Ladder Koloni, 1, 2, 5)

Klonlama sonrasinda diagnostik restriksiyon enzim kesimleri ve DNA dizi analizleri ile;
hem GLP-1 geninin transfer plazmidindeki oryantasyonu, hem de olusturulan transfer
plazmidinin DNA dizisi dogrulanarak GLP-1 kodlayan lentiviral transfer plazmidi
basariyla olusturuldu (LentiGLP-1).

Deneylerde kontrol vektorii olarak kullanmak iizere beta galaktosidaz sentezleyen
lentiviral transfer plazmid (LentiLacZ) benzer sekilde insa edildi. Ayrica lentiviral
vektor iiretim optimizasyonlarinda kullanilmak iizere lizerinde kirmizi floresan proteini
kodlayan geni tasiyan lentiviral transfer plazmid de (LentiRFP) benzer sekilde
olusturuldu. Lentiviral vektor iiretimleri, transfer plazmid dahil 4 farkli plazmidin 293T
hiicrelerine kalsiyum fosfat yontemi ile aktarilmasini esas alan gegici transfeksiyon

yontemiyle, doner hiicre kiiltiiri siselerinde gerceklestirildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Plazmid tabanli gegici transfeksiyonla lentiviral vektor liretimi. Kapsid ve matriks proteinleri
gag geni tarafindan kodlanirken; proteaz, ters transkriptaz ve integraz fonksiyonlari pol geni tarafindan
saglanir. Transfer vektor ve paketleme vektdr genomlarinin ¢ekirdekten ¢ikmasi igin Rev geninin mutlaka
sentezi de gereklidir. VSV-G zarf proteini lentiviral vektdrlere ¢ok farkli spektrumda memeli hiicrelerini
enfekte etme 6zelligi ve dayaniklilig1 kazandirir. (Olgun ve ark., 2018)

4.2 LentiGLP-1 Vektoriiniin In Vitro Fonksiyonellik Analizi

Olusturulan LentiGLP-1 vektdriiniin in vitro kosullarda fonksiyonel olup GLP-1 sentezi
olusturup olusturmadigimi gostermek i¢in HT1080 hiicreleri (virus doz titresi
belirlenmesinde kullanilan hiicre hatti) LentiGLP-1 ile transdiikte edilerek hiicrelerin
siipernatantlarindan aktif GLP-1 ELISA analizi gerceklestirildi (Sekil 4.9a). Kontrol
vektoril olarak beta galaktosidaz kodlayan LentiLacZ vektorlerinin kullanildig: analizler
sonucunda, LentiGLP-1 vektori ile transdiikte HT1080 hiicrelerinde doza bagimli GLP-
1 sentez ve sekresyonunun oldugu belirlendi. GLP-1 sentez ve sekresyonu transdiikte
HT1080 hiicrelerinde GLP-1’e kars1 antikor kullanilarak yapilan immiinositokimyasal

analiz ile de gosterildi (Sekil 4.9b).
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Sekil 4.9. a. LentiGLP-1 transdiikkte HT1080 hiicrelerinde GLP-1 sentez ve sekresyonunu gdsteren
grafik.. HT1080 hiicreleri ya LentiGLP-1 veya LentiLacZ lentiviral vektorleriyle transdiikte edildikten
sonra 3. glinde alinan siipernatantlarda yapilan GLP-1 ELISA sonucu (n=6/grup, istatiksel analiz One way
Anova, p<0.0001). b. HT1080 hiicrelerine yapilan transdiiksiyon sonrasi GLP-1 sekresyonunun
immiinositokimya analizi ile gdsterimi.

Uretilen LentiGLP-1 vektoriiniin in vitro kosullarda HT1080 hiicrelerinde GLP iiretim
ve sekresyonunu sagladigi ELISA yontemleriyle belirlendikten sonra, LentiGLP-1
vektoriiniin pankreatik beta hiicre hatlarinda da fonksiyonel olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla MIN6 hiicrelerinde, cAMP miktar analizi ve glukoz indiikli
insiilin salimim testleri gergeklestirildi. Transdiiksiyondan 3 giin sonra toplanan hiicre
lizatlarinda doza bagimli cAMP miktar artis1 ile birlikte; transdiikte hiicrelerde GLP-1
peptidinin pankreatik beta hiicrelerindeki ilgili reseptorlerine baglanarak adenilil siklaz
aktivasyonunu indiikledigi ve boylece ATP’den cAMP olusumunu sagladig:1 gosterildi
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. LentiGLP-1 transdiikte pankreatik beta hiicrelerinde hiicre ici cAMP miktar artisi. LentiLacZ
kontrol vektorii olarak kullanilmistir (n=6, istatiksel analiz One way Anova, p<0.0001).
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Sekil 4.11. LentiGLP-1 transdiikte pankreatik beta hiicrelerinde yiiksek glukoz konsantrasyonunda insiilin
sekresyonunun artigi. Pankreatik beta hiicrelerine LentiGLP-1 enfeksiyonu yalnizca yiiksek glukoz
konsantrasyonunda insiilin sekresyonunu arttirir (n=6/grup) (Istatistiksel analiz, Two Way Anova
p<0.001).
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GLP-1 peptidinin pankreatik beta hiicreleri tizerinde insiilinotropik etki gosterip
gostermediginin  belirlenmesi amaciyla MIN6  hiicrelerinin  LentiGLP-1  ile
transdiiksiyonu sonrasi 3. giinde Glukoz Indiiklii Insiilin Salinim (GSIS) testi uygulandu.
Transdiikte hiicrelerde farkli glukoz konsantrasyonlarinda yapilan analiz sonucunda
LentiGLP-1’in  pankreatik  beta  hiicrelerinde  yalmizca  yiiksek  glukoz

konsantrasyonlarinda insiilin sekresyonunu arttirdig: belirlendi (Sekil 4.11).

Hiicre iceriginde kalan ve disar1 salinan insiilin miktarlar1 toplanarak elde edilen datalar
incelendiginde de total insiilin miktar1 agisindan yine 25 ve 100 MOI ile transdiikte
olmus hiicrelerde bir artis oldugu saptandi. Tiim bu sonuglar dogrultusunda pankreatik
LentiGLP-1 ile transdiikte beta hiicrelerinde hem insiilinin biyosentezinin hem de

yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda insiilin saliniminin tetiklendigi gosterildi (Sekil

4.12).
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Sekil 4.12. LentiGLP-1 transdiikte pankreatik beta hiicrelerinde yiiksek glukoz konsantrasyonunda insiilin
sentezinin artig1 (n=6 istatistiksel analiz, Two Way Anova p<0.001).
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4.3 Obez Tip 2 Diyabet Deney Hayvan Modeli Olusturma

Obez T2DM deney hayvan modeli olusturabilmek i¢in 4 haftalikken alinip kalorinin
%60 ‘min yagdan geldigi yliksek yagli yem ile beslenen Spraque Dawley (SD)
siganlarin 27 hafta boyunca alinan agirlik dl¢iimleri sonucunda, NYY ve YYY beslenen
siganlar arasinda agirlik kazanci bakimindan istatistiksel agidan belirgin farklarin oldugu
ve bu farklihigin YYY ile beslenme basladiktan 5 hafta sonra yani 9. haftada
belirginlestigi 2 way ANOVA analizi ile saptandi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. NYY ile (n=14) veya YYY ile (n=15) beslenen siganlarin zamana bagl agirlik kazang grafigi
(Istatistiksel analiz; Mann Whitney U test; p=0,0249).

YYY ile beslenen sicanlar agirliklarin disinda kan glukoz degerleri acisindan da
degerlendirildi. Bu degerlendirmede her iki grup arasinda istatistiksel olarak belirgin bir
farklilik olmadig1 goriildiiglinden siganlar1 YYY ile beslemenin tek basina diyabeti

indiiklemek i¢in yetersiz oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. NYY ile (n=14) veya YYY ile (n=15) beslenen si¢anlarin zamana bagli kan glukoz seviye
farkliliklar1. (Istatistiksel analiz; Mann Whitney U test; p=0,1797)

Kan glukoz degerlerine bakildiginda her ne kadar diyabeti indiiklemek icin YYY ile
besleme yetersiz bulunsa da siganlar abdominal yaglanma  agisindan
degerlendirildiginde, YYY ile beslenen hayvanlarin NYY ile beslenen deneklere oranla
asir1 yaglandigi tesbit edildi. Dolayisiyla YYY ile beslenme, diyabet olusturmak ig¢in
yetersiz olsa da beslenme farklilig1 ile obezitenin basariyla indiiklendigi belirlendi (Sekil

4.15).

Obez hastalarda instilin direngliligi ve glukoz tolerans bozuklugu prediyabetik bulgular
olarak bilinmektedir. Bu nedenle YYY ile beslenme sonucunda diyabet indiiklenemese
de obezitenin indiiklendiginin belirlenmesi iizerine, 2 ay siireyle YYY ile beslenen obez
siganlar insiilin duyarlilik ve glukoz tolerans acisindan degerlendirildi. 6-8 saat ag
birakilan sicanlarda kan glukoz degerleri 6l¢iildiikten intraperitonel insiilin enjeksiyonu
sonrasinda zamana bagimli olarak yapilan Insiilin duyarhlik testi (IDT) sonucunda YYY
ile beslenen siganlarda NY'Y ile beslenen sicanlara oranla insiilin direncliliginin gelistigi

tespit edildi (p=0.0465) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Kontrole kiyasla obez siganlarda abdominal yaglanma diizeyi (n=5/grup). 8 hafta boyunca
NYY (soldaki resim n=5) veya YYY (sagdaki resim n=6) ile beslenen SD sicanlarin abdominal
organlarinin goriintiisii. Oklar abdominal yag birikintilerini gostermektedir.
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Sekil 4.16. YYY ile beslenen siganlar (n=15) ve NYY (n=14) ile beslenen siganlarin insiilin direnglilik
grafigi (IDT, 1 U/kg Humalo, Elli Lilly enjeksiyonu ile gergeklestirildi.) (Istatistiksel analiz; Two-way
ANOVA, p=0.0465)
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Insiilin Duyarlilik testinin ardindan yine 6-8 saat a¢ birakilan sicanlarda kan glukoz
degerleri olctildiikten intraperitoneal glukoz enjeksiyonu sonrasinda zamana bagiml kan
glukoz dlgiimleriyle yapilan Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi (IPGTT) sonucunda,
YYY ile beslenen siganlarin NYY ile beslenen si¢anlara oranla glukoz toleranslarinin da

bozuk oldugu saptandi (p=0.0483) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. YYY ile beslenen si¢anlar (n=15) ve NYY ile beslenen siganlarin (n=14) glukoz tolerans
grafigi (IPGTT, 2 g/kg glukoz enjeksiyonu ile gergeklestirildi.) (Istatistiksel analiz; Two-way ANOVA,
p=0.0483)

Yapilan analizler dogrultusunda, sadece YYY ile besleme sonucu obezite kaynakli
prediyabetik Sprague Dawley si¢an modelinin basariyla olusturuldugu belirlendi. SD
siganlarinin yiiksek yag igerikli yem ile beslenmesi obeziteye, insiilin direncliligine ve
glukoz tolerans bozukluguna yol agsa da, kan sekerini diyabet gelistirecek seviyelere
yiikseltemediginden, SD siganlarda diyabet indiiklemek amaciyla farkli dozlarda (30
mg/kg, 40 mg/kg ve 50 mg/kg) STZ (Streptozotocin) uygulamasi yapildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Farkli doz STZ uygulamalar1 ve diyabet gelisimi. Obez SD sig¢anlara 0 (n=14), 30 (n=10), 40
(n=11) ve 50 (n=13) mg/kg STZ enjeksiyonu sonucu kan glukoz seviyelerinde gergeklesen degisimler
(One way Anova ve Bonforroni Coklu karsilagtirmali analiz, p<0.0001).

2 aylik YYY ile besleme sonrasinda, intraperitoneal enjeksiyonla yapilan STZ
uygulamasi sonrasinda siganlar 1 ay siireyle takip edildi. Takip stiresince agirliklar, kan
glukoz seviyeleri ve sag kalim oranlar1 incelenerek kaydedildi. Bu degerlere gore
diyabeti indiikleyecek en uygun dozun bulunmasi hedeflendi. 30 mg/kg STZ
uygulamasiyla, SD siganlarda kan glukoz diizeyi diyabet olusturmaya yetecek seviyeye
ulagsmazken, 40 ve 50 mg/kg STZ uygulamalariyla diyabet basaril1 bir sekilde indiiklendi
(Sekil 4.18). Bununla birlikte, STZ uygulamas: sonrasinda si¢anlarin sagkalim oranlari
karsilastirildiginda 50 mg/kg STZ dozunun mortalite oraninin oldukg¢a yiiksek oldugu
saptandi (Sekil 4.19).

Bu bulgular dogrultusunda, her 3 STZ dozunun SD siganlarin kan seker diizeyleri
iizerindeki etkileri (Sekil 4.18) ve sag kalim oranlar1 (Sekil 4.19) degerlendirildiginde 40
mg/kg STZ dozunun SD siganlarda diyabet indiiklemek icin en uygun doz olduguna

karar verilerek obez T2DM sigan modeli basariyla olusturuldu.
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Sekil 4.19. 30 (n=10), 40 (n= 11) ve 50 (n=13) mg/kg STZ uygulamasi almis obez siganlarin sag kalim
oranlart (Sagkalim analizleri, Log-Rank (Mantel-Cox) test, p=0.0094).

4.4 LentiGLP-1 Vektoriiniin T2DM Modelinde Terapotik Etkinliginin Belirlenmesi
LentiGLP-1 vektoriiniin in vitro fonksiyonel etkinlikleri belirlendikten sonra obez
diyabet SD si¢anlara yapilacak intraperitoneal enjeksiyonuyla vektoriin in vivo terapotik
etkinliginin belirlenmesi icin ¢alismalar yapildi. iki ay siireyle YYY ile beslenen
sicanlarda 40 mg/kg STZ enjeksiyonuyla diyabet indiiklendikten sonra diyabetik sicanlar
2 gruba ayrildi. STZ enjeksiyonunun 7. giiniinde terapotik gruba 1x10el1 TU LentiGLP-
1 vektorii, diyabetik kontrol grubuna ise ayn1 dozda LentiLac vektorii intraperitoneal
olarak enjekte edildi. Periyodik kan glukoz ol¢iimleri dogrultusunda LentiGLP-1
uygulanan sicanlarin kan glukoz degerlerinin 10. giinden itibaren 250 mg/dl degerin
altina diistiigii ve takip siiresi boyunca (1 - 5 ay) normoglisemik seyrettigi belirlendi.
Buna karsin LentiLacZ enjekte edilmis sicanlarin kan sekerinde herhangi bir diisme
olmadig1 gibi takip siiresince 250 mg/gl degerinin tizerinde kaldigi belirlendi (Sekil
4.20).
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Sekil 4.20. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara LentiGLP-1 enjeksiyonu sonrasinda kan glukoz
seviyelerini gosteren grafik. YYY ile beslenen 40 mg/kg STZ almis diyabetik si¢anlar 6nce 2 gruba
ayrildi. Bir gruba LentiGLP-1 (n=10) diger gruba da LentiLacZ (n=10) vektdrii intraperitoneal olarak
enjekte edildi. Kontrol grubu olarak diyabetik olmayan si¢anlara (n=8) ayni1 hacimde PBS enjeksiyonu
yapild1 (Istatistiksel analiz, Two way ANOVA, p<0,001).

Gen nakli yapilan sicanlarda kan glukoz degerlerinin diisilisii belirlense de diyabet
modeli olusturulurken bozuldugu tespit edilen insiilin duyarlilik ve glukoz tolerans
acisindan gen naklinin etkinligini test etmek amaciyla, gen naklini takiben 5 hafta sonra
Insiilin Duyarlilik testi (IDT) ve Intraperitoneal Glukoz Tolerans Testi (IPGTT)
uygulandi.

Diyabetik sicanlar insiilin duyarilik agisindan degerlendirildiginde, LentiGLP-1
uygulamasi alan sicanlarin diyabet olmayan kontrol sigan grubunda farkli olmayacak
diizeyde bir insiilin duyarliligi gelistirdikleri saptandi (p=0,6416). Bununla birlikte
LentiLacZ uygulanan diyabetik sicanlarin insiilin duyarlilik egrisinin terapotik ve
diyabet olmayan kontrol gurubundan belirgin diizeyde farkli oldugu ve bu sigcanlarin
insiilin diren¢li oldugu belirlendi. Bu bulgular dogrultusunda, lentiviral GLP-1 gen
nakliyle obez diyabet sicanlarin insiilin direncinin kirilabildigi ortaya cikarildi (Sekil

4.21).
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Sekil 4.21. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara LentiGLP-1 enjeksiyonu sonrasinda insiilin direnglilik
egrilerini gosteren grafik. Lenti vektdr uygulamasii takiben kontrol (n=8), LentiGLP-1 (n=10) ve
LentiLacZ (n=10) grubu siganlarin insiilin duyarlilik testi sonuglarini. IDT 1 U/kg Humalog (Elli Lilly)
enjeksiyonu ile gerceklestirildi. Istatistiksel analiz; Unpaired T test, LentiGLP-1/LentiLacZ p=0.0017;
LentiGLP-1/Kontrol p=0,6416.

Glukoz toleransi agisindan siganlar incelendiginde ise, LentiGLP-1 uygulanan siganlarin
glukoz toleransinin geliserek LentiLacZ almis diyabetik sicanlarin glukoz tolerans

bozukluguna oranla belirgin diizeyde bir iyilesme gosterdikleri saptandi (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. STZ indiiklii diyabetik obez sicanlara LentiGLP-1 enjeksiyonu sonrasinda glukoz tolerans
egrilerini gosteren grafik. Vektdr uygulamasimi takiben siganlarin (n=10/grup, kontrol grup n=8)
intraperitoneal glukoz tolerans testi sonuglarini gosteren grafik. IPGTT, 2 g/kg glukoz enjeksiyonu ile
gerceklestirildi. Istatistiksel analiz; Unpaired T test, LentiGLP-1/LentiLacZ p=0.0004)

Intraperitoneal glukoz tolerans testi sonrasi elde edilen grafikte egriler altinda kalan
alanlarin (AUC) hesaplanmasiyla da glukoz tolerans degerlerindeki iyilesme
dogrulanmis olup, LentiGLP-1 almis sicanlarin AUC degerlerinin LentiLacZ almis
diyabetik siganlara gore belirgin oranda diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Gen nakli sonrast IPGTT testinde gruplar-arasi egri altinda kalan alan (AUC) profillerindeki
degisimler. Istatistiksel analiz; One Way ANOVA, p=0,002.
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Diyabetik hayvan modelinde LentiGLP-1 ve LentiLac uygulamasini takiben 1 ay siireyle
yapilan kan sekeri takibi, akabinde gergeklestirilen glukoz tolerans ve insiilin duyarlilik
analizleri sonrasinda, kan lipid profilleri ve pankreatik adaciklar {izerindeki olasi

degisikliklerin incelenebilmesi amaciyla si¢anlar sakrifiye edildi.

LentiGLP-1 uygulamasinin diyabetik sicanlarda in vivo etkilerinin kan degerlerindeki
GLP-1 miktar artigina bagli olup olmadiginin degerlendirilebilmesi amaciyla oncelikle
kan dolasimindaki aktife GLP-1 miktar1 ELISA analizi ile belirlendi. Analiz sonucunda
LentiGLP-1 uygulanmis siganlarin kan Orneklerindeki plazma GLP-1 seviyesinin;
kontrol grubu ve LentiLac uygulanmis siganlarin kanlarindaki GLP-1 seviyesine gore 3

kat daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. STZ indiiklii diyabetik obez sicanlara LentiGLP-1 enjeksiyonu serum GLP-1 seviyelerini
gosteren grafik. Sakrifiye edilen sicanlarin (n=10/grup) kalpten toplanan kan &rneklerindeki aktif GLP-1
miktarlarinin karsilagtirmali analizi (Istatistiksel analiz; One Way ANOVA, p=0,0006). Kontrol YYY ile
beslenen gen nakli yapilmamis denekleri temsil eder.

LentiGLP-1 uygulamasi almis sicanlarin kanlarindaki plazma Trigliserit ve Kolesterol
seviyelerinin incelenmesi amaciyla sakrifikasyon sirasinda toplanan kan 6rneklerinden
Enzychrom Triglyceride Assay Kit (Bioassay Systems, Cat # ETGA200) ile trigliserit

diizeyleri belirlendi. Analiz sonucunda, LentiLacZ uygulanmig diyabetik sicanlarin
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trigliserit seviyelerinin yliksek oldugu belirlenirken, LentiGLP-1 enjekte edilmis

siganlarin trigliserit seviyelerinin normal degerlere diistiigii saptand1 (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Gen nakli sonrasinda siganlarin plazma trigliserid seviyelerini gdsteren grafik (Istatistiksel
analiz; One Way ANOVA, p= 0,0008) Kontrol YYY ile beslenen gen nakli yapilmamis denekleri temsil
eder.

Trigliserid seviyeleri ile birlikte kolesterol seviyeleri de, Cholesterol/Cholesteryl Ester
Assay Kit (abcam, cat # ab65359) ile belirlendi. Analiz sonuglar1 incelendiginde
LentiGLP-1 uygulamasinin diyabetik sicanlarin kolesterol seviyelerine belirgin bir

etkisinin olmadig1 belirlendi (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Gen nakli sonrasinda si¢anlarin plazma kolesterol seviyelerini gosteren grafik STZ indiikli
diyabetik obez sicanlara LentiGLP-1 enjeksiyonu (n=10/grup) plazma kolesterol seviyesini etkilemez
(Istatistiksel analiz, One Way ANOVA, p=0,4567). Kontrol YYY ile beslenen gen nakli yapilmamis
denekler.

4.5 Pankreas Dokusunda yapilan Histolojik Analizler

4.5.1. Tip 2 Diyabet Modelinde olusturulan beta hiicre yikimi ve LentiGLP-1
aktariminin beta hiicre Kitlesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Tip2 diyabet hayvan modelinde hem olusturulan modeldeki beta hiicre kitle kaybini
gosterilmesi hem de lentiviral vektdr aracili gen aktariminin pankreatik adaciklar
tizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla SD siganlarin 4 farkli grubunda parafine
gomiilii pankreas kesitleri lizerinde immiinohistokimyasal analizler yapildi. Kontrol
grubu sicanlar NYY ile beslenen, obez kontrol grup olarak ayrilan siganlar ise YYY ile
beslenen sigan grubunu ifade etmektedir. YYY ile beslenen ve 40 mg/kg dozda STZ
enjeksiyonu ile diyabetin indiiklendigi siganlarda LentiGLP-1 ve LentiLac vektorii
uygulanan iki ayr1 grupta da lentiviral gen naklinin etkileri incelendi. Insiilin antikoru
(Tavsan  poliklonal anti-insiilin  antikor, Abcam ab63820) ile yapilan

immiinohistokimyasal boyama ile adaciklardaki insiilin pozitif alanlar belirlendi.

Pankreaslarda yapilan beta hiicre kitle analizleri degerlendirildiginde, diyabet

indiiklenen ve terapotik gen nakli yapilmayan siganlarin beta hiicre kitlesinin belirgin
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oranda azaldig1 saptanirken, LentiGLP-1 uygulamasi alan si¢anlarin insiilin pozitif hiicre

kitlesinde ciddi diizeyde artis oldugu saptand (Sekil 4.27).

NYY YYY LentiGLP LentiLacZ

Sekil 4.27. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara LentiGLP-1 enjeksiyonu sonrasinda beta hiicre kitlesinin
immiinohistokimyasal analizi. Pankreatik adaciklardaki beta hiicre kitlesi insiiline kars1 gelistirilen antikor
ile yapilan immiinohisyokimyasal boyama ile gosterilmistir (n=6).
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Sekil 4.28. STZ indiiklii diyabetik obez sicanlara gen nakli sonrasi beta hiicre alan skorlar1 (n=6)
(Istatistiksel analiz, Oneway ANOVA, p=0,005).

Beta hiicre kitle analizlerinin sayisal olarak degerlendirilebilmesi i¢in, insiilin pozitif
alanin doku igerisindeki yiizdesi hesaplandiginda, NYY kontrol grubu ile YYY kontrol

grubunun adacik yilizdesi arasinda belirgin bir fark goriilmezken, LentiGLP-1
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enjeksiyonu almis sicanlarin LentiLacZ almis diyabetik si¢anlara oranla ¢ok daha

yliksek seviyede insiilin pozitif hiicre kitlesine sahip oldugu belirlendi (Sekil 4.28).

Yapilan beta hiicre kitle analizlerinde NYY kontrol grubundaki sicanlarin insiilin pozitif
alanm1 % 100 kabul ederek yapilan degerlendirmede, STZ enjeksiyonu almis ve
LentiLacZ uygulanmis diyabet siganlarda %90 ‘in iizerinde bir beta hiicre kaybi
gozlenirken, LentiGLP-1 uygulanan deneklerde adacik kaybinin %50 civarinda oldugu
tespit edildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara gen nakli sonrasi beta hiicre kitlesi kaybinin % oranlar1
(n=6).

Immiinohistokimyasal analizler sonucu yapilan insiilin boyamanmn skorlamasi
yapildiginda, LentiGLP-1 uygulamasi almis siganlarda, NYY ve YYY kontrol grubuna
benzer oranda insiilin skoru belirlenmis olup, LentiLacZ uygulamasi almis diyabetik
siganlarda ise beta hiicre kitle kaybina bagl olarak insiilin skorunun da bariz 6lciide

diistiigii saptanmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara gen nakli sonrasinda pankreas beta hiicresi insiilin sentez
skorlarindaki degisim (n=6) (Istatistiksel analiz, One way ANOVA, p<0,0001).

4.5.2. GLP-1 Ligand ve Reseptor Sentez Profili

Tip 2 diyabet deney hayvan modelinde gen nakli 6ncesi ve sonrasinda GLP-1 ligand
(GLP-1) ve reseptdor (GLP-1R) seviyelerindeki olasi degisiklikleri belirlemek igin
pankreas kesitleri {izerinde immiinohistokimyasal boyamalarla birlikte bu boyamalarin

skorlamalar1 yapildi.

Sprague Dawley siganlarda GLP-1 ve GLP-1R saptamak i¢in yapilan pankreatik
immiinohistokimyasal analizler sonucu YYY ile beslenen kontrol hayvanlarin
adaciklarinda NYY ile beslenen kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir fark
gozlemlenmedi. Buna karsin LentiLacZ almis diyabet hayvanlarda yapilan analizler;
pankratik GLP-1 ekspresyonunun NYY ve YYY kontrol siganlara gore azaldigini ortaya
koymustur (p<0,0001). STZ indiiklii diyabet sonras1 LentiGLP-1 uygulamas: almis olan
sicanlarda ise GLP-1 ekspresyonunun NYY veya YYY kontrol siganlara oranla benzer

degerlerde oldugu belirlendi (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. STZ indiiklii diyabetik obez si¢anlara gen nakli sonrasinda pankreas beta hiicresi GLP-1 sentez
oranlar1 (n=6/grup). Analizlerde antikorunun ¢apraz-reaksiyon gosterdigi glukagon sentezleyen alfa
hiicreleri degerlendirmeye alinmamistir.

GLP-1 boyama sonras1 yapilan skorlama sonucunda da, diyabet gelisimiyle azalan GLP-
1 sentez miktarmin, GLP-1 gen nakli ile kontrol deneklerin seviyelerine ¢ikartilabildigi

saptand (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. STZ indiiklii diyabetik obez siganlara gen nakli sonrasinda pankreas beta hiicresi GLP-1 sentez
skorlarindaki degisim (n=6/grup) (Istatistiksel analiz, One way ANOVA, p<0,0001).
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GLP-1 ligand sentezinin belirlenmesinin  yamisira GLP-1  reseptér profilleri

incelendiginde, GLP-1 ligand1 kadar belirgin diizeyde bir ekspresyon gdzlenmemistir

(Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. STZ indiiklii diyabetik obez sicanlara gen nakli sonrasinda pankreas beta hiicresi GLP-1
reseptorii (GLP-1R) sentez profili (n=6/grup).

Bununla birlikte, immiinohistokimya analizleri sonucu skorlama yapildiginda,
LentiLacZ almis diyabetik siganlarin GLP-1R seviyelerinde adacik kaybina bagl olarak
bariz bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. STZ indiiklii diyabetik obez si¢anlara gen nakli sonrasinda pankreas beta hiicresi GLP-1R
adacik ekspresyon skorlamasi (Istatistiksel analiz, One way ANOVA, p<0,0001).
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Histolojik  analizler ~sonucunda  GLP-1  reseptér ve ligand profillerinin
degerlendirilmesiyle elde edilen bulgular, LentiLacZ enjekte edilmis diyabetik
sicanlarda, GLP-1 ve GLP-1R seviyelerinde, adacik kaybina bagl olarak hiperglisemi
ile korelasyon gosteren bir azalma oldugunu gosterdi. Terapdtik gen nakli yapilan
diyabetik sicanlarda ise normogliseminin saglanmasiyla birlikte adaciklardaki GLP-1 ve

GLP-1R sentezinin de restore edildigi bulgulandi.

4.5.3. GLP-1 gen nakli sonras1 abdominal dokularda genoma entegre kopya

sayilar1 ve GLP-1 profili

Major antidiyabetik Ozellikleri olan GLP-1’in intraperitoneal yolla enjeksiyonunu
takiben, LentiLacZ ve LentiGLP-1 vektorlerinin dokulara dagilim profillerinin birbirine

benzer oranlarda abdominal dokulara dagildigi genoma entegre kopya sayilari ile

belirlendi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Lentiviral vektorlerin intraabdominal doku dagilim profilleri (n=9/grup).

Doku LentiLac LentiGLP-1
Pankreas 1.966 + 0.832 3.231+1.272
Karaciger 13.522 +3.598 18.321 + 6.455

Dalak 8.257 £ 3.0592 8.817 +4.749

Bobrek 4485 +5.171 27.63 + 6.746
* Veriler gruplarmn ortalama = SEM degerlerini ifade etmektedir.

Genoma entegre kopya sayilar ile orantili olarak GLP-1 uygulamasi alan siganlarin
dokularinda GLP-1 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal analizler dogrultusunda
da, kandaki GLP-1 miktar artis1 ile korale olacak sekilde dokularda belirgin oranda
GLP-1 ekspresyonunun varlig1 gosterildi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. GLP-1 gen nakli yapilmis sicanlarin abdominal organlarinin doku kesitlerinde GLP-1 profili.

4.5.4 GLP-1 gen nakli sonrasi pankreas dokusunda goriilen insillin Pozitiff
hiicrelerin detayh analizi

LentiGLP-1 gen naklinin insiilin direncini kiran, glukoz toleransmi gelistiren,
hiperglisemiyi iyilestiren ve beta hiicre kitlesini arttiran terapdtik etkileri ile birlikte,
yapilan immiinohistokimyasal analizlerde pankreas dokusunda adacik olmayan 2-8

hiicreden olusan insiilin pozitif hiicreler belirlendi (Sekil 4.36).

Sekil 4.36. GLP-1 gen nakli yapilmis siganlarin pankreatik doku kesitlerinde gozlenen insiilin pozitif
hiicre kiimeleri.
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Pankreatik dokuda belirlenen insiilin pozitif hiicre kiimelerinin orijininin belirlenmesi

amaciyla ileri immiinohistokimyasal ve immiinoflorasan analizler ger¢eklestirildi.

GLP-I’in pankreatik beta hiicreleri iizerinde proliferatif etkileri oldugu bilindiginden
oncelikle Ki67 antikoru ile immiinohistokimyasal boyamalar gerceklestirildi. Yapilan
analiz dogrultusunda GLP-1 gen nakli almis siganlarin pankreas dokularinda, LentiLac

kontrol vektorii almis sicanlara oranla belirgin diizeyde proliferasyon artist oldugu

saptand (Sekil 4.37).

LentiLacZ LentiGLP-1
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Sekil 4.37. Terapotik ‘grup ve diyabetik gruplardzi Ki67 proliferasyoﬁ belirteci ile ya;;iﬁlaén

immiinohistokimyasal analiz sonuglart.

Immiinohistokimyasal analiz sonucunda prolifere olan hiicrelerin insiilin pozitif olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan immiinoflorasan analizleri dogrultusunda,
diyabetik sicanlarin pankreas dokusunda az miktarda da olsa prolifere olan hiicrelerin
insiilin (kirmiz1) salgilamadig: belirlendi. Buna karsin, GLP-1 gen nakli alan sicanlarda,
insiilin sentezleyen hiicrelerde proliferasyon artisina dair bulgular elde edildi (Sekil

4.38).

Insiilin pozitif hiicrelerin proliferasyon belirteci ile birlikte (sar1) sinyal vermesinin yani
sira, asiner doku arasinda da sar1 sinyallerin varligi, asiner doku igerisinde bulunan
potansiyel hiicrelerin insiilin pozitif hiicrelere doniistiigii belirlendi. Dolayisiyla elde

edilen sonuglar dogrultusunda GLP-1’in lentiviral vektorler aracili gen nakli ile
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pankreatik dokularda insiilin pozitif hiicrelerin proliferasyonunu indiikleyerek beta hiicre

geri kazaniminda rol oynadig tespit edildi.

insulin Ki67 instlin / Ki67 / DAPI
Sekil 4.38. GLP-1 gen nakli uygulamasi alan ve almayan sigcanlarda pankreas dokularinda insiilin ve Ki67

antikorlar1 ile yapilan immiinofloresan analiz sonucu. Insiilin (kirmizi), Ki67 (yesil). Terapétik grupta iki
sinyalin ayni1 hiicrede goriilmesi ile sar1 1s1ma gozlenmistir.

LentiLacZ

LentiGLP-1

Tiim bu bulgular dogrultusunda, dogal GLP-1 geninin sentetik DNA formundan yola
cikilarak iiretilen GLP-1 kodlayan lentiviral vektorlerin in vivo uygulamasiyla hem
diyabetik bulgularin iyilestirildigi (H. M. Tasyurek, Altunbas, ve ark., 2018) hem de
pankreatik beta hiicrelerin geri kazanimina insiilin pozitif hiicrelerin proliferasyonuyla
katki saglandigi saptandi. Bununla birlikte, farkli antikorlarla yapilacak ileri
immiinoflorasan analizleri sonucunda GLP-1 gen naklinin beta hiicrelerin geri
kazanimina bagka yolaklar (transdiferasyon ve neogenez) ilizerinden de katki saglayip
saglamadiginin da incelenmesi gerekmektedir. Bu amacla bazi 6n ¢alismalar yapilmis
olsa da, net bulgularin elde edilmesi i¢in yenidogan sigcan modeli gibi beta hiicre olusum
mekanizmalarin1 daha 1iyi aydinlatacak deney hayvan modellerinin kullanilmast

gerekmektedir.
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5. TARTISMA

Inkretin etkili hormonlar, pankreatik beta hiicrelerinden glukoz indiiklii insiilin
sekresyonunu (insiilinotropik etki) tetiklemek iizere intestinal mukozadan salinirlar
(Vilsboll ve Holst, 2004). Dolayisiyla, inkretin hormonlar periferal dokulara glukoz
transferine yardimci olarak postprandiyal glukoz seviyelerinin belirli diizeylerde

tutulmasinda 6nemli rol oynarlar (S. Russell, 2013).

GLP-1, glukoz homeostazisinin diizenlenmesinde goérev alan iki dnemli bagirsak-kokenli
inkretin hormondan birisidir. GLP-1’in insiilinotropik aktivitesi preklinik ve klinik
caligmalarla kanitlanmistir (D. Drucker ve ark., 1987a; Kreymann ve ark., 1987).
Ogiinlerden sonra, GLP-1 kan dolasimina salinarak, G protein kenetli reseptor (GLP-1R)
araciligiyla, glukoz-bagimli insiilin salinimini ve pankreatik beta hiicrelerinde insiilin
biyosentezini stimiile eder (Thorens ve ark., 1993). GLP-1 sekresyonuna neden olan en
etkili ajanlar karbonhidratlardir ancak proteinler ve yaglar da GLP-1 sekresyonuna katki
saglarlar (Gribble, 2012; Tolhurst ve ark., 2012). Insiilinotropik faaliyetin disinda, GLP-
1 glukagon salinimini baskilar ve yasa bagl gelisen glukoz intoleransinda iyilestirici etki
gosterir (Y. Wang ve ark., 1997). Buna ek olarak, GLP-1 hiicre farklilasmasina
(Abraham ve ark., 2002) ve beta hiicre kitlesinde artisa (C Tourrel ve ark., 2002) yol
acan mitojenik etkilere sahiptir. Gastrointestinal hareketliligin azalmasi ve merkezi sinir
sistemi lizerinden etki gostererek istah ve gida alimiin azalmasina bagh olarak agirlik
kaybina da sebebiyet verir (Wettergren ve ark., 1993). Son olarak, miyokardial iskemi
ve kalp yetmezligi hastalarinda GLP-1’in faydali etkilerinin oldugu gosterilmistir (T.
Zhao, 2013).

Tip 2 Diyabet (T2DM) hastalarinda yapilan izoglisemik glukoz tolerans testleri agikca
gostermektedir ki, saglikli kontrol bireylere gore T2DM hastalarinda inkretin etkisi %50
azalmistir (Knop ve ark., 2007). Dolayisiyla, inkretinler postprandiyal glukoz
dolasiminin ana modiilatorleri oldugundan, inkretin yanitin kayb1 T2DM hastalarinda
kesin olarak glukoz intoleransina yol agmaktadir. {lging bir sekilde, T2DM hastalarinda,
postprandiyal GIP sekresyonu degigsmezken, 6giin sonrasi olusan GLP-1 yaniti, olduk¢a
azalmistir (Toft-Nielsen ve ark., 2001). Ek olarak, T2DM hastalarinda GIP uygulamasi
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ile inkretin yanit alinamazken GLP-1’in insiilinotropik etkisi muhafaza edimistir (MA
Nauck ve ark., 1993). T2DM hastalarinda, azalmig beta hiicre yaniti GLP-1 inflizyonu
ile geri kazanilabildiginden (Kjems ve ark., 2003) GLP-1, T2DM tedavisi i¢in terapdtik
bir ajan olarak degerlendirilmektedir. GLP-1 hipoglisemiye neden olmaksizin, etkin bir
sekilde glukoz indiiklii insiilin salinimini uyarir (Vilsboll ve ark., 2001). Ancak, GLP-1
yaygin bir serin proteaz olan Dipeptidil Peptidaz-4 (DPP-4) ile hizla kesime
ugradigindan, biyolojik yar1 omrii olduk¢a kisadir (2-3 dakika). Bu 6zellik, sik sik
injeksiyon gerektirmesi veya daha fazla miktarlarda kullanilmasi gerekliliginden dolayz,
GLP-1’in terapdtik kullanimini sinirlandirmaktadir (T. Kieffer ve Habener, 1999a).
Biyolojik omrii kisa olan GLP-1’in bu 6zelligini telafi etmek amaciyla, biyolojik olarak
aktif GLP-1 iiretiminin ve sekresyonunun saglanmasi i¢in viral ve viral olmayan gen

aktarim teknolojileri gelistirilmistir (Rowzee ve ark., 2011).

Denenen gen nakil metodlar1 arasinda viral ve viral olmayan gen nakil denemeleri yer
almaktadir (M. H. Tasyurek, Altunbas, Canatan, ve ark., 2014). Bilindigi gibi plasmid
DNA transferinin klinik etkinligi oldukca diisiiktiir. Adenoviral vektorler vucudumuzda
antijenik olarak algilanmakta ve bu nedenle terapdtik etkinligi kisa siirmektedir
(Doerschug ve ark., 2002). AAV hem transdiiksiyon etkinligi hemde kargo kapasitesi
olduk¢a diisiik olan bir vektor tipidir (S. Sanlioglu ve ark., 2001). Diger gen nakil
vektorlerine kiyasla lentiviral vektorler uzun siireli gen sentezi ve konake¢r giivenligi

diisiiniildiiglinde tercih edilen bir gen nakil vektoriidiir (Elsner ve ark., 2012).

Bu dogrultuda, yapilan ¢alismada diyabetik sicanlara GLP-1’in dogal formu ile
yapilacak gen nakli icin, furin kesim bdlgesi ve insiilin sinyal peptid sekanslari
eklenerek tasarlanan dizi, TOPO-D teknolojisi kullanilarak giris vektorlerine
klonlandiktan sonra, Vezikiiler Stomatit Virusu G glikoproteini (VSV-G)
psodotiplenmis 3. Nesil SIN vektorler, ViraPower HiPerform Promotorsuz Gateway
Ekspresyon Sistemi (Invitrogen) ile olusturuldu. Bir seri klonlama reaksiyonlari,
restriksiyon enzim kesimleri, DNA dizi analizleri, mini-midi-maksi ve mega prep
asamalarindan sonra 293T hiicrelerine 4 farkli plazmidin geg¢ici transfeksiyonunu iceren
bir yontemle, doner hiicre kiiltiirli siselerinde lentiviral vektorler iiretildi. Fiziksel

partikiil ve fonksiyonel titre belirleme asamalarindan sonra bir doner hiicre kiiltiirii
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sisesinde yapilan iretimden 10711 TU/ml konsantrasyonda lentiviral partikiil elde
edildigi belirlendi. HT1080 hiicre hattinda yapilan ELISA deneyi ile LentiGLP-1
vektoriinden GLP-1 sentezi oldugu gosterildi. LentiGLP-1 vektoriiniin fonksiyonel
ozellikleri Min6 pankreatik beta hiicre hattinda (Prof. Dr. Jun-ichi Miyazaki’nin
hediyesi, Japonya) cAMP iiretim ve glukoz indiiklii insiilin salinim testleriyle belirlendi.
Transdiikte MING6 hiicrelerinde cAMP iiretim miktarinin ve glukoz indiiklii insiilin
salmiminin artmast LentiGLP-1 vektoriinlin beta hiicreleri lizerinde de fonksiyonel
oldugunu gosterdi. Ayrica LentiGLP-1 uygulamasimin pankreatik beta hiicrelerinde

instilin sentezini de arttirdig1 tespit edildi.

GLP-1 gen aktarmm ile ilgili deneysel gen terapi ¢aligmalarinin ¢ogu, ob/ob, db/db ve
Zucker diyabetik sicanlar gibi, genetik olarak modifiye edilmis kemirgen obezite
modellerinde gergeklestirilmistir (Oh ve ark., 2003; Kumar ve ark., 2007; YS Lee ve
ark., 2007; Parsons ve ark., 2007). Bu modeller, istah1 (leptin (ob/ob) veya leptin
reseptorleri (db/db, Zucker diyabetik fa/fa sicanlar)) etkileyen genlerde mutasyonlar
tasidigindan, genetik olarak modifiye edilmis diyabet hayvan modellerinin kullanima,
metabolik degisimler ile ilgili uzun dénemli ¢alismalar icin ideal olmayabilir (Williams
ve ark., 2006). Insan hastaliklar1 icin en uygun deneysel hayvan modeli, ilgilenilen insan
hastaliginin patofizyolojisini en iyi sekilde taklit ediebilecek olan modeldir. Ek olarak,
model standardizasyonu, siirekliligi, maliyeti, klinik faydalar1 ve genis capta
arastirmacilarin erisimi gibi faktorler, karar asamasini etkileyen faktdrlerdir. insanlarda
T2DM, genler ve ¢evre ile etkilesim sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik oldugundan, DIO
ile birlikte diisiik doz STZ enjeksiyonu uygulamasi (beta hiicre kaybini ve hiperglisemiyi
indiiklemek i¢in) ile olusturulan model, hastaligin gercek siirecini en iyi taklit eden
model gibi goriinmektedir. Diyet indiiklii obez (DIO) deney hayvan modelinde ya
C57BL/6] fareler yada Sprague Dawley (SD) siganlar tercih edilmektedir. Bu denekler
YYY diyeti tiikettiklerinde obez fenotipi gelistirirken, standart yag diyeti (NYY) ise
onlarin normal kalmalarim1 saglar. YYY diyetiyle beslenen deneklerde insiilin
direncliligi, glukoz tolerans bozuklugu, hiperglisemi, dislipidemi ve hipertansiyon
gbzlemlenir. Tiim bunlar zamanla adacik fonksiyon bozukluguna yol agar. Diyet indiiklii
insiilin direngliligi diisiik doz Streptezotosin (STZ) uygulamasiyla birlestirildiginde

insanlarda goriilen T2DM modeline en yakin deney hayvan modeli olusturulmus olur.
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Yapilan ¢alismada, SD sicanlarin 2 ay kadar kisa bir siire dahi YYY ile beslenmeleri
NYY ile beslenen deneklere oranla agirlik kazanci ve yaglanma diizeyi acisindan yeterli
bulundu. Calismanin temel amaci GLP geninin gen nakil vektorlerine aktarilarak
terapotik etkinliginin T2DM deney hayvan modellerinde test edilerek pankreatik beta
hiicreleri iizerindeki etkilerinin incelenmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda, obez diyabetik
SD modeli olusturulduktan sonra yapilan gen nakillerinde LentiLacZ vektoriinden
ziyade LentiGLP-1 enjeksiyonunun diyabetik deneklerin kan sekerini diistirdiigiinii
tespit edildi. Uzun siireli yapilan takiplerde (5 ay) normogliseminin takip siiresi boyunca
devam ettigi gosterildi. Diyabetik deneklerde yapilan insiilin duyarlilik ve glukoz
tolerans testlerinde, GLP-1 gen nakli sonrasinda diyabet gelisimiyle karakterize
parametrelerden, insiilin direncinin kirildig1 ve glukoz toleransinin indiiklendigi tespit
edildi. Takip siiresi sonunda sakrifiye edilen si¢anlarin kan 6rneklerinde yapilan GLP-1
ELISA analizi sonucunda bu gelismelerin, kan serumunda 3 kat artan GLP-1 miktariyla
korale oldugu gozlendi. Ayn1 zamanda intraperitoneal yolla sicanlara enjekte edilen
LentiGLP-1 vektoriiniin abdominal organlardaki doku dagilimlar1 genoma entegre kopya
sayilariyla belirlendi. Bu dokularda yapilan immiinohistokimyasal analizler ile de,
vektorlin entegre oldugu dokularda terapotik gen nakli ile GLP-1 peptidinin eksprese

edilerek kan dolagimina salindig1 dogrulandi.

Tip 2 diyabet hastalarinin %80’inde, metabolik sendromun da belirteclerinden biri
olarak bilinen bir dislipidemik 6zellik olan yiiksek trigliserit seviyeleri gdzlenmektedir.
Bu dogrultuda, deneklerin lipit profilleri degerlendirildiginde terapotik gen nakli yapilan
grupta (GLP-1) obez deneklerin serum trigliserid miktarlarinda da bariz bir diislis
belirlenirken kolesterol seviyelerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi. Kolesterol
acisindan Tip 2 diyabet incelendiginde LDL kolesteroliin kontrol altina alinmasi
gerektigi bilinmektedir. Hastalik seyrinde HDL degeri azalirkken LDL degeri
artmaktadir. Arastirma kapsaminda yapilan analizde kullanilan kit kandaki toplam
kolesterole yonelik oldugundan terapotik grupta bu degerlerde anlamli bir farklilik
saptanmamis olmasi beklenen bir durumdur. GLP-1 gen naklinin kolesterol agisindan

iyilestirici etkisinin ileri biyokimyasal tetkiklerle belirlenmesi gerekmektedir.
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Obez diyabetik hayvanlarda gen nakli sonrasinda yapilan immunohistokimyasal
analizlerde LentiGLP-1 verilmis deneklerde pankreas adacik kitlesinin (instilin pozitif
adacik alani ve insiilin boyama acisindan) LentiLacZ almis gruba oranla bariz 6lcilide
arttig1 saptandi. Tip 2 diyabet, pankreatik beta hiicrelerinin biiylik oranda fonksiyon
kaybini takiben kitle kaybiyla seyreden ve hastaligin ileri asamalarinda hipergliseminin
siddetlendigi bir hastaliktir. Bu acgidan degerlendirildiginde yapilan calismada, beta
hiicre kitlesinin geri kazanimma yonelik bu iyilestirici etkinin GLP-1 gen nakliyle

basarilabildigi gosterildi.

Lentiviral GLP-1 gen nakli ile diyabet bulgularinin iyilestirildigi ve adacik kitlesinin
arttinlldigr gozlenirken yapilan immiinohistokimyasal analizlerde adacik olamayacak
kadar kiigiik insiilin pozitif alanlara rastlanmasi dogrultusunda bu hiicrelerin detayl
analizleri ile beta hiicre geri kazanim mekanizmasini aydinlatmaya yonelik olarak Ki67
proliferasyon belirteci ile yapilan immiinohistokimyasal analizlerde LentiGLP-1
uygulamasi almis sicanlarda belirgin oranda proliferasyon artis1 saptandi. Prolifere olan
hiicrelerin hangi tiir hiicreler oldugunu saptamak iizere yapilan immiinofloresan
analizlerinde, GLP-1 gen nakli yapilan si¢anlarda insiilin ile Ki67 nin kolokalizasyonu
gozlendi. Dolayisiyla GLP-1 gen naklinin pankreasta insiilin {iireten hiicrelerin

proliferasyonunu indiikledigine yonelik bulgular elde edildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Baslangicta pankreasa direkt olarak etkin bir bicimde gen transferi yapilmasi konusunda
karsilasilan teknik zorluklar, GLP-1 aracili in vivo gen transfer ¢aligmalarinin basarisini
oldukea sinirlamistir. Son zamanlarda gen aktarimi i¢in farkli tekniklerden ve ¢esitli gen
transfer vektorlerinden faydalanmaya yonelik kaydedilen yeni gelismeler sayesinde, Tip
2 Diyabet (T2DM) deney hayvan modelinde GLP-1 gen naklinin terapotik etkinliginin

daha efektif degerlendirilmesi saglanmistir.

Sonug olarak, gerceklestirilen calisma ile dogal GLP-1 tasiyan HIV tabanli 3. Nesil
lentiviral vektorlerle diyet indiiklii obez ve diyabetik deney hayvanlarina yapilan
intraperitoneal gen nakli; obezite kaynakli prediyabetik (insiilin direngliligi ve glukoz
tolerans bozuklugu) ve diyabetik bulgular1 (hiperglisemi) diizeltirken, trigliserit
diizeyinde belirgin bir iyilesme sagladi. Gergeklestirilen gen nakliyle, uzun siireli ve
stabil GLP-1 sentezi ve sekresyonu saglanabildi. Lentiviral GLP-1 gen naklinin
diyabetik hayvanlarda terapotik etki gostermesiyle, bu yontemin GLP-1 peptid
inflizyonuna veya peptidin giinliik enjeksiyonuna alternatif bir yontem olabilecegi
gosterildi. Bununla birlikte, lentiviral GLP-1 gen naklinin pankreasta insiilin pozitif
hiicre kitlesini belirgin diizeyde arttirirken, insiilin pozitif hiicrelerin proliferasyonunu da

indiikledigi saptandi.

Tiim bu sonuglar dogrultusunda, diyabetik sican modelinde gerceklestirilen bu basarili
GLP-1 gen tedavisinin sonuglart umut vaat edici olsa da, en etkin GLP-1 gen transfer
teknigi halen gelistirilme asamasindadir. Ayrica elde edilen bu terapdtik bulgularin
klinik ¢aligmalara gecisini hizlandirmak i¢in bu yontemin daha biiyiik diyabetik hayvan
modellerinde (kediler, kopekler, domuzlar ve primatlar) denenmesi gerektiginin altini
cizmek gerekmektedir. GLP-1 gen naklinin pankreasta insiilin iireten hiicrelerin olusma
mekanizmalarina farkli yonleriyle katki sagladigi disiiniildiigiinden, bu baglamda
ozellikle yenidogan diyabetik sican modellerinde yapilacak pankreatik beta hiicre

olusum mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar biiylik 6nem tagimaktadir.
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