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OZET

MYOD TRANSAKTIVATOR BOLGESININ BETA HUCRESI OLUSUMU
UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Pelin UNAL
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
Temmuz 2018; 49 sayfa

Insiilin, pankreastaki beta hiicrelerinden salgilanan ve kanda bulunan glukozun
hiicre igine girmesini saglayan bir hormondur. Insiilinin olmamasindan dolayr meydana
gelen metabolik degisiklikler oksidatif strese neden olur ve diyabet gibi hastaliklar
olusur. Beta hiicresi programlama deneylerinde kullanilan ti¢ ana gen, Pdx1, Ngn3 ve
MafA, beta hiicre fonksiyonunun ve yapisinin kazanilmasi i¢in dnemli transkripsiyon
faktorlerdir. MyoD, iskelet miyogenezinden sorumlu bir transkripsiyon faktoriidiir ve
kas hiicresi olusumuna neden olan gii¢lii bir transaktivator domainine (TAD) sahiptir.
Bu ¢alismada MyoD transaktivatér domaininin beta hiicresi programlanmasi tizerindeki
etkisi aragtirilmigtir. MyoD transaktivator domaini (mz) farkli kombinasyonlarla
Pdx1(P), Ngn3(N) ve MafA(M) genleri ile tek bir promoter altinda 2A peptidi
kullanilarak birlestirilmistir. Birlestirilerek olusturulan (mzN)PM, (Nm3)PM, N(msP)M,
N(Pm3)M ve NPM yapilari adenoviriis araciligiyla AR42J-B13 hiicrelerine transfekte
edilmistir. Biitiin hiicrelerde insiilin hormonu {iretimi gozlenmis fakat N(Pms)M
adenoviriisii hiicrelerde oOliimlere ve hiicre niikleus yapisinin bozulmasina neden
olmustur. NPM yapist hiicrelerin %70’inde insiilin iiretimine neden olurken (m3N)PM
yapisit %86 orani ile en iyi sonucu vermistir. MyoD transaktivator domaininin Ngn3
geninin N-terminaline eklendiginde daha yiiksek oranda bir hiicre programlamasina
neden oldugu tespit edilmistir. Beta hiicresi programlanmasinda Pdx1, Ngn3 ve MafA
genlerine ek olarak MyoD transaktivator domaini kullanilmasi, diisiik verimle
farklilasan hiicre tiplerinin daha fazla oranda programlanmasina olanak saglamistir.

ANAHTAR KELIMELER: Beta Hiicre Programlamasi, Diyabet, Insiilin, MafA,
MyoD, Ngn3, Pdx1, Transaktivator Domain.

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
Prof. Dr. Nedim MUTLU

Dr. Ogr. Uyesi Erdal EROGLU



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF MYOD TRANSACTIVATOR
DOMAIN ON BETA CELL FORMATION

Pelin UNAL
MSc Thesis in The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ersin AKINCI
July 2018; 49 pages

Insulin is a hormone secreted by the beta cells in the pancreas that allows
glucose to enter the cells. Metabolic changes, which are caused by the lack of insulin,
cause oxidative stress and diabetes. The main three genes used in beta cell programming
experiments, Pdx1, Ngn3 and MafA, are important trancription factors for the
acquisition of beta cell function and structure. MyoD is a major trancription factor
responsible for skeletal myogenesis and has a strong transactivator domain that causes
muscle cell formation. In this study, the effect of MyoD transactivator domain on
transdifferentiation was investigated. MyoD transactivator domain (m3) is combined
with Pdx1 (P), Ngn3 (N) and MafA (M) genes in different combinations using 2A
peptide under a single promoter. (msN)PM, (Nm3)PM, N(msP)M, N(Pm3)M and NPM
constructs were transferred to AR42J-B13 cells through adenoviruses. Insulin hormone
production was observed in all cells, though adenovirus N(Pm3)M caused death in cells
and cell structure deterioration. NPM construct stimulated 70% of the cells to produce
insulin, while (mgN)PM construct stimulated 86% of the cells to produce insulin. It was
demonstrated that MyoD transactivator domain causes a higher cell programming rate
when MyoD TAD domain is linked to N-terminus of Ngn3 gene. The use of MyoD
transactivator domain in addition to Pdx1, Ngn3 and MafA genes in beta cell
programming allowed for more programmed cell types to be programmed at low rates.

KEYWORDS: Beta Cell Programming, Diabetes, Insulin, MafA, MyoD, Ngn3, Pdx1,
Transactivator Domain.
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1.GIRIS

Pankreasta birbirinden hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak farkli iki
doku/bélge bulunur. Bunlardan biri olan ekzokrin pankreas, sindirim enzimlerini
salgilayan hiicreleri igerirken; endokrin pankreas ise besin metabolizmasini ve glukoz
homeostazini1 diizenleyen hormonlar1 salgilayan hiicreleri igerir (Pan ve Wright 2011).
Endokrin pankreas bes farkli endokrin hiicre tipinden olusur ve bu hiicreler Langerhans
adacig1 olarak bir arada bulunurlar. Endokrin hiicreleri; glukagon salgilayan alfa
hiicrelerini, somatostatin salgilayan D-hiicrelerini, ghrelin salgilayan epsilon hiicrelerini,
pankreatik polipeptid iireten PP-hiicrelerini ve insiilin salgilayan beta hiicrelerini
tamimlar (Shih 2013). Ozellikle insiilin ve glukagon hormonlarinin énemi fazladir. Bu
iki hormon birlikte karbonhidrat mekanizmasinda gérev alirlar. Insiilin, polipeptid
yapida bir hormon olup hiicre yilizeyinde ilgili reseptoriine baglanarak kanda bulunan
glukozun hiicre igine girmesini saglar. Ayrica yag ve protein metabolizmalari iizerinde
de etkilidir. Insiilin eksikliginden dolayr meydana gelen metabolik degisiklikler
oksidatif strese neden olur ve diyabet olusur (Unal 2012). Pankreasin yapisini bilmek;
diyabet, pankreatit ve pankreatik adenokarsinoma gibi pankreatik hastaliklarin
tedavisinde kok hiicre uygulamalarina, hiicre farklilastirma ve gen terapilerine olanak
saglamaktadir.

Gelisim siirecinde ayn1 genoma sahip olan hiicreler pluripotent durumdan spesifik
genlerin aktivasyonuyla farklilagirlar. Gliniimiizde bu spesifik faktorlerin tanimlanmasi
ile bir hiicre pluripotent hiicre ya da baska bir hiicre tipine déniistiiriilebilir. Ozellikle
yetiskin somatik hiicreleri medikal olarak o6nemli olan kardiyomiyosit, noron,
pankreatik beta gibi hiicre tiplerine doniistiiriilebilir. Yetigkin farklilasmis hiicreler
ayrica kararli yapida olduklar1 i¢in bir daha farklilasmamalar1 beklenir ve
transplantasyon i¢in kullanilabilirler (Zhou ve Melton 2008). Diyabet mellitus (DM),
global bir hastaliktir. Beta hiicre populasyonunun kaybindan dolay: insiilin hormonunun
tiretilememesi ve dolayisiyla kanda ki glukoz miktarinin fazla olmasidir (Bluestone
2010). Bir diyabet hastasinda olusan beta hiicre populasyonu kaybi, hiicre
farklilastirmasi yapilarak yerine konulabilir (Weir 2013).

Pankreas gelisimi boyunca, farkli gelisim evrelerinde, ¢esitli transkripsiyon
faktorleri spesifik olarak eksprese olur. Farelerde yapilan gen inaktivasyon deneyleri
Pdx1 (pancreatic and duodenal homeobox 1) geninin pankreas gelisimi ve beta hiicresi
diizenlenmesinde Onemini gostermistir. Pdx1 geninin yoklugunda pankreas gelisimi
gozlenmemistir (Ahlgren 1998). Buna ek olarak Zhou ve ekibinin yaptiklar
farklilagtirma deneyleri de bu bilgiyi gliglendirmistir. Pankreasta eksprese olan 30 adet
transkripsiyon faktoriiniin pankreas olusumuna etkisini inceleyerek, Pdx1 genine ek
olarak Ngn3 ve MafA genlerinin de beta hiicresi farklilasmasinda ana transkripsiyonel
faktorler oldugunu kesfetmislerdir. Asinar hiicrelerine belirtilen {ic ana faktori
verdiklerinde beta hiicresine farklilasma olmustur (Zhou 2008). Her bir faktor
farklilastirma deneylerinde kullanildiklarinda pankreasin diger endokrin hiicrelerine
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farklilasma gercgeklesmistir. Asinar hiicrelerine NGN3 faktorii verildiginde epsilon-
benzeri hiicreler olusurken, NGN3 ve MAFA faktorleri verildiginde alfa-benzeri
hiicreler olusmustur (Li 2014). Bu nedenle PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyonel
faktorlerinin birlikte kullanilmasi beta hiicresi farklilagmasi i¢in dnemlidir.

Pdx1, biitiin pankreatik hiicre tiplerinin olusmasinda ve beta hiicre adaciginin
aktivitesinin diizenlenmesinde ana transkripsiyonel faktordiir. Ilk olarak gelismekte olan
primordiumdan salgilanir ve organ seklinin olugmasinda kritik rolii vardir (Offield
1996). Pdx1 geninde olusturulan bir nokta mutasyon, genin ifade edilememesine ve bu
durumda pankreas agenezine neden olmustur (Stoffers 1997). Yapilan bu c¢alisma
pankreas olusumunda Pdx1 geninin 6nemini gostermistir. Ngn3 (Neurogenin 3) geni
pankreasta hormon salgilayan endokrin hiicrelerinin 6zellesmesi igin gerekli olan
onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica yetigkin asinar hiicrelerinde de aktif olarak
eksprese edilir (Shamblott 2016). Ngn3, 9.5 embriyonik giiniinde (E9.5) aktif olurken
13.5 embriyonik giiniinde (E13.5) azalmaya baslar ve dogumdan sonra aktivitesine
rastlanmaz (Gradwohl 2000). Farelerde olusturulan Ngn3 delesyonunundan dolay1
hormon salgilayan hiicrelerin olugsmamasi ile endokrin hiicrelerinin gelismesi ig¢in
onemli oldugu dogrulanmistir (Treff 2006).MafA (v-maf musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene family, protein A) geni ise Ngn3 geni gibi embriyonik donemde
aktif degildir. Yetigskin beta hiicresinde eksprese edilen bir insiilin geninin
transkripsiyon faktoriidiir. MAFA transaktivator proteini insiilin promoter bdlgesine
baglanarak kanda bulunan glukoz seviyesine gore insiilin ekspresyonunu kontrol eder.
MafA geninin aktif olmadigr durumlarda diyabet olusumu gozlenmistir (Zhang 2005).
Yapilan ¢aligmalar MafA geninin beta hiicresi olgunlagsmasinda da etkili oldugunu
gostermistir (Nishimura 2014). MafA pankreasta sadece beta hiicresinde aktiftir ve beta
hiicresi belirteci olarak kullanilir. Beta hiicresi olmayan bir hiicrede MafA aktif
edildiginde insiilin tiretiminin tetiklendigi goriilmistir (Matsuoka 2004). Ayrica alfa
hiicrelerinde Pdx1’in asirt ekspresyonu tek basina bir beta hiicresi programlanmasi
gosterememisken, MafA ile beraber beta hiicresi programlamasi gézlenmisir (Matsuoka
2017).
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2. KAYNAK TARAMASI

Beta hiicresi programlama deneylerinde kullanilan Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri,
beta hiicre fonksiyonunun ve yapisinin kazanilmasi i¢in O6nemli transkripsiyon
faktorlerdir. Pdx1, Ngn3 ve MafA (PNM) genleri, yapilan ¢alismalarda tek bir promoter
altinda 2A peptidi kullanilarak birlestirilmistir.

2A peptidleri, 18-22 aminoasit uzunlugunda bulunan kiiciik peptidlerdir. ilk
olarak Pikornaviriis’lerde bulunan ve sonrasinda diger viriis ve parazitlerde de
kesfedilen 2A peptid sekanslarinin karboksil terminallerinde yiiksek korunmus iki
aminoasit vardir. Bu son iki aminoasit olan glisin ve prolin arasinda dogal bir kesim
olur. Ayrica 2A peptidlerinin karboksil terminalleri korunmus olmasina karsin amino
terminalleri farkliliklar gosterir. Amino terminallerinin farkli olmasi tek bir vektorde
farkli 2A peptidlerinin kullanilmasina olanak saglar ve homolog rekombinasyon
ihtimalini azaltir (Donnelly 2001).Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda 2A peptidinin
80S ribozomda translasyon olduktan sonra kesim oldugunu gdstermislerdir. Boylelikle
biitiin Okaryotik sistemlerde bu sistemin calistigini fakat 70S ribozom iceren
prokaryotlarda  g¢alismadigini  belirtmislerdir ~ (Szymczak-Workman  2012).
Translasyondan sonra rekombinat proteinin karboksil terminalinde kalan peptid kismu,
Western Blot yonteminde ve immiinohistokimyasal boyamalarda antikorlarin
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Rekombinat proteinin de boyutunu biyiittigi i¢in
yabanil proteinden ayirmakta miimkiin olmaktadir (Fang 2005). Proteinlerin amino
terminalinde kalan prolin aminoasitinin ise hi¢bir yan etkisinin olmadig belirtilmistir
(de Felipe 2002). 2A peptidleri alindiklar1 viriise gore adlandirilmiglardir. En ¢ok
kullanilan 2A peptidi FMDV (foot-and-mouth disease virus)’den alinan F2A peptididir.
F2A peptidinden ayr1 olarak; ERAV (equine rhinitis A virus)’den alinan E2A, PTV
(porcine teschovirus-1)’den alinan P2A ve TaV (Thosea asigna virus)’den alinan T2A
peptidleri kullanilmaktadir (Kim 2011). Yapilan bir c¢alismada T2A peptidinin
digerlerine oranla kendini kesme verimliliginin daha fazla oldugu gosterilmistir
(Donnelly 2001). Baska bir benzer ¢alismada ise T2A ve E2A peptidlerinin yiiksek
verimlilikte oldugu gozlenmistir (Szymczak 2004).

PNM genleri, polisistronik olarak in vivo ve in vitro ortamlarda farklilagtirma
deneyleri i¢in kullanilmistir. Diyabet olusturularak beta hiicresi kayb1 meydana getirilen
farelerde PNM genlerini tasiyan vektor, beta hiicresi karakteri gosteren ve insiilin iireten
hiicre yapisin1 olusturmustur (Banga 2012). B13 hiicre hatti, in vitro ortamda PNM
kullanilarak ekzokrin formatindan uzaklasarak beta hiicresi gibi insiilin iireten endokrin
bir hiicreye programlanmistir (Akinci 2012). Ayrica PNM adenoviriis olan bir vektor ile
farelere verildiginde asinar hiicrelerinin, 10 giin boyunca beta hiicresi formatini
kaybetmediklerini (Cavelti-Weder 2014) ve 13 ay sonra molekiiler olarak beta hiicresine
benzeyen hiicre toplulugu olusturduklarini gostermislerdir (Li 2014). Fakat yapilan
caligmalarda farklilasan hiicre veriminin az oldugu belirtilmektedir. Hirai ve
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arkadaslarina goére (2010), heterkromatin yapisindan dolayi, disaridan eklenen
transaktivator faktorlerinin hedef DNA sekansina ulasamamalari bunun temel nedenidir.

Transaktivator faktorleri en az iki domain igerirler; DNA’ya baglanma domaini
(DBD) ve transkripsiyonel aktivasyon domaini (TAD). DBD, transaktivator faktoriini
DNA’ya yonlendirir ve spesifik olarak bir diziye baglanir. Dogru diziye baglandiktan
sonra TAD, bir iskelet gorevi gorerek birgok transkripsiyon faktdriin baglanmasini ve
transkripsiyonun baslamasini saglar. Bu nedenle farklilagtirma deneylerinde daha giiglii
bir sekilde transkripsiyon saglayan MYOD, FOXA, VP16 gibi faktorlerin
transkripsiyonel aktivasyon domainleri kullanilmistir (Hirai 2010).

MyoD, iskelet miyogenezinden sorumlu bir ana transaktivator faktoriidiir. Kas
hiicresi olmayan hiicrelerde, kendisini ve hedef genlerini aktive ederek, kas hiicresi
olusumuna neden olan gii¢lii bir TAD domainine sahiptir. MyoD geni, baska bir faktor
eklenmeden, bir epitelyal hiicreyi kas hiicresine doniistiirebilir (Choi 1990). Bu sonuglar
MYOD transaktivator faktoriiniin heterokromatin yapisinda bulunan baskilanmis genleri
giiclii bir sekilde aktive edebildigini gostermistir. Diger transaktivator faktorlerinin
hedef genlerdeki etkisini arttirmak i¢cin MyoD TAD (m3), kullanilacak faktore eklenerek
denemeler yapilmistir. Oct4 ile yapilan programlama deneylerinde MyoD TAD
eklendiginde hedef genler dort kat daha fazla eksprese olmustur (Hirai 2011). Ayrica
indiiklenmis pluripotent kok hiicre (induced pluripotent stem cell, IPSC) teknolojisi igin
kullanilan Yamanaka faktorlerine MyoD TAD eklendiginde olusan IPSC koloni
sayisinda ciddi bir artis gézlenmistir (Katayama 2016).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Materyaller

Bu tez ¢alismasinda kullanilan materyaller ve katalog bilgileri Cizelge.1’de

verilmigtir.

Cizelge.1. Materyallerin Katalog Bilgileri

Agar Bacteriological

Oxoid, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA

Kat.no:LP0011

Sodium Chloride

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Kat.n0:31434

Yeast Extract VWR Life Science AMRESCO, Radnor, | Kat.no:VWRVJ85
Pensilvanya 0-500G

Tryptone VWR Life Science AMRESCO, Radnor, | Kat.no:VWRVJ85
Pensilvanya 9-500G

Ampicillin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri Kat.no:A5354

Kanamycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.no:15160054

GeneJET Plasmid | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.n0o:K0503

Miniprep Kit

GeneJET Gel | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.no:K0691

Extraction Kit

GenelJET PCR | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.no:K0701
Purification Kit
GelStar™ Nucleic | Lonza, Basel Kat.no:50535
Acid Gel Stain

GeneRuler 1 kb DNA
Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:SM0311

Trizma® base

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Kat.no:T1503

EDTA disodium salt
dihydrate

Merck Millipore, Burlington, MA

Kat.n0:108418

Asetik asit

Merck Millipore, Burlington, MA

Kat.no:109088

Fast Digest Sall

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD0644
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Cizelge.1’in devami

Fast Digest Notl

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD0593

Fast Digest BamHI

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD0054

Fast Digest Clal

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD0143

Fast Digest Spel

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD1254

Antarctic Phosphatase

NEB, Ipswich, MA

Kat.no:M0289S

T4 DNA Ligase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:EL0011

CloneJET
Cloning Kit

PCR

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:K1231

Fast Digest Pacl

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:FD2204

DMEM, high glucose

Biological Industries, Beit Haemek, IL

Kat.no:01-055-1A

Antibiotic-
Antimycotic

Biowest, Nuaillé, FR

Kat.no:L.0010-020

Fetal Bovine serum

Biological Industries, Beit Haemek, IL

Kat.no:04-007-1A

L-glutamin Gibco, AU Kat.no:25030-024
AD-293 cell line Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.n0:51-0036

Lipofectamine® 2000 | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.n0:12604-021
Opti-MEM Gibco, AU Kat.n0:31985-062

Anti-Insiilin

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX

Kat.no:2D11H5

Anti-Pdx1 Abcam, Cambridge, UK Kat.no:ab47267
Anti-Ngn3 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX Kat.no:sc37442
Anti-MafA Abcam, Cambridge, UK Kat.no:ab26405
Goat Anti-Rabbit | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.n0:35552

IgG, DyLight 488

Goat Anti-Mouse
IgG, DyLight 488

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.no:35502

AR42J-B13 cell line

AddexBio, San Diego, CA

Kat.no:C0018004
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Cizelge.1’in devami

TrypLE

Gibco, AU

Kat.n0:12604-021

E.coli dam’/dem’
Competent Cells

NEB, Ipswich, MA

Kat.no:C2925H

PENTR-2B Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.no:A10463
One Shot ccdB | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA | Kat.no:A10460
Survival 2 TiR

Competent Cells

Gateway LR Clonase
Il Enzyme mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.n0:11791100

Proteinase K

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.n0:11791100

Tween 20 Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri Kat.no:P9416
Triton X-100 Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri Kat.no:X100
1X PBS Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri Kat.n0:003002

BSA (Albumin)

GenDEPOT, Houston, TX

Kat.no:A0100-010

Formalin Solution

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri

Kat.no:HT501128

Hoechst 33342
Solution (20mM)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA

Kat.n0:62249

3.2. Plazmit DNA’larin Hazirlanmasi

3.2.1. LB-kat1 ve LB-s1v1 besiyerlerinin hazirlanmasi

LB-kat1 besiyeri hazirlamak icin 3.75g agar, 2.5g NaCl, 2.5¢g tripton ve 1.25¢
maya ekstrati bir siseye alinip, son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. LB-
stvi besiyeri hazirlamak i¢in 2.5g NaCl, 2.5¢g tripton ve 1.25g maya ekstrati bir siseye
almip distile su ile son hacim 250mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler
121°C’de 20 dk otoklavlanmistir. Otoklavlandiktan sonra besiyeri 55°C’ye sogudugunda
250uL 100mg/mL Amp antibiyotigi eklenmis Amp’li besiyeri hazirlanmistir. Ayrica
250uL 50mg/mL Kan antibiyotigi eklenmis Kan’li besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan
kat1 ve s1v1 besiyerleri +4°C’ye kaldirilmistir.
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3.2.2. E.coli dam’/dcm” kompetent hiicresi

Escherichia Coli (E.coli) dam’/dcm™ kompetent hiicresi, buz lizerinde eritilerek
iginden 25uL alinarak antibiyotik igermeyen SmL LB-sivi besiyerine eklenmistir. Bir
gece boyunca 37°C’de 225rpm c¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra bakteri siispensiyonundan 500uL alinarak 50mL antibiyotiksiz
LB-s1v1 besiyerine aktarilmistir. 37°C’de 225rpm ¢alkalamali etiivde 2 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Her yarim saatte siispensiyondan 1mL alinarak, spektrofotometrede
600nm absorbasyonda, O.D. dl¢iimi alinmis ve. O.D. degeri 0.4-0.6 deger aralifinda
yakalandiginda buz lizerine alinarak 10 dk bekletilmistir. 5000rpm’de 4 dk boyunca
+4°C’de santrifiij yapilmistir. Siipernatant atilip pelet tizerine 5SmL 0.1M CaCl,
eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Buz {lizerinde 15 dk inkiibasyona birakilmistir.
5000g’de +4°C’de 4 dk boyunca santrifiij yapilarak siipernatant tekrar uzaklastirilmigtir.
Pelet {lizerine 2.5mL %15’lik gliserol i¢inde hazirlanmis 0.1M CaCl, eklenip pipetaj
yapilmigtir. Hazirlanan E.coli dam’/dcm™ kompetent hiicreleri 300uL olacak sekilde
ependorflara boliistiiriilerek -80°C’ye kaldirilmstir.

3.2.3. DNA’nmin kompetent hiicreye transformasyonu

-80°C’den alinan dam’/dcm™ kompetent hiicre buz iizerinde eritilmistir.
Cogaltilacak plazmit DNA, kompetent hiicre {izerlerine eklenmis ve pipetej yapilmstir.
30 dk buz iizerinde bekletilmistir. 42°C sicak su banyosunda 40-50 sn bekletilip hemen
ardindan buz iizerine alinarak 2 dk sogumas1 beklenmistir. Uzerine 250uL SOC besiyeri
eklenip pipetaj yapilmistir. 1 saat boyunca 37°C’de 225rpm ¢alkalamali etiivde
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra, uygun antibiyotikli LB-kat1 besiyeri
ortamina yayma ekimi yapilmistir. 1 gece 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmistir.
Olusan koloniler tek tek secilerek 1 gece boyunca 37°C’de 225rpm calkalamali etiiv
ortaminda SmL LB-s1v1 besiyeri igerisinde ¢cogaltilmistir.

3.2.4. Plazmit izolasyonu

LB-siv1 besiyerinde ¢ogaltilan bakterilerden GeneJET Plasmid Miniprep Kit
kullanilarak plazmit izolasyonu yapilmistir. Bakteri siispensiyonu 4000rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip pelet tizerine 250uL Resuspension Buffer
eklenip pipetaj yapilmistir. Ardindan yeni bir ependorfa aktarilmig ve 250uL Lysis
Buffer eklenip 8 defa alt st edilmistir. 350uL Neutralization Buffer eklenip tekrar 8
defa alt st edilmistir. 12000rpm’de 5 dk santrifiij yapilmistir. Olusan iist faz
filtrelerden 12000rpm’de 1 dk santrifiij yapilarak gegirilmistir. Filtrelere 500uL Wash
Buffer eklenip 12000rpm’de 45 sn santrifiij yapilmistir. Bu islem bir kere daha
tekrarlanmistir. Filtre yeni ependorfa aktarilip en son 50uL Elution Buffer eklenip oda
sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakilmistir. 12000rpm’de 2 dk santrifiij yapilip elde
edilen 50puL plazmit DNA -20°C’ye kaldirilmistir.
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3.2.5. Kesim enzim iiriinlerinin jelden izolasyonu

50X TAE tamponu hazirlamak i¢in 60.5g Tris (Trizma® base), 4.659 EDTA ve
14.3mL asetik asit bir siseye alinip 250mL’ye distile su ile tamamlanmistir. 0.5X TAE
tamponu, 50X TAE tamponundan diliie edilerek kullanilmistir.

8g agaroz 100mL 0.5X TAE tamponuna eklenip ¢ozlindiriilmistiir ve 10uL
GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain eklenerek hazirlanmis ve %0.8’lik agaroz jel
hazirlanmstir.

Kesim enzimleri ile kurulan reaksiyondan elde edilen iiriin, belirte¢ olarak 1 kb
DNA Ladder kullanilarak %0.8’lik agaroz jelde 50V’da 3 saat yiiriitiilmistiir. Glite 900
BW Jel Goriintiileme aleti (Biocenter, Wien, Avusturya) ile mavi 1sik altinda
goriintiileme yapilmistir. Kesim sonrast beklenen bant biiylikliigline gore iiriin jelden
kesilerek ependorfa aktarilmistir. GeneJET Gel Extraction Kit igerisinden, kesilen bant
tizerine, 500uL Binding Solution eklenmistir. 60°C sicak su banyosunda 10 dk
bekletilerek agarin erimesi saglanmigtir. Filtre lizerine aktarilarak 12000rpm’de 1 dk
santriflij yapilmistir. Filtre tizerine 700uL Wash Buffer eklenerek 1 dk 12000rpm’de
santriflij yapilmistir. Yeni bir ependorfa alinan filtreye 50uL Elution Buffer eklenip oda
sicakliginda 2 dk bekletilmistir. 2 dk 12000rpm’de santrifiij yapildiktan sonra 50uL
tirtin -20°C’ye kaldirilmastir.

3.2.6. Kesim enzim iiriinlerinin filtre kullamlarak purifiye edilmesi

Kesim enzimleri kurulan reaksiyondan sonra kesim iriinii GeneJET PCR
Purification Kit kullanilarak purifiye edilmistir. 20uL kesim {iriiniine 20uL Binding
Solution eklenip filtreye aktarilmistir. Filtre oda sicakliginda 2 dk inkiibe edildikten
sonra 12000rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir. Filtrenin iizerine 700pL Wash Buffer
eklenip 30 sn 12000rpm’de santrifiij edilmistir. Yeni bir alt tiipe aktarilan filtreye 50uL
Elution Buffer eklenerek oda sicakliginda 2 dk bekletilmistir. 2 dk 12000rpm’de
santrifiij yapildiktan sonra 50uL iiriin -20°C’ye kaldirilmistir.

3.3. 2A Peptid dizisinin pX1 Plazmitine Aktarilmasi
3.3.1. pX1 plazmitinin Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilmesi

pX1 plazmiti Monica Hollstein’dan hediye alinmistir (Addgene plasmid #
46848). pX1 plazmitinden 1ug alinip bir reaksiyon tiipine aktarilmistir. 1pL Fast
Digest Sall enzimi ve 1pL Fast Digest Notl enzimi eklenmistir. 2uL. 10X Fast Digestion
Buffer eklenip son hacim distile su ile 20uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de
2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim iriinii 20pL iizerine 1pL
Antarctic Phosphatase, 2.5uL 10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenip son hacim
distile su ile 25uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk ardindan 65°C’de 5
dk inkiibe edilmistir. Reaksiyondan sonra iiriin GeneJET PCR Purification Kit filtresi
kullanilarak purifiye edilmistir. 50pL iiriin -20°C’ye kaldirilmustir.
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3.3.2. 2A-Peptid dizisinin Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilmesi

2A peptid gen dizisi pIDTSMART-AMP plazmitine klonlanmis sekilde
IDT(Integrated DNA Technologies) firmasindan satin alinmistir. 2A peptid gen dizisini
tasiyan plazmitten 1ug alinip bir reaksiyon tiiptine aktarilmistir. 1L Fast Digest Sall
enzimi ve 1uL Fast Digest Notl enzimi eklenmistir. 2ul. 10X Fast Digestion Buffer
eklenip son hacim distile su ile 20uL’ye tamamlanmustir. Bu reaksiyon 37°C’de 2 saat,
80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmigtir. Kesim {iriinii %0.8’lik agaroz jelde 50V’da 3
saat yiriitiilmistir. Kesim sonrasi beklenen 215 bp’lik iiriin jelden kesilerek ependorfa
aktarilmigtir. GeneJET Gel Extraction Kit kullanilarak purifiye edilen 50pL iriin -
20°C’ye kaldirilmistr.

3.3.3. pX1 plazmiti ile 2A peptid dizisinin ligasyonu

Sall-Notl kesimi ve purifiye edilen pX1 plazmitinden 4.5uL alinarak bir
reaksiyon tiipline alinmistir. Purifiye edilen 2A peptid dizisinden 4.5uL alinip ayni
reaksiyon tiipiine eklenmistir. 10uL. 2X Reaction Buffer ve 1uL T4 DNA Ligase
(CloneJET PCR Cloning Kit) eklenip son hacim 20uL olan {iriin 15 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon {irliniiniin tamaminin dam’/dcm’ kompetent hiicreye
transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde c¢ogaltilmistir. Cogalan bateri
kolonilerden 5’er adet koloni segilerek pDNA izolasyonlari yapilmigtir. Plazmitler
5’GTAAAACGACGGCCAGT’3 ve 5’CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri ile
sekanslanmuistir.

3.4. MyoD TAD (mg3) Eklenen Pdx1, Ngn3 ve MafA Genlerinin 2A Peptid Dizisi ile
Birlestirilmesi

3.4.1. Kesim enzimleri kullanilarak TF genlerinin plazmitten ¢ikarilmasi

MyoD TAD ile birlestirilen fare Pdx1, Ngn3 ORF’ler (Pdx1-MyoD TAD, MyoD
TAD-Pdx1, Ngn3-MyoD TAD, MyoD TAD-Ngn3) ve Pdx1, Ngn3, MafA ORF’leri
sentezlendirilip pUC57 plazmitine klonlanmis sekilde GenScript firmasindan satin
alinmigtir. Sentezi yaptirilan gen dizilerinden sadece MafA OREF’si dur kodonu
igcermektedir.

Fare Pdx1-MyoD TAD (Pmj3) gen dizisini tagiyan plazmitten SuL (1pg) alinip,
1uL Fast Digest BamHI kesim enzimi, 2ul 10X Fast Digestion Buffer ve 12uL distile
su eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim iiriinii
1044 bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye edilmistir. Fare MyoD TAD-Pdx1 (msP)
gen dizisini tagtyan plazmitten SuL (1pg) alimip, 1uL Fast Digest BamHI kesim enzimi,
2uL 10X Fast Digestion Buffer ve 12uL distile su eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20
dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim iiriinii 1044 bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye
edilmistir. Fare Pdx1 (P) gen dizisini tasiyan plazmitten SpL (1pg) alinp, 1yl Fast
Digest BamHI kesim enzimi, 2ul. 10X Fast Digestion Buffer ve 12uL distile su
eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim tiriinii 858



MATERYAL VE METOT P. UNAL

bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye edilmistir. Fare Ngn3-MyoD TAD (Nms) gen
dizisini tagiyan plazmitten SuL (1pg) alinp 1plL Fast Digest Sall kesim enzimi, 1uL
Fast Digest Bcul kesim enzimi, 2ul. 10X Fast Digestion Buffer ve 11uL distile su
eklenmistir. 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim {iriinii 843
bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye edilmistir. Fare MyoD TAD-Ngn3 (m3N) gen
dizisini tasiyan plazmitten 5uL (1pg) alimip 1pL Fast Digest Sall kesim enzimi, 1uL
Fast Digest Bcul kesim enzimi, 2ul. 10X Fast Digestion Buffer ve 11uL distile su
eklenmistir. 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim iirlinii 843
bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye edilmistir. Fare Ngn3 (N) gen dizisini tasiyan
plazmitten SuL (1pg) alinip, 1L Fast Digest Sall kesim enzimi, 1uL Fast Digest Bcul
(Spel) kesim enzimi, 2uL. 10X Fast Digestion Buffer ve 11uL distile su eklenerek
37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim tirinii 657 bp, jelden
izolasyon yapilarak purifiye edilmistir. Fare MafA (M) gen dizisini tasiyan plazmitten
5uL (1ng) alinip, 1uL Fast Digest Bsul51 (Clal) kesim enzimi, 2ul 10X Fast Digestion
ve 12uL distile su eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir.
Kesim {iriinii 1086 bp, jelden izolasyon yapilarak purifiye edilmistir.

3.4.2. TF genlerinin 2A peptid dizisi ile birlestirilmesi

2A peptid dizisini igeren pX1 plazmitinden Syl (1pg) bir reaksiyon tiipiline
aktarildiktan sonra 1pL Fast Digest BamHI kesim enzimi, 2uL 10X Fast Digestion
Buffer ve 12uL distile su eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona
birakilmistir. Kesim iiriinii 20uL. {lizerine 1uL Antarctic Phosphatase, 2.5uL 10X
Antarctic Phosphatase Buffer eklenip son hacim distile su ile 25uL’ye tamamlanmustir.
Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk, 65°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Olusan iiriin filtre
kullanilarak purifiye edilmistir ve 50uL iiriin -20°C’ye kaldirilmistir.

Filtre kullanilarak izole edilen 2A peptid dizisi kesim {riiniinden 3puL, jelden
izole edilen Pm; kesim iriiniinden 6puL bir reaksiyon tiipiine alinmigtir. 10pL 2X
Reaction Buffer ve 1uL T4 DNA Ligase (CloneJET PCR Cloning Kit) eklenip son
hacim 20uL olan fiiriin 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon
irlinliniin tamami1 dam’/dcm” kompetent hiicreye transformasyon yapilmis ve Amp’li
besiyerinde ¢ogaltilmistir. Cogalan kolonilerden 5’er adet segilerek pDNA izolasyonlari
yapilmistir. Ayni iglemler msP ile 2A peptid dizisi ve ayrica P ile 2A peptid dizisi i¢in
tekrarlanmistir. izole edilen plazmitler 5°’AGTGCCACGAACTTCTCTCTG’3 ve
5’CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri ile sekanslanmistir. Sekanslama sonucuna
gore dogru ligasyon olan drnekler se¢ilmistir.

Birlestirilip izole edilen 2A peptid dizisi ile mgP (2A+m3P) yapisindan SuL
(1pg) bir tiipe alinmis ve tizerine 1uL Fast Digest Sall kesim enzimi, 1uL Fast Digest
Bcul (Spel) kesim enzimi, 2uL 10X Fast Digestion Buffer ve 11luL distile su
eklenmistir. 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim {iriinii
20uL tzerine 1pL Antarctic Phosphatase, 2.5ul. 10X Antarctic Phosphatase Buffer
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eklenip son hacim distile su ile 25uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk,
65°C’de 5 dk inkiibasyona birakilmistir. Olusan trin filtre kullanilarak purifiye
edilmistir ve S50puL iiriin -20°C’ye kaldirilmistir. Bu kesim reaksiyonu 2A+Pm; ve 2A+P
yapilar1 i¢inde ayn1 miktarda kurulmustur.

Sall ve Bcul kesim enzimleri ile kesilen ve purifiye edilen 2A+m3P yapisindan
3uL almarak bir reaksiyon tiipiine eklenmistir. Icerisine kesilip jelden purifiye edilen N
dizisinden 6uL, 10uL 2X Reaction Buffer ve 1uL T4 DNA Ligase (CloneJET PCR
Cloning Kit, Thermo Fisher Scientific) eklenip son hacim 20uL olan iiriin 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon {irliniiniin tamami dam’/dcm’
kompetent hiicreye transformasyon yapilmis ve Amp’li besiyerinde ¢ogaltilmistir. Bu
ligasyon reaksiyonu 2A+Pmj3 ile N yapilart ve 2A+P ile N yapilar1 arasinda da ayni
miktarlar kullanilarak kurulmus ve 5’er adet pDNA izolasyonu yapilmustir. izole edilen
plazmitler 5>’GTAAAACGACGGCCAGT’3 ve 5’CACGGGTCCTTGTAGAGCTG’3
primerleri ile sekanslanmistir ve sekans sonucuna gore dogru olan Ornekler ile
calisilmaya devam edilmistir.

Ligasyonu yapilan Spul (1ug) 2A+msP ve N yapisi (2A+m3P+N), 1ulL Fast
Digest Bsul5l (Clal) kesim enzimi, 2uL. 10X Fast Digestion Buffer ve 12uL distile su
eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim tiriinii 20uL
tizerine 1pL Antarctic Phosphatase, 2.5uL 10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenip
son hacim distile su ile 25uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk, 65°C’de
5 dk inkiibasyona birakilmigtir. Olusan tiriin filtre Kullanilarak purifiye edilmistir ve
S0uL iiriin -20°C’ye kaldirilmstir.

Purifiye edilen kesilmis 2A+m;P+N yapisindan 3pL alimarak 6uL jelden
kesilerek izole edilen M dizisi ile birlestirilmistir. 10uL 2X Reaction Buffer ve 1uL T4
DNA Ligase (CloneJET PCR Cloning Kit) eklenip son hacim 20uL olan iiriin 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon iriiniinin tamami dam’/dcm’
kompetent hiicreye transformasyon yapilmis ve Amp’li besiyerinde g¢ogaltilmistir.
Cogalan kolonilerden 5’er adet segilerek pDNA izolasyonlar1 yapilmistir. Yapilan
ligasyon islemi ayni miktarlarda kullanilan 2A+Pmz+N ile M dizisi arasinda ve
2A+P+N ile M dizisi arasinda da yapilmistir. Kompetent hiicreden izole edilen ligasyon
tirtinleri her birinden 5’er adet olmak tizere pDNA’lar; 2A+m3P+N+M (N-m3P-M),
2A+Pmz+N+M (N-Pm3-M), 2A+P+N+M (N-P-M) -20°C’ye kaldirilmistir. izole edilen
plazmitlerin ~ dogrulanmasi i¢in 5’GGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGC’3 ve
5’CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri kullanilarak sekanslanma yapilmistir.

Sall ve Bcul kesim enzimleri ile kesilen ve purifiye edilen 2A+P yapisindan 3pL
alinarak bir reaksiyon tiipiine eklenmistir. Icerisine kesilip jelden purifiye edilen Nms
dizisinden 6uL, 10uL 2X Reaction Buffer ve 1uL T4 DNA Ligase (CloneJET PCR
Cloning Kit) eklenip son hacim 20uL olan iiriin 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Ligasyon tiriiniiniin tamami dam’/dcm’ kompetent hiicreye transformasyon
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yapilmis ve Amp’li besiyerinde ¢ogaltilmistir. Cogalan kolonilerden 5’er adet segilerek
pDNA izolasyonlar1 yapilmistir. Bu ligasyon reaksiyonu ve pDNA izolasyonu 2A+P ile
msN yapilar1 arasinda da aynm1 miktarlar kullanilarak kurulmustur. Ligasyon iirtinleri
5’GTAAAACGACGGCCAGT’3 ve 5’CACGGGTCCTTGTAGAGCTG’3 primerleri
ile sekanslanmustir.

Ligasyonu yapilan SpL (1pug) 2A+P ve Nms yapisi (2A+P+Nms), 1ulL Fast
Digest Bsul5l (Clal) kesim enzimi, 2uL. 10X Fast Digestion Buffer ve 12uL distile su
eklenerek 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Kesim tiriinii 20uL
tizerine 1uL Antarctic Phosphatase, 2.5uL. 10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenip
son hacim distile su ile 25uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk, 65°C’de
5 dk inkiibasyona birakilmistir. Olusan triin filtre kullanilarak purifiye edilmistir ve
S50pL iiriin -20°C’ye kaldirilmistir.

Purifiye edilen kesilmis 2A+P+Nm; yapisindan 3uL alinarak 6uL jelden
kesilerek izole edilen M dizisi ile birlestirilmistir. 10uL 2X Reaction Buffer ve 1uL T4
DNA Ligase (CloneJET PCR Cloning Kit) eklenip son hacim 20uL olan iiriin 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon iriiniiniin tamami dam’/dcm’
kompetent hiicreye transformasyon yapilmis ve Amp’li besiyerinde cogaltilmistir.
Cogalan bakteri kolonilerinden 5’er adet segilerek pDNA izolasyonlari yapilmistir.
Yapilan ligasyon islemi ayni miktarlarda kullanilan 2A+P+m3N ile M dizisi arasinda da
yapilmistir. Kompetent hiicreden izole edilen ligasyon iiriinleri pDNA’lar, her birinden
5’er adet olmak tlizere, 2A+P+m3N+M (m3N-P-M) ve 2A+P+Nm3+M (Nm3-P-M)
-20°C’ye  kaldmilmustir.  izole  edilen  plazmitlerin ~ dogrulanmasi  igin
5’GGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGC’3  ve 5’CAGGAAACAGCTATGAC’3
primerleri kullanilarak sekanslanma yapilmstir.

3.5. 2A Peptid Dizisi ile Birlestirilen Yapilarin pENTR-2B Plazmitine Aktarilmasi
3.5.1. pENTR-2B plazmitinin ¢ogaltilmasi

PENTR-2B plazmitinden 1pL almarak 50pL One Shot™ ccdB Survival™ 2
T1R kompetent hiicresine transformasyonu yapilmistir. Kan’li besiyerlerine ekim
yapilarak plazmit izolasyonu yapilmistir.

3.5.2. pPENTR-2B plazmitinin Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilmesi

One Shot™ ccdB Survival™ 2 TI1R kompetent hiicrelerinden izole edilen
PENTR-2B plazmitinden 1pg alinip bir reaksiyon tiipiine aktarilmistir. 1uL Fast Digest
Sall enzimi ve 1pL Fast Digest Notl enzimi eklenmistir. 2uL. 10X Fast Digestion Buffer
eklenip son hacim distile su ile 20uL’ye tamamlanmustir. Bu reaksiyon 37°C’de 2 saat,
80°C’de 20 dk inkiibasyona birakilmigtir. Kesim tiriinii 20uL {izerine 1uL Antarctic
Phosphatase, 2.5uL. 10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenip son hacim distile su ile
25uL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 30 dk, 65°C’de 5 dk inkiibasyona
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birakilmustir. Uriiniin tamami1 %0.8’lik agaroz jelde 50V’da 3 saat yiiriitiilmiis ve jelden
izolasyon yapilarak izole edilmistir. S0puL {irtin -20°C’ye kaldirilmistir.

3.5.3. Birlestirilen TF genlerinin Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilmesi

N(m3sP)M (2981 bp), N(Pm3)M (2981 bp), (msN)PM (2981 bp), (Nm3)PM (2981
bp) ve NPM (2795 bp) yapilar1 pX1 plazmitinden Sall ve Notl enzimleri kullanilarak
cikarilmistir. Plazmitten SuLbir tiipe aktarilip {izerine 1uL Fast Digest Sall enzimi ve
1uL Fast Digest Notl enzimi eklenmistir. 2ul. 10X Fast Digestion Buffer eklenip son
hacim distile su ile 20puL’ye tamamlanmistir. Bu reaksiyon 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20
dk inkiibasyona birakilmistir. %0.8’lik agaroz jelde 50V’da 3 saat yiiriitiilen 6rnekler
jelden izolasyon yapilarak izole edilmistir. SOuL tiriinler -20°C’ye kaldirilmstir.

3.5.4. pENTR-2B plazmiti ile yapilarin ligasyonu

Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilip purifiye edilen pENTR-2B plazmitinden
o6uL, N(msP)M yapisindan 4pul, 2ul. 10X T4 DNA Ligase Buffer ve 1uL. T4 DNA
Ligase eklenip son hacim 20uL olan iirin 15 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmigtir. Ligasyon iiriiniiniin tamami dam’/dcm’ kompetent hiicreye transformasyon
yapilmis ve Kan’li besiyerinde ¢ogaltilmistir. Plazmit izolasyonu yapilip olusan 5’er
adet 50uL tiriin -20°C’ye kaldirilmistir.

Yapilan bu ligasyon islemi ayni miktarlar kullanilarak pENTR-2B ile N-Pm3-M
arasinda, pENTR-2B ile (m3N)PM arasinda, pENTR-2B ile (Nm3)PM arasinda, pPENTR-
2B ile NPM arasinda da gergeklestirilmistir. Ligasyon sonrasi olusan her bir yapinin
kontrolii i¢in 5’er adet pDNA sekanslamaya gonderilmistir.  Biitiin plazmitlerin
5’AAGCAGAAGGCCATCCTGACG’3, 5’GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC’3
primerleri ile dizilemesi yapilmistir.

3.6. pPENTR-2B ile pAd/CMV/V5-DEST Plazmitinin Rekombinasyonu ve Pacl
Enzimi ile Linerize Edilmesi

3.6.1. LR Clonase Il enzimi ile rekombinasyon

Sekanslama sonuglarina gore pENTR-2B plazmitine dogru yerlesen yapilar
secilmigtir. pPENTR-2B+NPM (210 ng/uL) 0.5uL, pDEST (150 ng/uL) 1puL, 1X TE
buffer (pH:8.0) 5.5uL ve Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix 3uL bir ependorf
tiipiinde birlestirilerek 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
1uL Proteinaz K eklenip 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Rekombinasyon iiriiniiniin
tamaminin kompetent hiicreye transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde
cogaltilmistir. Iki giin 37 °C etiivde inkiibasyondan sonra agiga ¢ikan biitiin koloniler
Amp’li s1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.

PENTR-2B+(Nm3)PM (155 ng/uL) 1pL, pDEST (150 ng/uL) 1pL, 1X TE
buffer (pH:8.0) SuL ve Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix 3puL bir ependorf
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tiipiinde birlestirilerek 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
1uL Proteinaz K eklenip 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Rekombinasyon iirliniiniin
tamami1 kompetent hiicreye transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde
cogaltilmustir. Iki giin 37 °C etiivde inkiibasyondan sonra aciga ¢ikan biitiin koloniler
Amp’li s1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.

PENTR-2B+(m3N)PM (235 ng/uL) 0.5uL, pDEST (150 ng/uL) 1uL, 1X TE
buffer (pH:8.0) 5.5uL ve Gateway™ LR Clonase™ |l Enzyme mix 3uL bir ependorf
tiipiinde birlestirilerek 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra
1 pL Proteinaz K eklenip 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Rekombinasyon iiriiniiniin
tamami kompetent hiicreye transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde
cogaltilmistir. Iki giin 37 °C etiivde inkiibasyondan sonra agiga ¢ikan biitiin koloniler
Amp’li s1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.

PENTR-2B+N(Pm3)M (340 ng/uL) 0.5uL, pDEST (150 ng/uL) 1uL, 1X TE
buffer (pH:8.0) 5.5uL ve Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix 3uL bir ependorf
tiipiinde birlestirilerek 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
luL. Proteinaz K eklenip 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Rekombinasyon {iriiniiniin
tamami kompetent hiicreye transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde
cogaltilmustir. 1ki giin 37 °C etiivde inkiibasyondan sonra agiga ¢ikan biitiin koloniler
Amp’li s1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.

PENTR-2B+N(mzP)M (149 ng/uL) 1uL, pDEST (150 ng/uL) 1uL, 1X TE
buffer (pH:8.0) 5 uL ve Gateway™ LR Clonase™ II Enzyme mix 3uL bir ependorf
tiipiinde birlestirilerek 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
1uL Proteinaz K eklenip 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Rekombinasyon {irlinliniin
tamami kompetent hiicreye transformasyonu yapilmis ve Amp’li besiyerinde
cogaltilmustir. Iki giin 37 °C etiivde inkiibasyondan sonra agiga ¢ikan biitiin koloniler
Amp’li s1v1 besiyerinde ¢ogaltilmis ve plazmit izolasyonlar1 yapilmistir.

pDEST plazmiti ile birlestirilerek izole edilen yapilarin kontrolii i¢in 4 farklh
primer kullanilarak dizileme yapilmistir; 5’TAATACGACTCACTATAGGG’3,
5’ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT’3, 5S’GACTTTGACCGTTTACGTGGAGAC’3,
5’CCTTAAGCCACGCCCACACATTTC’3.

3.6.2. Pacl enzimi ile rekombinasyon iiriinlerinin linerizasyonu

Dizileme sonuglarina gore dogru rekombinasyon olan plazmitler secilmistir.
pDEST+NPM (171 ng/ puL) 29uL, Pacl 1uL, 10X FD Buffer 3.5uL ve dH,O 1.5uL bir
ependorf tiipiinde birlestirilmistir. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat ve 80°C’de 20 dk
inkiibe edilmistir. 35pL kesim iriini GeneJET PCR Purification Kit kullanilarak
purifiye edilmistir. Purifikasyon tirtinii 29ng/uL olarak dl¢tilmiistiir.

pDEST+(Nm3)PM (202 ng/ uL) 97ul, Pacl 4ulL, 10X FD Buffer 3.5uL ve
dH,0 7uL bir ependorf tiiplinde birlestirilmistir. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat ve
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80°C’de 20 dk inkiibe edilmistir. 120puL kesim iriini iizerine 2pl. Antarctic
Phosphatase, 13uL 10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenmis, bu reaksiyon 37°C’de
30 dk ardindan 65°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 135uL tiriin GeneJET PCR Purification
Kit kullanilarak purifiye edilmistir. Purifikasyon iirtinii 121ng/uL olarak Sl¢iilmiistiir.

pDEST+(m3N)PM (140 ng/ uL) 95uL, Pacl 3uL, 10X FD Buffer 11pL ve dH,0
1uL bir ependorf tiiplinde birlestirilmistir. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat ve 80°C’de
20 dk inkiibe edilmistir. 110uL kesim {irlinii tizerine 2uLL Antarctic Phosphatase, 13uL
10X Antarctic Phosphatase Buffer ve 5uLL dH,O eklenmis, bu reaksiyon 37°C’de 30 dk
ardindan 65°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 130uL iriin GeneJET PCR Purification Kit
kullanilarak purifiye edilmistir. Purifikasyon tiriinii 120ng/uL olarak 6l¢tilmistiir.

pDEST+N(Pm3)M (137 ng/ uL) 95uL, Pacl 3uL, 10X FD Buffer 11uL ve dH,0
1uL bir ependorf tiipiinde birlestirilmistir. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat ve 80°C’de
20 dk inkiibe edilmistir. 110uL kesim tiriinii tizerine 2ul. Antarctic Phosphatase, 13uL
10X Antarctic Phosphatase Buffer ve 5uL dH,0 eklenmis, bu reaksiyon 37°C’de 30 dk
ardindan 65°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 130uL trtin GeneJET PCR Purification Kit
kullanilarak purifiye edilmistir. Purifikasyon {irtinii 84ng/uL olarak dl¢tilmiistiir.

pDEST+N(m3P)M (137 ng/ uL) 97uL, Pacl 2uL, 10X FD Buffer 9uL ve dH,0
6uL bir ependorf tiipiinde birlestirilmistir. Kesim reaksiyonu 37°C’de 2 saat ve 80°C’de
20 dk inkiibe edilmistir. 90uL kesim iriinii tizerine 2ul. Antarctic Phosphatase, 10uL
10X Antarctic Phosphatase Buffer eklenmis, bu reaksiyon 37°C’de 30 dk ardindan
65°C’de 5 dk inkiibe edilmistir. 102pL {iriin GeneJET PCR Purification Kit kullanilarak
purifiye edilmistir. Purifikasyon tiriinii 91ng/pL olarak dl¢iilmiistiir.

3.7. Adenoviriis pDNA’larinin AD-293 Hiicrelerine Transfekﬂsiyonu,
Adenoviriislerin Hiicrelerden Purifikasyonu ve Titrelerinin Olgiilmesi

3.7.1. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi

Hiicre kiiltiir ortami1; 1X DMEM (high glucose), %10 FBS, 1X Anti-Anti, 1X
NEAA, 1X L-glutamin konsantrasyonlarinda hazirlanmistir. AD-293 hiicreleri sivi1 azot
tankindan ¢ikarilarak 37°C sicak su banyosunda igerisinde kii¢iik buz tanesi kalana
kadar ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicre kiiltiir ortamu 1sitilarak ¢ozdiiriilen 1mL hiicre iizerine
eklenerek 15mL’ye tamamlanmistir. 300rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilip hiicre peleti iizerine 12mL hiicre kiiltlir ortamu1 eklenip 75cm?lik flaska
ekim yapilmistir.

Hiicreler %90 yogunluga ulastiktan sonra tripsin (TripLe®) enzimi ile pasajlama
yapilmistir. Pasajlama islemi i¢in once kiiltiir {izerindeki ortam uzaklastirilip ardindan
PBS ile bir defa yikama yapilmistir. 3mL tripsin eklenip 37°C’de 5 dk inkiibasyona
birakilmistir. Hiicreler tripsin ile beraber bir falkona alinmis ve hiicre kiiltiir ortamu ile
15mL’ye tamamlanmistir. 300rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilip hiicre peleti {lizerine yeterli miktarda hiicre kiiltiir ortam1 eklenip hiicre
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saymmi yapilmigtir. Hiicre sayimindan sonra 6-kuyucuklu plakanmn bir kuyucuguna
3x10° hiicre ekimi yapilmustir.

3.7.2. Adenoviriis pDNA’larin transfeksiyonu

6-kuyucuklu plakanin  kuyucuguna ekilen 3x10° AD-293 hiicresine
Lipofectamine® 2000 araciligiyla adenoviriis DNA’lar1 transfekte edilmistir.

Purifiye edilip konsantrasyonlar1 Ol¢iilen DNA’lardan birinden 2pg alinarak
Opti-MEM ile 250uL’ye tamamlanmis ve pipetaj yapilmistir. 5 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Ayr1 bir ependorfta SuL. Lipofectamine® 2000 ve 245uL
Opti-MEM birlestirilip pipetaj yapilmis ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Iki ayr1 mix birlestirilerek 20 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra AD-293 hiicrelerinin kiiltiir ortamlarina eklenmistir. Bu islem
diger 4 purifiye edilmis adenoviriis pDNA’lar1 i¢in de yapilmistir. Transfeksiyondan 24
saat sonra hiicre kiiltiir ortam1 degisimi yapilmigtir. Transfeksiyondan 48 saat sonra
hiicrelerin tamamu tripsin enzimi ile 75cm®lik flaska gegirilmistir. Bu islemden sonra
hiicrelerde sitotoksik etki goriilene kadar hiicre kiiltiir ortami degistirilmistir. Sitotoksik
etkinin hiicrelerin %90°ninda gozlenmesi ile hiicreler kiiltiir ortamiyla beraber bir
falkona alinmistir. Falkona alinan hiicreler, 2 defa sivi azotta dondurulup 37°C sicak su
banyosunda eritilmistir. +4°C’de 3000rpm’de 15 dk santrifiij yapildiktan sonra
stipernatant -80°C’ye kaldirilmistir. Viral stok olusturulmustur.

3.7.3. Adenoviriis pDNA’larin ¢ogaltilmasi ve adenoviriis purifikasyonu

4 adet 75cm? flaska ekimi yapilmis ve %85-90 yogunluga ulasan AD-293
hiicrelerine viral stoktan 4 farkli konsantrasyon eklenip 48’inci saatinde %85-90
sitotoksik etki gosteren uygun konsantrasyon belirlenmistir.

Ad- (m3N)PM igin en uygun konsantrasyon 25uL, Ad- N(Pm3)M i¢in 50uL, Ad-
(Nm3)PM igin 50pL, Ad- N(m3P)M i¢in 10uL ve Ad- NPM igin 10puL olmustur.

Bir adenoviriisii ¢ogaltmak igin, 4 adet 75cm? flaska ekimi yapilmis ve %85-90
yogunluga ulagan AD-293 hiicrelerine viral stoktan uygun konsantrasyon eklenmistir.
Hiicre kiiltiir ortami degistirilmeden 48’inci saatinde hiicreler kiiltliir ortamlar1 ile
birlikte falkonlara alinmistir. 3 defa sivi azot ve sicak su banyosu kullanilarak dondur-
¢ozdiir yontemi ile hiicrelerin parcalanmasi saglanmistir. 3000rpm’de 10 dk santrifiij
yapilarak elde edilen siipernatantlardan, ViraBind™ Adenovirus Purification Kit (Cell
Biolabs, Inc.) kullanilarak adenoviriis purifikasyonu yapilmistir. Siipernatant 0.45um
steril filtre kullanilarak hiicre debrilerinden arindirilmistir. Elde edilen siipernatant
onceden SmL 1X Wash buffer ile yikanmais filtreden basing uygulamadan gegirilmistir.
Filtreye 2 defa 10mL 1X Wash buffer eklenip basing uygulamadan yikama yapilmistir.
2mL 1X Elution buffer eklenip adenoviriis filtreden eliiye edilmistir. Eliisyon iiriiniine
200uL gliserol eklenip 10pnL olacak sekilde -80°C’ye kaldirilmustir.
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3.7.4. Adenoviriislerin titrelerinin belirlenmesi

AD-293 hiicre hattindan 2.2x10° hiicre, 24 kuyucuklu plakanin 6 kuyucugunun
her birine ekilmistir. Ekim yapildiktan 3 saat sonra 5 adet kuyucuga purifiye edilen
adenoviristen 10'2, 10 10'4, 10'5, 10 diliisyon oranlarinda hiicre kiiltiir ortamlarina
eklenmistir.

Adenoviriis transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicre kiiltiir ortami1 uzaklastirilip
PBS ile bir kez yikanip 5 dk kurumaya birakilmistir. 1mL soguk %100 metanol
eklendikten sonra -20°C’de 15 dk bekletilmistir. Metanol uzaklastirilip 2 defa 750uL
%1 BSA iceren 1X PBS ile yikama yapilmistir. %1 BSA iceren 1X PBS i¢inde 1:500
oraninda diliiee edilen Mouse anti-hexon antikorundan her bir kuyucuga 250uL eklenip
1 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 2 defa 750uL %1 BSA igeren 1X
PBS ile yikama yapilmistir. %1 BSA igeren 1X PBS icinde 1:1000 oraninda diliie
edilen HRP-conjugated Goat anti-mouse antikorundan kuyucuga 250uL eklenip 1 saat
37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 2 defa 750uL %1 BSA igeren 1X PBS ile
yikama yapilmistir. 10X DAB substratindan Peroxide buffer kullanilarak 1X DAB
hazirlanip oda sicakligina getirilmistir. 250uL 1X DAB substratindan eklenip 15-20 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. PBS eklendikten sonra saymaya uygun en
iyi konsantrasyon belirlenmistir. Koyu kahverengi renge donen hiicreler 20X objektifte
10 alan segilerek sayilmis ve boyanan hiicrelerin ortalamasi alinmistir.

Boyanan hiicrelerin ortalamas X 314 alan
IFU(Infectionous units) = — - (3.1)
0.05 mlL ¥ Saymm yapilan diliisyon miktar:

Ad-(Nm3)PM i¢in boyanan hiicrelerin ortalamasi 68.8 ve titresi 4.32x10° IFU/mL
Ad-(m3N)PM icin boyanan hiicrelerin ortalamast 71.1 ve titresi 4.46x10° IFU/mL
Ad-N(Pm3)M igin boyanan hiicrelerin ortalamasi 114 ve titresi 7.16x10° IFU/mL
Ad-N(m3P)M i¢in boyanan hiicrelerin ortalamasi 70.7 ve titresi 4.44x10™ IFU/mL

Ad- NPM i¢in boyanan hiicrelerin ortalamasi 42.8 ve titresi 2.68x10° IFU/mL
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3.8. PDX1, NGN3 ve MAFA Proteinlerinin Immiinoboyama ile Tespiti

Her bir adenoviriis i¢in 3 farkli antikor boyamasi yapmak ic¢in 15 adet 6
kuyucuklu plakanm her bir kuyucuguna AD-293 hiicre hattindan 9x10* adet hiicre
ekimi yapilmistir. Adenovirisler 5, 25, 100, 200 ve 300 MOI degerlerinde hesaplanip
hiicre kiiltlir ortamlarina eklenmistir.

Hicre Sayist x MOI (Multiplicity of infection)

Virtiis miktan (mlL) = (3.2)

Viris Titresi
Viriis eklendikten 24 saat sonra hiicre kiiltiir ortamindan adenovirisler
uzaklastirllmistir. 72’inci saatinde hiicreler antikorlar ile immiinoboyama yapilmaistir.

3.8.1. Anti-Pdx1, Anti-Ngn3 ve Anti-MafA antikorlari ile immiinoboyama

Hiicre kiiltiir ortami1 uzaklastirilip hiicreler 1X PBS ile 3 defa yikanmistir. 0.5mL
Formalin eklenip 20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. 1X PBS ile 2 defa
5’er dk inkiibasyonla hiicreler yikanmistir. PBS-TritonX (%0.2°1ik) 0.5mL ile 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra PBS-Tween (%0.1°lik) ile
3 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmistir. PBS-Tween (%0.1) ile %5’lik ve
%]1°lik BSA ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yikamadan sonra PBS-Tween-BSA (%5) 0.5mL
eklenip 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Cozelti uzaklastirilip 150pL
PBS-Tween-BSA (%1) ile 1:2000 oraninda diliie edilen Anti-Pdx1 antikoru, 1:100
oraninda diliie edilen Anti-Ngn3 antikoru ve 1:100 oraninda Anti-MafA antikoru
kuyucuklara eklenmistir. +4°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. 1° antikorlar
uzaklastirtlip PBS-Tween ile 3 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmistir. Anti-
Pdx1 antikoru ve Anti-MafA antikoru eklenen kuyucuklara 150uL. PBS-Tween-BSA
(%1) ile 1:400 oraninda diliie edilen Goat anti-rabbit 2° antikoru eklenmistir. Anti-Ngn3
antikoru eklenen kuyucuklara ise 150uL PBS-Tween-BSA (%1) ile 1:400 oraninda
diliie edilen Goat anti-mouse 2° antikoru eklenmistir. 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan 2° antikorlar uzaklastiritlip PBS-Tween ile 3 defa
5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmigtir. 150uL. PBS-Tween-BSA (%1) ile 1:400
oraninda diliie edilen Hoechst boyasi kuyucuklara eklenmistir ve 20 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. 1X PBS ile 2 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilip goriintiilleme
yapilmustir. 20X objektifte boyanan hiicrelerin ¢ekimi yapilmustir.

3.9. Adenoviriislerin Uygun MOD’larinin Belirlenmesi

Sican asinar hiicre hatti olan AR42J-B13 hiicreleri, hiicre kiiltiir ortaminda
¢ogaltilmustir. 24 kuyucuklu plakanin her kuyucuguna AR42J-B13 hiicre hattindan 10°
adet hiicre ekimi yapilmistir. Adenoviriislerin her biri 35 MOI’den 165 MOI’ya kadar
farkli MOI degerlerinde miktarlar1 hesaplanip gece boyu 37°C’de bekletilen hiicrelerin
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kiltiir ortamlarina eklenmistir. Adenoviriisler eklendikten 24 saat sonra hiicre kiiltiir
ortamindan uzaklastirilmistir ve 72’inci saatinde hiicreler immiinoboyama yapilmuistir.

3.9.1. Anti-Insiilin antikoru ile immiinoboyama

Hiicre kiiltiir ortam1 uzaklastirilip hiicreler 1X PBS ile 3 defa yitkanmstir. 0.5mL
Formalin eklenip 20 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. 1X PBS ile 2 defa
5’er dk inkiibasyonla hiicreler yikanmistir. PBS-TritonX (%0.2°1ik) 0.5mL ile 15 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra PBS-Tween (%0.1°1ik) ile
3 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmistir. PBS-Tween (%0.1) ile %5°lik ve
%1°lik BSA ¢ozeltisi hazirlanmistir. Yikamadan sonra PBS-Tween-BSA (%5) 0.5mL
eklenip 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Cozelti uzaklastirilip 150puL
PBS-Tween-BSA (%1) ile 1:300 oraninda diliie edilen Anti-Insiilin antikoru
kuyucuklara eklenmistir. +4°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. 1° antikoru
uzaklastirilip PBS-Tween ile 3 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmistir. 150puL
PBS-Tween-BSA (%]1) ile 1:400 oraninda diliie edilen Goat anti-mouse 1gG antikoru
kuyucuklara eklenmistir. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
PBS-Tween ile 3 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama yapilmistir. 150uL. PBS-Tween-
BSA (%]1) ile 1:400 oraninda diliie edilen Hoechst boyasi1 kuyucuklara eklenmistir ve
20 dk oda sicakliginda bekletilmistir. 1X PBS ile 2 defa 5’er dk inkiibasyonlarla yikama
yapilip goriintiileme yapilmistir. Anti-Insiilin ile boyanan hiicreler 20X objektifte 10
farkli alan ¢ekimi yapilarak insiilin  pozitif hiicre sayimi  yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

200 MOI adenoviriis verilen AR42J-B13 hiicrelerinin Anti-Pdx1, Anti-Ngn3,
Anti-MafA antikorlar1 ile boyanmasi biitiin yapilarin %90-95 oraninda eksprese
oldugunu gostermistir. MyoD TAD eklenen ve eklenmeyen biitiin yapilarda Pdx1, Ngn3
ve MafA ifadesi gergeklesmis ve ekzogenik proteinlerin ¢ekirdege lokalize oldugu
gosterilmistir (Sekil 1).

Sekil.1A. Ad-NPM viriisiiniin sirasiyla Anti-Pdx1, Anti-Ngn3, Anti-MafA
(yesil) ve DAPI (mavi) immiinoboyama sonuglari. Cetvel 100pm’dir.
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Sekil.1B. Ad-(m3N)PM viriisiiniin sirastyla Anti-Pdx1, Anti-Ngn3, Anti-MafA
(yesil) ve DAPI (mavi) immiinoboyama sonuglari. Cetvel 100um’dir.
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Sekil.1C. Ad-(Nm3)PM viriisiiniin sirastyla Anti-Pdx1, Anti-Ngn3, Anti-MafA
(yesil) ve DAPI (mavi) immiinoboyama sonuglari. Cetvel 100um’dir.
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Sekil.1D. Ad-N(Pm3)M viriisiiniin sirastyla Anti-Pdx1, Anti-Ngn3, Anti-MafA
(yesil) ve DAPI (mavi) immiinoboyama sonuglari. Cetvel 100pum’dir.
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Sekil.1E. Ad-N(m3P)M viriisiiniin sirastyla Anti-Pdx1, Anti-Ngn3, Anti-MafA
(yesil) ve DAPI (mavi) immiinoboyama sonuglari. Cetvel 100pum’dir.
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Insiilin pozitif hiicre sayisnin DAPI pozitif hiicre sayis1 oranma goére olusturulan
grafikte Ad-NPM igin en uygun MOI’mn %70 insiilin {iretme oraniyla 85 MOI oldugu
gosterilmistir (Sekil 2A).

Ad-NPM

100

80

Instilin pozitif hiicre/DAPI pozitif hiicre yiizdesi

m 35 MOl m 45 MOl m 55 MOI m 65 MOl m 75 MOl m 85 MOI 95 MOI
Sekil.2A. Farkli MOT’larda Ad-NPM viriislerinin AR42J-B13 hiicrelerinde Insiilin
tiretme yiizdeleri

Ad-(m3N)PM igin Anti-Insiilin ve DAPI boyamalarinin sayilmasi sonucu ise en
uygun %86 insiilin iiretme orani ile 65 MOI’dir (Sekil 2B).

Ad-(ms;N)PM

100

80

60

40

20

Insiilin pozitif hiicre/DAPI pozitif hiicre yiizdesi

35 MOI 45 MO 55 MOI 65 MOl 75 MOI 85 MOI 95 MOI 105 MOl

Sekil.2B. Farkli MOI’larda Ad-(m3N)PM viriislerinin AR42J-B13 hiicrelerinde
instilin tiretme ylizdeleri
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Ad-(Nm3)PM icin Anti-Insiilin ve DAPI boyamalarinin sayilmasi sonucu ise en
uygun %79 insiilin iiretme yiizdesi ile 125 MOI’d1r (Sekil 2C).

Ad-(Nm)PM

100

Insiilin pozitif hiicre/DAPI pozitif hiicre yiizdesi

M 75 moi M 85 moi M 95 moi M 105 moi m 115 moi M 125 moi W 135 moi

Sekil.2C. Farkli MOI’larda Ad-(Nm3)PM viriislerinin AR42J-B13 hiicrelerinde
instilin tiretme ylizdeleri

Ad-N(mzP)M icin Anti-Insiilin ve DAPI boyamalarinin sayilmasi sonucu ise en
uygun %55 insiilin tiretme yiizdesi ile 165 MOI’dir (Sekil 2D).

Ad-N(m;P)M

100

80

Insiilin pozitif hiicre/DAPI pozitif hilcre yiizdesi

M 115 moi W 125 moi m 135 moi M 145 moi M 155 moi m 165 moi

Sekil.2D. Farkli MOI’larda Ad-N(m3P)M viriislerinin AR42J-B13 hiicrelerinde
insiilin tiretme ytizdeleri
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Ad-N(Pm3)M viriisii hiicre kiiltiirine eklendigi zaman hiicrelerin apoptoza
girdikleri gdzlenmistir. immiinoboyama y&ntemi ile hiicrelerin niikleuslar: boyanmus ve
40X objektifte ¢ekimleri yapilmigtir (Sekil.3). N(Pm3)M yapist niikleuslarin
bozulmasma ve hiicrelerin G6liimiine neden oldugu gozlenmistir. NPM ve N(msP)M
yapilar1 normal hiicre morfolojisini degistirmemislerdir. Fakat MyoD TAD (mj3)’iin
Ngn3 genine rekombine edilen (mzN)PM ve (Nmg)PM yapilar1 hiicrelerin hem
niikleuslarinin hem de sitoplazmalarinin kiigiilmesine neden olmuslardir.

Ad-(Nms3)PM

Ad-(msN)PM Ad-N(msP)M

Ad-N(Pms)M

Sekil.3. Adenoviriislerin  AR42J-B13 hiicrelerinin niikleuslar1 {izerindeki
etkileri. Cetvel 100pum’dir.
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Ad-(m3N)PM, Ad-NPM, Ad-(Nm3)PM ve Ad-N(m3P)M viriislerinin en iyi
insiilin tiretme ylizdesi veren MOI’larda transfekte edildigi AR42J-B13 hiicrelerinin
Anti-insiilin (yesil) ve DAPI (mavi) antikorlar1 ile immiinoboyama sonucu Sekil.4’de
gosterilmistir. DAPI ve Anti-Insiilin boyamalar1 birlestirilerek insiilinin sitoplazmada
bulundugu gdsterilmistir. Insiilin hormonunun (M3N)PM yapisini tasiyan hiicrelerde
daha yiiksek verimde tiretildigi diger hiicrelerle karsilastirildiginda gézlenmistir.

R4

Ad-(Nms)PM

Sekil.4. Ad-(m3N)PM, Ad-NPM, Ad-(Nm3)PM ve Ad-N(mzP)M viriislerinin
AR42]-B13 hiicrelerinde Anti-Insiilin (yesil) ve DAPI (mavi) antikorlar1 ile
immiinoboyama sonucu. Cetvel 100pm’dir.
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5. SONUCLAR

Olusturulan adenoviriisler hiicre igine etkili bir sekilde girebilmistir ve her bir
transkripsiyon faktoriiniin niikleusta oldugu gosterilmistir. Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri
ile yapilan Onceki ¢alismalarda arastirmacilar hiicrelerin diisiik verimde beta hiicresine
programlandiklarini belirtmislerdir. Bunun nedeninin bu {i¢ ana genin farkli plazmitlerle
verilmesi oldugu diistiniilmiistiir. 2A peptidi kullanilarak Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri
tek bir plazmitte birlestirilmistir. Birlestirilen genler farkli hiicre tiplerine transfekte
edildiklerinde en iyi farklilagma orani asinar hiicrelerinde gozlenmistir. Fakat bu beta
hiicresine farklilagma orani nicel ve nitel olarak diisiik verimde gergeklesmistir. Bunun
nedeni farklilagmis bir hiicrede kromozom yapisinin heterokromatin olmasindan
kaynakli olabilir. Digaridan eklenen transaktivasyon faktorlerinin hedef DNA sekansina
ulasamamalar1 etkili bir sekilde beta hiicresi programlanmasini engel olabilir. Bu
yiizden daha giiclii olan MyoD transkripsiyon faktorii se¢ilmistir. MyoD geni tek basina
bir hiicreye transfekte edildiginde kas hiicresi programlanmasina neden olmaktadir.
DNAya giiglii bir sekilde baglanip heterokromatin yapisinin agilmasini saglamaktadir.

MyoD transkripsiyon faktoriiniin transaktivasyon domaini belirlenerek fare Pdx1
ve Ngn3 genlerinin her iki terminaline de eklenmistir. Fare MafA genine eklenememesi,
MafA geninin fazla oranda sitozin niikleotidi tekrarlar1 igermesinden kaynaklanmustir.
MafA geni 1053 bp olup sitozin niikleotidi tekrarlarindan dolayr PCR yontemi ile
kopyalanamamistir. Birlestirilen 3 gen ve MyoD TAD adenoviriis genomuna
aktarilmistir. Adenoviriis olarak ¢ogaltilan yapilar sigan asinar hiicre hatt1 olan AR42J-
B13 hiicrelerine transfekte edilerek karsilagtirmalart yapilmistir. Fare PNM genleri ile
sican PNM genleri (Pdx1-%90, Ngn3-%91, MafA-%97) yiiksek oranda benzerlik
gostermektedir. Onceki calismalarda sican AR42J-B13 hiicre hattinin yiiksek verimde
beta hiicresine farklilastig1 gosterilmistir. Bu yilizden bu hiicre hatt1 se¢ilmistir.

Adenoviriisler hiicrelere verildikten 3 giin sonra fikslenerek immiinoboyama
yontemi ile insiilin proteinin iretilip iiretilmedigi kontrol edilmis ve karsilastirma
yapmak igin insiilin iireten hiicreler sayimstir. Ozellikle Ad-N(Pm3)M viriisii
hiicrelerin kiiltiir ortamlarina aktarildiklar1 zaman hiicrelerde strese neden olmustur.
Hiicre kiiltiir ortamina eklendikten itibaren niikleus yapilarinin bozulamaya basladig1 ve
3’lincii giinlin sonunda da bozulmanin devam ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle Ad-
N(Pm3)M viriisii eklenen hiicre kiiltiirlerinde insiilin proteini i¢in antikorla boyandiktan
sonra sayim ve istatiksel hesaplama yapilamamistir. Ad-N(msP)M viriisii ise %55
oraninda insiilin iiretimine neden oldugu gozlenmistr. Pdx1 ORF’sinin N ve C
terminaline MyoD TAD eklenmesi beta hiicresi farklilasmasi {izerinde negatif etki
yaratmistir.
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Rekombinant Pdx1 proteini hiicrelerde toksik etki yaratmis olabilir. MyoD TAD,
PDX1 proteinin yanlis katlanmasina ve protein fonksiyonunun bozulmasina neden
olmus olabilir. Yanlis katlanan protein niikleusta birikerek hiicrenin niikleus yapisin
etkilemis olabilir.

Ad-NPM igin farkli MOI’larda sayim yapildiginda en iyi insiilin tiretiminin %70
oldugu tespit edilmistir. Ad-(Nm3)PM igin en iyi insiilin oranm1 %79 iken Ad-(msN)PM
icin ise en iyi insiilin orant %86 bulunmustur. MyoD transaktivasyon domaininin etkisi
ile insiilin tUretimi artmistir. Ayrica (Nmg)PM ve (m3N)PM yapilart hiicrelerin
boyutlarmin kii¢lilmesine neden olmuslardir. Beta hiicrelerinin niikleus ve sitoplazma
boyutlart diger hiicrelere oranla kiigiiktiir. Bu sonuglar MyoD TAD’in hiicrelerin beta
hiicre karakteri kazanmasinda daha etkili olabilecegini gostermistir.

Yapilan tez galigmasinda nicel olarak beta hiicresi farklilagmasi gosterilmistir.
Bu calismaya ek olarak hiicrelerin beta hiicresi karakterini ne kadar siirdiirdiikleri tespit
edilmelidir. Ortamda bulunan glukoz miktarina gore insiilin iiretimini kontrol edip
etmedigine bakilmalidir. Programlanan hiicrelerin in vivo ortamda timér olusturma
kapasitesi ve beta hiicresi varligini siirdiirebilirligi tespit edilmelidir. Her bir yapinin
adenovirlis araciligiyla deney hayvanlarina transfekte edilerek in vivo ortamda
karsilagtirilmalart yapilmalidir.
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