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OZET

PANKREATIK BETA HUCRESI GENLERININ SENTETIK
mRNA’LARININ POLISiISTRONIK OLARAK DiZAYNIL, in vitro SENTEZIi VE
KARAKTERIZASYONU

Fatma AKCAKALE
Yiiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
2. Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
Temmuz 2021; 74 sayfa

Hiicrelere DNA veya RNA’y1 etkili ve giivenilir bir sekilde in vitro ve in vivo
kosullarda aktarmak i¢in transfer yontemleri gerekmektedir. Gen aktarim yontemleri
genel olarak viral vektorler ve viral vektor kullanilmayan yontemler olmak {izere iki
gruba ayrilmaktadir. Viral vektorlerde, hiicrelere genetik materyal aktarmak igin
viriislerin dogal bulasiciligindan yararlanilmaktadir. Viral vektorlerin dezavantajlari
immiinojenite ve aktarilan genetik materyalin genoma rastgele yerlesmesidir. Viral
vektor kullanilmayan yontemler genetik materyali hedef hiicrelere aktarmak igin fiziksel
yontemlerden veya kimyasal bilesiklerden yararlanmaktadir. Kimyasal yontemler
genellikle viral vektorlerden daha az immiinojenik olmakla birlikte daha giivenlidir.
Viral vektor kullanilmayan yontemlerde in vitro transkripsiyon ile olusturulan mRNA,
ticari olarak temin edilebilen kitlerle kolayca elde edilebildiginden, terapdtik gen
iletiminde plazmit DNA yerine kullanmak i¢in etkili bir yontemdir. Cesitli mRNA
modifikasyonlar1 ve aktarim yontemleri birlestirilerek, mRNA gen terapisinin etkinligi
biiylik olgiide gelistirilmistir. Monosistronik mRNA kullanilarak yapilan beta hiicre
farklilagsmasi i¢in ti¢ ana transkripsiyon faktoriiniin (PDX1, NGN3 ve MAFA) hiicre
icinde eksprese olmasi gerekmektedir. Monosistronik olarak sentezlenen her bir genin
mRNA’larinin ayni hiicre hatlarina transfeksiyonu sonucu yapilan ¢alismalarda hiicre
farklilasmasi diisiikk verimlilikle sonu¢lanmistir. Bu ¢aligmada sentetik polisistronik
MRNA teknolojisi kullanilarak transfeksiyon ve programlama veriminin yiikseltilmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyon
faktorlerine ait mRNA’larin polisistronik olarak tasarlanmasi, in vitro sentezi ve
AR42J-B13 nhiicreleri ile karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Yapilan ¢alismalar
sonucunda sentetik polisistronik MRNA dizayni ve in vitro sentezi basarili bir sekilde
gerceklestirilerek ekzogenik Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin aktivasyonu basarili bir
sekilde gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Beta hiicre programlamasi, Diyabet, Insiilin, MafA, Ngn3,
Pdx1, Polisistronik mRNA
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ABSTRACT

POLISTRONIC DESIGN, IN VITRO SYNTHESIS AND
CHARACTERIZATION OF SYNTHETIC mRNAs OF PANCREATIC BETA
CELL GENES

Fatma AKCAKALE
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Fatih Cengiz
2nd Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ersin AKINCI
July 2021; 74 pages

Effective and reliable methods are required to transfer genetic materials in vitro
and in vivo such as DNA and RNA into to cells. Gene transfer methods generally are
divided into two groups: viral and non-viral methods. In viral methods, the natural
contagion of viruses is used to transfer genetic material to cells. The biggest limitations
of viral methods are their potential immunogenicity and random insertion into the
genome. Non-viral methods includes the use of physical or chemical compounds to
transfer genetic material into the target cells. Chemical methods are generally less
immunogenic and relatively safer than viral vectors. mRNA generated by in vitro
transcription in non-viral methods is an effective method for using plasmid DNA
instead in therapeutic gene transmission, as it can be easily obtained with commercially
available kits. By combining various mRNA modifications and transfer methods, the
effectiveness of mRNA gene therapy has been greatly improved. For beta-cell
differentiation, three major transcription factors (PDX1, NGN3 and MAFA) has to be
expressed within the cell. In previous studies where these transcription factors were
transfected monocistronically, reprogramming resulted in low efficiency. In this study,
it was aimed to increase the reprogramming efficiency by using polycistronic mMRNA
technology. The aim of this thesis study is to design mMRNAs of PDX1, NGN3 and
MAFA transcription factors as polycistronic, in vitro synthesis and characterization by
AR42J-B13 cells. As a result of the studies, synthetic polycistronic mMRNA design and
in vitro synthesis were successfully performed and the activation of endogenic Pdx1,
Ngn3 and MafA genes were successfully demonstrated.

KEYWORDS: Beta-cell programming, diabetes, insulin, MafA, Ngn3, Pdx1,
Polycistronic mMRNA
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ONSOZ
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bagarili bir bilim insan1 olma yolunda giiglii adimlar atmami saglayan, bilgi ve
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hocam Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
danisman hocam Dog. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ’e de cok tesekkiir ederim. Ayni
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SIMGELER VE KISALTMALAR
Simgeler
uL  : mikrolitre
um  :mikrometre

bp : baz ¢ifti

Da  :dalton

G : gravity
kb : kilobaz
M : molar
mg  :miligram

mL  : mililitre

mM  : milimolar
ng : nanogram
nm . nanometre

rom : dakikadaki devir sayisi
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Kisaltmalar

AAV : Adenoviriis iliskili viriis

Ad : Adenoviriis

BSA : Sigir Serum Albumin

dH>O : Distile Su

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
dsDNA: Cift zincirli DNA

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit
ER  : Endoplazmik retikulum

FBS : Fetal Bovin Serum

HEK : Human embriyonik kidney
IPSC : Indiiklenmis Pluripotent K6k Hiicre
ITR :Inverted Terminal Repeat

LPS : Lipopolisakkarit

miRNA: Mikro RNA

MOI : Multiplicity of infection
mRNA: Mesajc1t RNA

O.D. :Optik Yogunluk

ORF : Open Reading Frame

PBS : Phosphate Buffered Saline
pDNA : Plazmit DNA

pmRNA: Polisistronik mMRNA

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA : Ribo Niikleik Asit

smRNA: Sentetik mMRNA
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GIRIS F. AKCAKALE

1. GIRIS

DNA veya RNA’y1 etkin ve giivenli bir sekilde konakg1 hiicrelere in vitro ve in
vivo kosullarda aktarabilmek igin iletim sistemleri gerekmektedir. Gen transferini kabul
edilebilir giivenlik ve verimlilikle optimize etmek i¢in bir¢cok arastirma yapilmis ve
biyolojik, kimyasal veya fiziksel prensipler kullanilarak farkli stratejiler gelistirilmistir
(Alsaggar ve Liu 2015). Gen aktarim yontemleri genel olarak viral vektorler ve viral
vektor kullanilmayan yontemler olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.1).

Viral Vektorler Viral Vektor Kullanilmayan Yontemler
% Q1% F )"
A ‘_ & AR
(s o -ﬂ Wk,
L S “" -fx ‘:‘i‘g&t [
o 411\' n s
Retroviniis Lenthlrus Adenoviriis Rel;orl;ltlzzant
Programlama \\ /'//
Fibroblast Kan Hiicresi
Keratinosit Bagusak Epitel Hiicresi

Melanosit & Adipoz Kok Hiicresi

Sekil 1.1. Gen aktarim yontemleri (Can 2014)

1.1. Gen Aktarnminda Kullamilan Viral Vektorler

Viral vektorlerde, hiicrelere genetik materyal aktarmak igin virlslerin dogal
bulasiciligindan yararlanilmaktadir. Yeniden programlama caligsmalarinda hiicrelere
spesifik transkripsiyon faktorlerini aktarmak igin viral vektorler kullanilmaktadir.
Retroviriisler ve adenoviriisler klinik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan viral vektorlerdir
(Edelstein vd. 2007). Viral vektorlerin en Onemli dezavantaji immiinojenite ve
aktarilmak istenilen genetik materyalin genoma rastgele yerlesmesidir. Genoma rastgele
yerlesmesi onkogenler gibi dogal susturulmus genlerin aktivasyonunu saglayabilmekte
ve tiimorojenik transformasyona neden olabilmektedir (Kay vd. 2001; Hacein-Bey-
Abina vd. 2003; Cavazzana-Calvo vd. 2010). Benzer sekilde, entegre olmadigi
diistiniilen adenoviral vektorler, diisiik bir ihtimalde olsa viral DNA’y1 konak¢i
genomuna entegre etme egilimindedir (Stephen vd. 2008; Stephen vd. 2010). Bu
nedenle, genoma entegrasyondan bagimsiz bir yeniden programlama yoéntemi, nihai
klinik uygulamalar igin tiiretilmis hiicrelerin  gilivenligini O6nemli  Olgiide
artirabilmektedir. Gen aktariminda kullanilan baslica viral vektorler; retroviriis,
lentiviriis ve adenoviriistiir (Warnock vd. 2011).



GIRIS F. AKCAKALE

1.1.1. Retroviriis

Retroviral kapsid, viral genomu igeren zarfli bir protein yapidir (Osten vd.
2007). Kapsidi c¢evreleyen zarf yapisi, aslinda konakg¢i hiicreden kaynaklanan ve hem
virlis tarafindan kodlanmis yiizey glikoproteinlerini hem de transmembran
glikoproteinlerini igeren bir lipit ¢ift tabakadir (Zhang ve Godbey 2006) (Sekil 1.2).

Glikoprotein 120

: “
< t/ Glikoprotein 41

Ters transkriptaz
Viral RNA

Sekil 1.2. Retroviriisiin fiziksel yapis1 (Warnock vd. 2011)

Basit retroviriis smifi, tic ana kodlama boliimii ve bir kii¢iik kodlama domaini
igcermektedir. Ana segmentler; viral entegrasyon, replikasyon ve kapsiillemede 6nemli
proteinleri kodlayan genler gag, pol ve env genleridir (Osten vd. 2007). Kiigiik kodlama
domaini, viral proteazi kodlayan pro geni igermektedir (Zhang ve Godbey 2006).
Kodlama boliimlerinin ve bunlarin protein iriinlerinin agiklamalart Cizelge 1.1°de
gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Retroviral genlerin islevleri (Warnock vd. 2011)

Protein Fonksiyon
gag Viral ¢ekirdegi kodlar
pol Ters transkriptaz ve integrazi kodlar
env Viral zarf proteinlerinin yiizey ve transmembran bilesenlerini
kodlar

Pro (kiiciik kodlama proteini) Viral proteazi kodlar
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Retroviral vektorlerin replikasyonu dogal siirecine gore farkli gerceklesmektedir.
Bunun i¢in, genomun tiim trans-etkili unsurlar1 (gag, pol ve env genleri) ¢ikarilmakta ve
sadece baglanma bolgeleri, uzun terminal tekrari, paketleme sinyalleri ve viral gen
ekspresyonu i¢in Onemli olan bolgeler kalmaktadir. Gag, pol ve env genlerinin
cikarilmasi, ilgilenilen genin viral genoma yerlestirilmesi i¢cin alan saglamaktadir
(Buchschacher 2001; Buchschacher Jr 2004). Giivenligi artirmak i¢in gag ve pol genleri
bir plazmitte bulunurken env geni digerinde bulunmaktadir. Vektor geni, ligiincii bir
plazmit (boliinmiis genom paketleme plazmiti) i¢inde yer almaktadir (Hu ve Pathak
2000). Retrovirisler, tek zincirli RNA genomlarinin transkripsiyonunu tersine ¢evirme
yetenekleriyle bilinmektedirler. Boylece konakg1 hiicreleri enfekte ettikten sonra replike
olmak icin dsDNA olusturmaktadirlar. Bu viriisler genellikle basit (onkojenik
retroviriisler)  veya  karmasik  (lentiviriisler  ve  spumavirilisler)  olarak
siniflandirilmaktadir. Onkojenik retroviriisler, boliinmeyen hiicreleri enfekte edemezler.
Yalnizca boliinebilen hiicrelere gen aktariminda kullanilabilmektedirler. Bu 6zellik
kanser tedavi ¢aligmalarinda bir avantajdir. Ayrica doku miihendisligi ¢aligmalarinda
Ozellikle kemik onarimiyla ilgili olanlar i¢in son derece yararli kabul edilmektedir
(Warnock vd. 2011).

Gen aktariminda kullanilmak istenen retroviriislerin iiretimi icin yiiksek
giivenlikli laboratuvarlar gerekmektedir. Bu da yontemi maliyetli yapmaktadir. Bir
diger dezavantaj1 ise retroviriislerin konak¢i genoma entegre olmalaridir. Retroviriisler
boliinebilen hiicrelere gen aktarimi yapabildiginden gen aktarim c¢alismalarinda
dezavantaj olusturmaktadir. Bu dezavantajlara ragmen retroviriislerle yapilan gen
aktarim ¢aligmalar basariyla sonuglanmaktadir (Sarmasik vd. 2001; Ekici vd. 2006).

1.1.2. Lentiviriis

Retroviriis ailesinin bir alt kategorisi olan lentiviriisler, viral genomun
detaylarina gore kompleks retroviriisler olarak bilinmektedir. Lentiviral kapsid, basit
retrovirtslerinkiyle aynidir. Lentiviral genomda, diger retroviriisler gibi, 7-12 kb
uzunlugunda tek zincirli bir RNA bulunmaktadir. Bununla birlikte genom, basit
retroviriislerle ayni genleri icerirken, viral replikasyon, baglanma, enfeksiyon ve salimim
icin onemli proteinleri kodlayan diger alt1 geni (iki diizenleyici gen ve dort yardimei
gen) icermektedir (Warnock vd. 2011). En yaygin lentiviral vektor, insan immiin
yetmezlik viriisii tip 1 (HIV-1)’den yapilmaktadir. Bu vektorlerde, basit viriiste bulunan
orijinal genler, ilave yardimci genlerin dordii ve diizenleyici genlerden biri, yabanci
genlerin eklenmesi i¢in alan yaratmak tizere silinmektedir (Naldini vd. 1996; Dull vd.
1998). Basit retroviriislerin aksine, lentiviral vektorler genellikle insan embriyonik
bobrek hiicre tiirevlerinin transfeksiyonu ile tiretilmektedir. Lentiviral vektorler, diger
basit retroviral vektorlere gore bircok avantaja sahiptir. Bunlardan en Onemlisi
boliinemeyen hiicrelere gen aktariminda kullanilabilmeleridir. Dezavantajlarindan biri
de genoma entegre olmalaridir (Warnock vd. 2006).

Lentiviral vektorler, yiiksek doku spesifik transgen ekspresyonu ile transgenik
hayvanlar olusturmak igin fare ve sigan embriyolarini enfekte edebilmektedir (Lois vd.
2002). Bu vektorler ayrica yabanci genomik materyal i¢in nispeten biiyiik bir tagima
kapasitesine (9 kb) sahip olduklarindan (Osten vd. 2007), diger transgenik hayvan
tirlerini de {iretmek igin kullanilabilecekleri Onerilmektedir. Lentiviral vektorler,
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geleneksel olarak sinir ve kalp sistemleri gibi boliinmeyen konakg¢i hiicrelerle ilgili
calismalarda kullanilmistir (Warnock vd. 2006).

1.1.3. Adenoviriis

Adenoviriis ilk olarak insan adipoz dokusunda kesfedilmistir (Rowe vd. 1953).
Bu viriis insanlar1 enfekte eden alt1 tiirde (A—F) siniflandirilmigtir (Warnock vd. 2011).
Arastirmacilar, bilinen gesitli adenoviriislerden yola ¢ikarak, C tiiriiniin adenoviriis-2 ve
adenoviriis-5 viriislerinin, gen terapisinde kullanilmak iizere viral vektorler olusturmak
i¢in en etkili oldugu sonucuna varmislardir (Kovesdi vd. 1997). Su anda en ¢ok calisilan
vektor formlarindan biri olan adenoviriis vektorleri, diinya ¢apinda klinik deneylerde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Adenoviriis kapsidi, ¢ift zincirli DNA genomunu
igeren ve ¢ekirdegi gevreleyen zarfsiz bir protein kabugudur (Sekil 1.3) (Warnock vd.
2011).

Fiber topuz Penton

Fiber uzantilar

Sekil 1.3. Adenoviriis kapsidi (Warnock vd. 2011)

Viral genom, erken bolge ve ge¢ bolge olarak adlandirilan iki ana transkripsiyon
bolgesini igermektedir (Seth 1999). Genomun erken bolgesinde dort Onemli
transkripsiyon birimi bulunmaktadir (E1, E2, E3 ve E4). C tiiriiniin adoneviriis-2 ve
adenoviriis-5 viriislerine dayanan bu vektorlerde, yabanci DNA i¢in daha fazla genomik
alan olusturmak amaciyla genomun E1 bolgesi silinmistir (Berkner 1988; Kovesdi vd.
1997). E3 bolgesi ayrica viral DNA’nin kiiltiirde kopyalanmasi igin silinebilmektedir.
Bu climinasyonlar, vektore yaklasik 7.5 kb DNA’nin eklenmesine izin vermektedir.
Gen terapisinde kullanilan baska bir vektor formu ise ITR’ler (Inverted Terminal
Repeat) ve paketleme sinyalleri disinda tiim adenoviral DNA’nin kesip ¢ikarildig
"gutted" vektor olarak bilinmektedir. Bu vektorler, viral vektor i¢inde 36 kb’ye kadar
yabanci DNA barindirilmasina izin vermektedir (Warnock vd. 2011). Sekil 1.4’te
adenoviral vektorlerin enfeksiyon mekanizmasi gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Adenoviral vektorlerin enfeksiyon mekanizmasi (Warnock vd. 2011)

Cekirdek

Adenoviral vektorlerin bazi avantajlart ve dezavantajlari Cizelge 1.2°de
listelenmistir.

Cizelge 1.2. Adenoviral vektorlerin bazi avantajlar1 ve dezavantajlart (Warnock vd.
2011)

Avantajlar Dezavantajlar

Bolinen ve Dbolinmeyen hiicreleri enfekte | Genoma entegre olmadigi igin gegici ekspresyona

edebilmektedir. sebep olur ve gen aktarimi uzun siire devam
etmez.
Rekombinant vektor stabildir. Yiiksek vektor dozajlarindan humoral ve hiicresel

bagisiklik tepkisine neden olmaktadir.

Biiyiik tasima kapasitesine sahiptir.

Daha az onkojeniktir

Yiiksek miktarda verimlilikle tiretilebilmektedir.

Alict hiicre genomuna entegre olmaz.
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Adenoviriis vektorii en yaygin olarak kanser tedavisi ¢alismalariyla iligkilidir.
Yapilan bir caligmada, bu vektorler ile tiimor baskilayict genler olan p53 ve pl6°y1
basariyla aktararak timor biliylimesi saglamistir. p53 geninin aktarilmasindan sorumlu
adenoviriis vektori, gen tedavisi igin onaylanan ilk vektordiir (Roth 2006). Adenoviriis
vektorleriyle yapilan diger popiiler arastirmalar, kok hiicre farklilagmasi (Okuda vd.
2004), AIDS (Shiver vd. 2002), kardiyovaskiiler hastaliklar (Suckau vd. 2009) ve
akciger tiiberkiilozu (Happel vd. 2005; Mata-Espinosa vd. 2008) c¢aligmalarini
igermektedir. Son zamanlarda yapilan gen terapisi ¢alismalarinda kullanilan bir diger
viral vektor ise adeno-iligkili viriis (AAV: adeno-associated viriis) vektoriidiir (Biining
vd. 2004). Bu viriisiin her serotipi, konak¢1 6zgiilligii saglayan karakteristik kapside
sahiptir. Bu da cesitli doku tiplerini hedeflemek i¢in kullanilmasina izin vermektedir.
Boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmektedirler (Kotin vd. 1991; McCarty vd. 2003;
Ding vd. 2005). AAV’lerden vektor olusturma siireci, Rep ve Cap proteinlerini
kodlayan genlerin silinmesiyle baslamaktadir. Bu silme, yabanc1t DNA i¢in yaklasik 5
kb paketleme alan1 saglamaktadir. Yeni DNA, yalnizca ITR leri igeren "gutted" viriise
eklenmektedir. ITR’ler, yardimci bir viriis varliginda replikasyon ve paketleme igin
gerekli tim cis-etkili 6geleri icermektedir. Rep ve Cap proteinleri ve gerekli tim
adenoviral yardimci genler, bir veya iki plazmit ilizerinde ifade edilmektedir. Bir
plazmitten adenoviriis genlerinin ekspresyonu, yabanil tip adenoviriis ile ortak
enfeksiyon ihtiyacim1 ortadan kaldirmaktadir. AAV vektorlerinin iiretimi HEK293
hiicrelerinde modifiye AAV ve bir veya iki yardimci plazmit (Matsushita vd. 1998;
Russell ve Kay 1999; Gongalves 2005) ile transfeksiyonunu gerektirmektedir.

AAV, doku mihendisligi calismalarinda en yaygin olarak kullanilan viral
vektordiir. Bu vektorlerin ticari olarak onaylanmasi ve tedavi igin hazir olmasinda bazi
engellerin agilmasi1 gerekmektedir. AAV’nin avantajlar; patojenik olmamasi, genis
konak o6zgiinliigli, boliinen ve boéliinmeyen hiicrelere gen aktariminin miimkiin olmasi
ve in vivo olarak yillar boyunca yiiksek seviyelerde gen ekspresyonunu korumasidir.
AAV’nin dezavantajlari; aktarilacak yabanci gen miktar: kiigiik boyutlarla sinirli olmasi
ve gen ifade siirecinin yavas olmasidir (Warnock vd. 2011).

1.2. Gen Aktariminda Viral Vektor Kullanilmayan Yontemler

Viral olmayan yontemler genetik materyali hedef hiicrelere aktarmak igin
fiziksel yontemlerden veya kimyasal bilesiklerden yararlanmaktadir. Kimyasal
yontemler, DNA’y1 niikleaz aktivitesinden korumak i¢in formiillestirilebilir ve
hiicrelerin endositoz, fagositoz ve pinositoz gibi fonksiyonlarini tetikleyerek gen
transferini kolaylastirmay1 amaglamaktadir. Kimyasal yontemler genellikle viral
vektorlerden daha az immiinojenik ve daha giivenlidir. Daha disiik transfeksiyon
verimliligine ragmen, gen terapisi ¢alismalarinda giderek daha fazla kullanilmaktadir
(Gao X. vd. 2007; Al-Dosari ve Gao 2009). Bu yontemler ayn1 zamanda hedefleme
Ozgiilliiglinii arttirmak i¢in modifikasyonlara uygundur. Ancak tasima verimliligini
artirmak i¢in daha fazla optimizasyon gerekmektedir (Alsaggar ve Liu 2015). Lipid ve
polimer bazli sistemler en kapsamli sekilde ¢alisilan ve gelistirilen kimyasal vektor
tirleridir. Lipozomlar, miseller, emiilsiyonlar ve diger organize lipid yapilar1 gibi in
vitro ve in vivo gen transferi icin vektorler olarak birgok farkli lipidik sistem
gelistirilmistir. Ik calismalarda nétr ve anyonik lipozomlar kullanilmistir. Plazmit
DNA, vezikiillerin igine kapsiillenerek lipozomlarin yapilar1 degismeden kalmaktadir.
Katyonik lipozomlar, yiik etkilesimi yoluyla DNA ile etkilesime girmekte ve kompleks
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olusumu sirasinda kapsamli bir lipid yeniden diizenlenmesi ger¢eklesmektedir (Li S. ve
Ma 2001). Bugiine kadar ¢ok sayida katyonik lipid sentezlenmis ve transfeksiyon
verimliligi ve toksisite agisindan test edilmistir (Li S. ve Huang 2000). Gen iletimi igin
katyonik lipozomlarin kullanilmasmnin birgok avantaji vardir. Ilk olarak, DNA’nin
keseciklerin i¢inde tutulmasini gerektiren ndtr veya anyonik lipozomlarin aksine,
katyonik lipozomlar, yiik etkilesimi yoluyla negatif yiikli DNA molekiilleri ile
kompleksler olusturmaktadir (Sekil 1.5). Teorik olarak, DNA {izerinde kesin bir boyut
sinirlamas1  yoktur ve DNA’nin neredeyse %100’4 kompleks formda geri
kazanilabilmektedir. ikinci olarak, lipozom/DNA kompleksleri, normal komplekslerin
negatif yiiklii hiicre zar1 ile verimli etkilesime izin vermekte ve biraz fazla pozitif yiike
sahip olacagi sekilde hazirlanmaktadir. Lipid bilesimine bagli olarak kompleksler,
endositozu takiben DNA’nin sitozole salinmasini kolaylastiracak bir endozom bozma
mekanizmasina sahip olabilir. Son olarak, katyonik lipozomlarin DNA ile
komplekslesmesi, DNA i¢in fiziksel kuvvetlere ve enzimatik sindirime kars1 bir miktar
koruma saglayabilmektedir (Li S. ve Ma 2001).
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Sekil 1.5. Katyonik lipit polimerleri ile baglanan niikleik asitleri hiicre i¢ine tasiyan
vezikiiller (Anonymous 1)

Vektor bazli sistemlerin yam sira, gen aktarimindaki fiziksel ydntemler,
DNA’nin hiicrelere aktarilmasi i¢in 6zel bir tasiyiciya olan ihtiyaci ortadan kaldirmasi
acisindan benzersizdir. Fiziksel yontemlerde, “ciplak” DNA molekiillerinin gecebilmesi
icin plazma =zarinda gecici gozenekler olusturmak amaciyla fiziksel giicler
kullanilmaktadir. Kullanilan kuvvetler arasinda elektrik akimi (elektroporasyon),
ultrasonik dalgalar (ultrasonikasyon), hidrodinamik basing gibi uygulamalar
bulunmaktadir (Villemejane ve Mir 2009).

Elektrik alan1 DNA’y1 hiicrelere aktarmak igin kullanilan yaygin bir fiziksel
yontemdir. Elektroporasyon veya elektro gecirgenlestirme olarak adlandirilan bu teknik,
hiicre zarim1 gecici ve lokalize olarak kararsizlasmasina neden olabilen yliksek
yogunluklu elektrik darbelerine maruz birakmaktadir. Bu uygulama sirasinda hiicre zari,
ortamda bulunan DNA gibi eksojen molekiiller i¢in oldukga gegirgen bir hale
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gelmektedir (Sekil 1.6) (Mehier-Humbert ve Guy 2005). Gegirgenlik mekanizmasinin
zarlarda olusturulan gegici gézenekler oldugu ve DNA, proteinler ve hatta ilaglar gibi
iyonik ve/veya iyonik olmayan makromolekiillerin ge¢mesine izin verdigi ortaya
cikmistir (Chang ve Reese 1990). Daha da onemlisi, bu gozenekler membran yapisi
veya hiicre canliligi lizerinde 6nemli bir etki olmaksizin birkag saniye ila birka¢ dakika
iginde yeniden kapanmaktadir (Weaver 1995). In vitro elektroporasyon, hiicre ve DNA
slispansiyonuna sahip ve bir gii¢ kaynagina bagli 6zel bir kiivette uygulanirken, in vivo
elektroporasyon sistemi hedef dokuya yerlestirilen ve onu gevreleyen elektrotlar
igcermektedir (Gehl 2003). Hiicrelere, DNA’nin girmesine izin veren bir elektrik akimi
uygulanmaktadir. Transfeksiyon verimliligi, tekrarlanabilirlik, akimin uygulanma
stiresi, elektrik akiminin uygulanma siklig1 ve elektrik alanin yogunlugu gibi prosediir
parametrelerinin siki bir sekilde ayarlanmasiyla kontrol edilmektedir. Gen transfer
verimliligi, farkli hiicre tipleri ve deneysel kosullara gore dnemli 6l¢iide degismektedir
(Alsaggar ve Liu 2015).
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Sekil 1.6. Elektroporasyon (A) Hedef hiicreler bir gii¢ kaynagina bagli iki elektrot
arasinda yer almasi (B) Yiiksek yogunluklu elektrik akimi hiicre zarinin gegici olarak
kararsizlasmasi ve oldukga gegirgen bir hale gelen zardan DNA molekiillerinin hiicre
icine girmesi

Sonoporasyon, ultrasonik dalgalar uygulamasiyla hiicre gegirgenligini
artirmakta ve makromolekiillerin (DNA, protein) hiicre igerisine girmesini
saglamaktadir (Sekil 1.7). Ultrason, ¢ok cesitli frekanslar1 ve dalga formlarim
kapsamaktadir (Mehier-Humbert ve Guy 2005). Elektroporasyon gibi, sonoporasyonun
da hiicre zarindaki kiiciik gozeneklerin gegici olusumunu indiikledigi ve genetik
materyalin hiicrelere dogrudan transferine izin verdigi diisiiniilmektedir (Endoh vd.
2002; Taniyama, Tachibana, Hiraoka, Aoki, vd. 2002) ve birka¢ hiicre tipi
sonoporasyon ile in vitro kosullarda basariyla transfekte edilmistir (Unger vd. 2001).
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Sonoporasyon, solid tiimorler (Miller ve Song 2003), kas (Taniyama, Tachibana,
Hiraoka, Aoki, vd. 2002; Lu vd. 2003) ve damar sistemleri (Taniyama, Tachibana,
Hiraoka, Namba, vd. 2002; Huber vd. 2003) dahil olmak iizere farkli dokularda genis
Olctide uygulanmastir.
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Sekil 1.7. Sonoporasyon

Fiziksel gen transferi yontemleri, diger yontemlere kiyasla giivenligi, basitligi ve
Oonemli olan prosediir parametrelerinin spesifik terapotik ihtiyaglara gére manipiile etme
yetenegi nedeniyle biyomedikal aragtirmalarda giderek daha fazla uygulanmaktadir.
Bununla birlikte, ¢cogu fiziksel yontemin gen transfer etkinligi, viral yontemlerinkinden
daha diistiktiir. Ayrica, i¢ organlar gen iletimi i¢in hedeflenecek birincil dokular
oldugunda zorlasir. Ciinkii genellikle hedef dokuya erismek i¢in invaziv bir prosediir
gerektirmektedir (Kamimura ve Liu 2008). Cizelge 1.3’te viral, kimyasal ve fiziksel
yontemler dahil simdiye kadar kullanilan yontemlerin 6zellikleri 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.3. Gen tasiyict sistemlerin ana siniflarinin karakteristik 6zellikleri (Alsaggar
ve Liu 2015)

YONTEM PRENSIP AVANTAJ DEZAVANTAJ

Yiiksek transdiiksiyon

verimi Giiglii bagisiklik tepkisi

Onkogenez ve

Kalic1 gen ekspresyonu. . . .
insersiyonel mutajenez.

Viral Yontemler DNA veya RNA’nin

viral yolla transferi Bolunen"ve boliinmeyen Yiiksek maliyet
hiicrelerde.
In vivo ve in vitro Transgen biiyiikliigiinde
kisitlama
calismalar
Kisa gen ekspresyonu
DNA veya RNA’nin Giivenli ve ucuz. surest
. ka.tyonlk I.Ipltler veya . In vivoda diisiik
Kimyasal polimerler ile kompleks Modifikasyon uygun .
. . i transfeksiyon
Yontemler halinde hiicresel verimliliai
endositoz yoluyla In vitro deneylerde £
transferi yaygm ve etkili Boliinmeyen hiicrelerde
diisiik verim.
In vitro ve in vivo Uygu'?lr:]?uy}?:;;?f lokal
Mekanik kuvvetler deneylerde kullanilir
tarafindan plazma = .
Fiziksel zarinda olusturulan Spesifik dokularda Ozel alet gerekli
Yontemler gegici gozeneklerden kullanilir S
DNA veya RNA Farkllldo.ku tlg.llerlllg:m
transferi Boliinen ve boliinmeyen optimize eqrimiy

prosediir parametreleri

hiicrelerde .
gerekli

1.2.1. Rekombinant Protein Aktarimi

Rekombinanr proteinler ile hiicresel yeniden programlama yapilabilmektedir. Bu
yaklasimla ilgili temel sorun, proteinlerin biiyiik boyutu ve hiicresel zarin hidrofobik
0zelligi nedeniyle proteinlerin hiicre i¢i bosluga tasinmasidir. Proteinler gibi
makromolekiiller, plazma zarina zayif bir sekilde niifuz etmektedir. Bu nedenle somatik
hiicreler, proteinlerin gegmesine izin vermek i¢in hiicre zarinda gegici olarak porlar agan
tersine ¢evrilebilir gecirgenlestirme i¢in hiicre gecirgenlestirme maddeleriyle 6n isleme
tabi tutulmalidir. Bu prosediir hiicrenin hayatta kalmasi agisindan ¢ok zararhidir ve
yeniden programlamanin verimini etkilemektedir (Seo vd. 2017).
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1.2.2. Plazmit DNA Aktarimi

Mevcut gen terapisi stratejileri arasinda, normal islevden once saglikli genetik
materyalin verilmesi ile kusurlu genin degistirilmesi yer almaktadir. Gen tedavisi igin,
virlis araciligiyla gen iletimi, yiiksek verimlilikle en basarili gen degistirme yontemi
olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte bu yonteme, genoma entegrasyon ve
dogustan gelen immiin yanitin tetiklenmesi dahil olmak iizere ciddi gilivenlik
endiselerine neden olmaktadir (Sheridan 2011). Plazmit DNA (pDNA) kullanilarak
viral vektor kullanilmayan yontemlerde gen aktarimi daha giivenlidir, ancak yetersiz
niikleer tasima nedeniyle viral vektorlere kiyasla daha diisiik transfeksiyon verimliligine
sahiptir. pPDNA’nin niikleer lokalizasyon igin modifiye edilmesi ve giiglii yapisal
promotor kullanilarak transkripsiyonun gelistirilmesi terapotik genlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir (Sekil 1.8). Ancak aktarilan sekanslarin niikleer DNA’ya entegrasyonu da
beklenmedik genetik degisiklikleri indiikleyebilmektedir (Sheridan 2011; Das vd.
2015).

Plazmit DNA gen aktarim mRNA gen aktarim
pDNA u 1 ]
MCS I Gen ~ MCS
Promotér |" | " Poli (A) sinyali
1 1
Transkripsiyon |"
mRNA \Bag]lle‘UTR_ﬂ ORF J LS'UT*J Poli (A) ' } mRNA
m7GpppN  } Baslange Bitis AAAAAAAAA 90250
t" ‘
Translasyon ‘-‘ Translasyon
\
]
]

L

Proteinler I Protei ' Proteinler

Sekil 1.8. pDNA ve mRNA gen aktarimi (Youn ve Chung 2015)

1.2.3. RNA Aktarimi

Aktarilan pDNA’nin istenmeyen entegrasyonunun istesinden gelmek igin,
alternatif olarak mRNA onerilmistir (Yamamoto vd. 2009; Phua vd. 2013). Yeterli
miktarlarda in vitro transkripsiyonlu mRNA, ticari olarak temin edilebilen kitlerle
kolayca elde edilebildiginden, mRNA kullanilarak terapotik gen iletimi, artik gen
terapisinde pDNA yerine kullanmak igin etkili bir yontemdir. mRNA kullanilarak gen
iletiminin pDNA’ya kiyasla birgok avantaji vardir. Ilk olarak, RNA aktariminda
beklenmedik genoma entegrasyon yoktur. Aymi zamanda mRNA’nin dogrudan
translasyonu gergeklestiginden, pDNA aktariminda oldugu gibi transkripsiyon igin
promotdr bagimliligit bulunmamaktadir. Bu nedenle niikleer translokasyon ve
transkripsiyon gerekli degildir. Ikincisi, mRNA aracili gen transferi boliinmeyen
hiicrelerde meydana gelirken, pDNA araciligiyla gen transferi ¢ogunlukla boéliinen
hiicrelerde etkilidir. Ugiinciisii, immiinojenite, kimyasal modifikasyonla kolayca modiile
edilebilmektedir. mRNA araciligiyla gen dagitimmin birgok avantaji olmasina ragmen,
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mRNA daha once terapdtik bir molekiil olarak kullanilamayacak kadar kararsiz kabul
edilmekteydi. Bununla birlikte, mMRNA’nin transfeksiyon etkinligi biiyiik Olgiide
iyilestirilmistir (Malone vd. 1989; Van Tendeloo vd. 2001). Terapotik gen transferi igin
MRNA’nin yar1t émrii, mRNA’nin kullanimini kolaylastiran kimyasal modifikasyonlar
ile birkag dakikadan birka¢ saate kadar degistirilerek dramatik bir sekilde arttirilmistir
(Stepinski vd. 2001; Zohra vd. 2007; Strenkowska vd. 2010). Cesitli mRNA
modifikasyonlar1 ve aktarim yontemleri birlestirilerek, mRNA gen terapisinin etkinligi
biiyiikk olgiide gelistirilebilmektedir. Bununla beraber, yiiksek seviyelerde mRNA
kararsizlig1 ve immiinojenite, terapotik arastirma ve klinik uygulamalar icin mRNA’nin
genis kullanimin1 engellemistir (Van Tendeloo vd. 2007). Bu sorunlar, bir 7-
metilguanozin (m7G) 5'-baslik yapisi, untranslated bolgeler (UTRler), poli (A) kuyruk
ve belki de en Onemlisi modifiye edilmis niikleotitler dahil olmak iizere mRNA
molekiillerinde bir dizi yapisal modifikasyonun eklenmesiyle biiyiik 6l¢iide azaltilmistir
(Sekil 1.9) (Kariko6 vd. 2005; Kormann vd. 2011; Sahin vd. 2014). Yapisal
modifikasyonlar, mRNA stabilitesini 6nemli &lgiide iyilestirmekte, immiinojenitesini
azaltmakta ve translasyonel verimliligini arttirmaktadir. Modifiye mMRNA’nin
doniistimsel etkinligindeki gelisme, kodlanan proteine ve modifikasyonlarin tipine
baghdir. Warren ve ark. (2010) GFP mRNA’larin yapisinda 5-metilsitidin veya
psodoiiridin eklendiginde floresans yogunlugunda 4 kat artis gozlemlemisler, daha
sonra her iki modifiye niikleotid kullanildiginda ise yogunlugun 10 kat daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir (Warren vd. 2010). Bundan sonraki boliimlerde kimyasal
olarak modifiye edilmis mMRNA, sentetik mMRNA (SmRNA) olarak anilacaktir ve in vitro
transkripsiyon yoluyla sentezlenmektedir. Ancak modifikasyon kurallar1 halen devam
etmekte olan bir ¢aligma alanidir ve gerekli modifikasyonlar uygulamaya bagli olarak
degisebilmektedir. MRNA’larin yapilarindaki olast modifikasyonlardan ozellikle
modifiye niikleotidlerin tipi heniiz tam olarak aragtirllmamistir. Farkli aragtirma gruplari
cesitli SmMRNA modifikasyon setlerini kullanmislardir (Sahin vd. 2014). Genel olarak,
belirli bir smRNA endikasyonu i¢in yararli olan optimal modifikasyon setini bulmak
icin kesfedilecek ¢ok fazla kimyasal vardir. Dogrudan SmRNA modifikasyonlari
asagidakileri igermektedir.

5 bashk 5 UTR ORF 3 UTR Poli (A)
= i kuyruk

Sekil 1.9. smRNA modifikasyon bolgeleri (Badieyan ve Evans 2019)
e 5'-Bashk Yapisi

Transkripsiyon sirasinda, okaryotik mRNA’nin 5' ucu, bir m7G 5' bashigina
baglanmaktadir. Baslik yapisi, iki mekanizma ile translasyon verimliligini Onemli
olgiide etkileyebilmektedir. ilk olarak, bashgm translasyon baslatma faktorii 4E’ye
(eIF4E) baglanmasi, kodlanan proteinin translasyonu igin onemlidir. Ikinci olarak,
basligin  mRNA baslik bozucu enzimlerine baglanmasi, mRNA bozulmasini
baslatmaktadir. Bu nedenle, elF4E’ye baglanma igin yiiksek giivenilirlige sahip ve
baslik bozucu enzimlerine karsi direncli uygun baslik yapilarinin secilmesi, translasyon
etkinligini ve SmRNA stabilitesini 6nemli Sl¢iide arttirabilmektedir (Sahin vd. 2014;
Hadas vd. 2017).
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e UTR’ler

Diizenleyici sekans elemanlarimin varligi, RNA kok dongilisii gibi iigiinciil
yapilari etkilemesi ve RNA baglayici proteinlerle etkilesim nedeniyle, 5'- ve 3'-UTR’ler
SMRNA’larin hem stabilitesini hem de translasyon etkinligini etkileyebilmektedir. Bu
amacla arastirmacilar, istenen SMRNA’larin translasyonunun stabilitesini ve etkinligini
artirmak igin o/B-globin genlerinden tiiretilen yiiksek diizeyde stabilize edici UTR leri
kullanmuslardir (Patel vd. 2019).

e Poli (A) Kuyruk

Okaryotik mRNA’lar dogal olarak 3' ucunda bir poli (A) kuyruk yapis1 tasir, bu
da mRNA stabilitesinde ve translasyonunda onemli bir rol oynamaktadir. Optimum
uzunlugu 120-150 niikleotid olan poli (A) kuyrugu, sentetik SMRNA’ya iki yoldan
biriyle eklenebilmektedir. Bu yollar; hedef SMRNA’nin sablon vektoriindeki poli (A)
yapisint kodlamasiyla veya SMRNA’nin transkripsiyon sonrasi adenin niikleotitlerini
enzimatik olarak eklemesiyle gerceklesmektedir (Sahin vd. 2014).

e Modifiye Edilmis Niikleotidler

Modifiye edilmemis mRNA’lar, TLR7 gibi Toll benzeri reseptorlerin (TLR'ler)
bir alt sinifi tarafindan tespit edilebilmektedir ve bu nedenle olduk¢a immiinojeniktir.
SMRNA’larin yapisina 5-metilsitidin (5SmC), psodouridin (¥), 5-metiliiridin (5mU) veya
N6-metiladenozin gibi modifiye edilmis niikleotidlerin dahil edilmesinin, TLR’lerin
aktivasyonundan kac¢inarak immiinojenisiteyi onemli Olgiide azalttigi gosterilmistir
(Sahin vd. 2014; Patel vd. 2019). SMRNA’nin ortaya ¢ikist hem akademide hem de
endiistride  SMRNA tabanli terapétik arastirmalar1 bliyiik Olglide hizlandirmistir.
SMRNA, kanser immiinoterapisi, mRNA asilari, protein replasmani, gen diizenleme,
hiicre kaderi doniisiimii ve rejeneratif tip alanlarinda arastirilmaktadir (Sahin vd. 2014).
Kanser immiinoterapisi icin SMRNA’nin uygulanmasi ve mRNA bazli asilarin
gelistirilmesi, daha dnce gézden gecirilmis bir konu olan klinik deneyler asamasindadir
(Fiedler vd. 2016; Diken vd. 2017). smRNA’lar hiicre programlama ve doku
miithendisligi uygulamalarinda da kullanilmaktadir. SMRNA’larin hiicrelere in vivo, in
vitro ve ex vivo transfeksiyonu igin ¢esitli yontemler kullanilmigtir. SmMRNA
transfeksiyonu i¢in elektroporasyon ve gen tabancasi gibi mekanik yontemler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bunlar pahali yontemlerdir. SMRNA iletimi
icin kimyasal yontemler daha ucuz, kolay, diisiik toksisite ve diisiik immiinojeniteye
sahiptir. En onemlisi kimyasal yontemler in vivo olarak invazif olmayan smRNA
aktarim yetenegine sahiptir. Bu yontemlerde, katyonik lipidler veya polimerler, negatif
yikli SMRNA molekiilleri ile elektrostatik olarak baglanarak ve nanopartikiiller
olugturmaktadirlar (Patel vd. 2019). Lipid veya polimer nanopartikiillerin kullanima,
SMRNA’lar dahil niikleik asitlerin aktarilmas: i¢in mevcut altin standart olarak
diigiintilebilir (Xue vd. 2015). Bu tiir kompleksler biyouyumludur, biyolojik olarak
parcalanabilir ve bir endositik yoldan kargo alimini kolaylastirmak i¢in dogal olarak
hiicresel zarlarla etkilesime girme egilimindedirler. SmMRNA’lar, néronlar (Goparaju vd.
2017), beta-hiicreleri (Koblas vd. 2016), endotelyal progenitérler (Van Pham vd. 2017),
kardiyovaskiiler hiicreler (Zangi vd. 2013; Lee vd. 2015) ve miyojenik hiicreler (Warren
vd. 2010; Lee vd. 2015) dahil olmak iizere gesitli hiicre tiplerine farklilasma ve
transdiferansiyasyon i¢in kullanilmistir.
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MRNA’nin hiicre farklilagtirmasinda ve rejeneratif tipta uygulanmasi hizla ilerleyen
bir alan olmasina ragmen, baz1 mevcut engeller devam etmektedir. SmMRNA’larin yiiksek
maliyeti, 1siya ve her yerde bulunan niikleazlara karsi olan yiiksek hassasiyeti,
endiistriyel ve akademik gruplarin SMRNA tabanli uygulamalara zaman ve c¢aba
harcama istegini smirlayabilmektedir. Ozellikle in vivo calismalar da MRNA’nin
transfeksiyonu i¢in optimal tasiyicmin  her bir uygulamada belirlenmesi
gerekebilmektedir. Gelistirilmis uygulama araglariyla bile SMRNA’nin endositozunu
takiben sitoplazmaya salinmasini ve eksprese edilen proteinlerin seviyelerinin kontrol
edilmesi gibi zorluklar devam etmektedir. Hiicrelerin yeniden programlanmasinda veya
doku rejenerasyonunda nispeten uzun bir zaman siirecine ihtiyag duyuldugunda,
MRNA’nin gegici etkisini telafi etmek ve g¢oklu transfeksiyon ihtiyacini azaltmada
MRNA’nin uzun siireli iletimi i¢in ideal biyomateryaller belirlenmelidir (Badieyan ve
Evans 2019).

1.3.  Polisistronik mMRNA Kullanilarak Beta Hiicre Programlanmasi

Viriislerde, protozoanlarda ve omugasizlarda iki veya daha fazla bagimsiz olarak
diizenlenen proteinleri kodlayan ¢oklu agik okuma ¢ergevesi tasiyan sayisiz gen vardir.
Protozoanlar ve omurgasizlardaki polisistronik genler, koordineli gen ekspresyonunun
etkili bir arac1 olarak tek bir mRNA transkripti boyunca iki veya daha fazla bolgede
translasyonun baslatilmasina izin vermektedir. Polisistronik mesajct RNA (sentetik
pPpmRNA), iki veya daha fazla ardisik, fonksiyonel acik okuma g¢ercevesi (ORF) iceren
birden fazla proteini kodlayan tek bir RNA molekiiliidiir. Boylece her protein bagimsiz
olarak tretilmektedir. Sentetik pmRNA bakterilerde yaygindir. Bakteriyel ribozomlar
tarafindan translasyon baglatma mekanizmasi, translasyonu mRNA {izerinde dahili
olarak bulunan baslangi¢ kodonlarindan kolayca baslatilmasina izin vermektedir.
Destekleyici ve diizenleyici bolgelerle birlikte sentetik pmRNA i¢in kodlama yapan
bolgeye operon denmektedir (Parker 2013).

Okaryotik mRNA

5 3
SBowk  SUIR  ORF SUIR | PeA
¢

Prokaryotik Polisistronik mRNA

L] 3‘
5 Basik [S00TRN ORF [l orr [l orr [SIUTRONPSIAN
4 ¥ ¥

Y \

5

Sekil 1.10. Okaryotik ve prokaryotik mRNA

Hiicresel yeniden programlama, farklilastirilmisg bir hiicre tipinin bagka bir
farklilagtirilmis hiicre tipine dondstiiriildiigii bir islemdir (Zhou Q. ve Melton 2008).
Beta hiicre rejenerasyonu agisindan, asinar hiicresinden beta hiicre yeniden
programlamasi i¢in gelisimsel agidan 6nemli ii¢ transkripsiyon faktorii olan Pancreatic

14



GIRIS F. AKCAKALE

and Duodenal Homeobox 1 (PDX1), Neurogenin 3 (NGN3) ve MAF BZIP
Transcription Factor A (MAFA)’nin ekspresyonu gerekmektedir (Zhou Q. vd. 2008).
Yeniden programlanma basarisinin {i¢ transkripsiyon faktoriiniin tiimiinii iceren
polisistronik viral yapilarin, her bir transkripsiyon faktoriinii tastyan monosistronik viral
yapilardan tstiin oldugu kanitlanmistir (Li W. vd. 2014). Polisistronik yap1 iginde
bulunan transkripsiyon faktorleri 2A peptitleri ile birbirlerinden ayrilmaktadir. Bu 2A
peptitleri, tek bir transkriptten ¢oklu proteinlerin iiretilmesine izin veren translasyonel
“atlamaya” aracilik etmektedir (Szymczak ve Vignali 2005).

Sentetik pmRNA igerdigi operonlarin {iriinlerinin sentezi i¢in veya etkin olarak
fonksiyon gostermesi i¢in koordineli bir sekilde diizenlendigi goriilmektedir. Buna
biyosentetik bir yolaktaki enzimleri kodlayan polisistronik genler 6rnek verilebilir.
Sentetik pmRNA’nin translasyona ugradigi organizmalarda bu genlerin bir arada
bulunmasi dogal bir avantaj sagliyor olabilir. Farkli organizmalarin sekanslanmig
genomlarini karsilastirirken, en yiiksek oranda korunan sentetik pmRNA’lar belirli
ribozomal proteinleri kodlayan operonlardir. Tipik bir sentetik pmRNA {izerindeki her
gen, prokaryotik ribozomlar tarafindan translayonun baslatilmasinda yer alan bir dizi
olan kendi Shine-Dalgarno dizisini igermektedir ve bu nedenle her gen bagimsiz olarak
tiretilebilmektedir. Ayrica, bir bolgede translasyonun baslamast mRNA’nin bagka bir
bolgesinin translasyonuna bagli oldugu durumlar da vardir. Bazi durumlarda, sentetik
PMRNA’nin ikincil yapisindaki degisiklikler, diger proteinlerin iiretilmesi i¢in
indiikleyici olarak davramirlar. Ornegin, kiigiik RNA bakteriyofaj MS2’de replikaz
geninin translasyona ugramasi, kaplama proteini geninin translasyonuna baghidir
(Parker 2013). Her ne kadar sentetik pmRNA prokaryotlara o6zgii olsa da bu
organizmalarda {iretilen mesajlarin ¢ogu monosistronik mRNA’nin transkripsiyonel
birimlerinden gelmektedir. Escherichia coli’de, mMRNA’nin % 30’undan daha azi
polisistroniktir ve sentetik pmRNA’nin arkealarda bundan daha az yaygin oldugu
goriilmektedir (Parker 2013).

Beta hiicre farklilagmasi i¢in {i¢ major transkripsiyon faktoriiniin hiicre i¢inde
eksprese olmasi gerekmektedir. Monosistronik olarak sentezlenen her bir genin
mRNA’larin ayni hiicre kiiltiiriine transfeksiyonu sonucu yapilan c¢aligmalarda hiicre
farklilagmas1 diisiik verimlilikle sonu¢lanmistir. Bu c¢alismada verimin yiikseltilmesi
i¢in sentetik pmRNA teknolojisine bagvurulmustur. Gen aktarim ¢aligmalarinda sentetik
PmMRNA kullanilmasinin diger gen aktarim yontemlerine gore bazi avantajlar
bulunmaktadir. Bu avantajlardan ilki sentetik pmRNA’da birlikte kopyalanan genler
genellikle ayn1 biyolojik siirece katilan veya bir protein kompleksinde etkilesime giren
proteinleri kodlayarak, bu genlerin transkripsiyonun hiz smirlayici adimlarini
paylasmasina izin vermektedir. Boylece, polisistronik transkripsiyon, islevsel olarak
ilgili genlerin ekspresyonunu senkronize edebilir ve genomdaki gen diizenlemesini
diizene sokabilir. ikinci avantaj1 ise sentetik pmRNA transkripsiyonun da bir operonu
paylasan tiim genler i¢in teorik olarak esit miktarlarda mRNA fiiretilir (Dar ve Sorek
2018). Ugiincii avantaji sentetik pmRNA transkripsiyonu bazen gen ekspresyonunu
koordine etmek icin kullamlmaktadir. Ornegin mRNA’daki tek bir kontrol noktasi
araciligiyla birka¢ ribozomal proteinin iretiminin agilmasi veya kapatilmasi igin
ayarlanabilmektedir. Sentetik pmRNA’nin birden fazla proteini ayni anda kodlamasi
nedeniyle protein iiretimine daha az enerji harcanarak verimlilik saglanmaktadir (Kozak
2005). Son avantaji1 ise sentetik pmRNA vektorleri ile transfeksiyonda ¢ok sayida gen
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eszamanli olarak hedef hiicrelere verimli bir sekilde iletilebilirken, tek seferde birden
fazla viral vektorle birlikte transdiiksiyon gergeklestirmek zor olabilmektedir (Frimpong
ve Spector 2000).

1.3.1. Pankreas

Pankreas, endokrin ve ekzokrin olmak {izere iki kisimdan olusmaktadir.
Ekzokrin pankreas hiicreleri igerisinde su, bikarbonat iyonlart ve gesitli enzimleri
(tripsininojen, kimotripsininojen, karboksipeptidazlar, elastaz, lipaz, fosfolipaz A,
amilaz, DNAz ve RNAz) igeren pankreas sivisi salgilamaktadir. Pankreas sivisi,
pankreatik kanallar yoluyla onikiparmak bagirsagina bosalmaktadir (Henry vd. 2019).
Endokrin pankreas hiicreleri, Langerhans adaciklari, kandaki ve hiicresel depolardaki
besin seviyesini korumada Onemli bir rol oynamaktir (Jo vd. 2007). Langerhans
adaciklari, insiilin salgilayan beta hiicreleri (% 65-90), glukagon salgilayan alfa
hiicreleri (% 15-20), somatostatin salgilayan delta hiicreleri (% 3-10) ve pankreas
polipeptidi salgilayan pankreatik polipeptit hiicreleri (% 1) toplulugundan olugmaktadir
(Elayat vd. 1995) (Sekil 1.11). Salgilanan hormonlar kan akisi yoluyla hedef organlara
ve dokulara tasinmaktadir (Dubois 1999).

Safra Mide ——
o ~—Dalak
kanal y
—Pankreas
Onikiparmak
bagirsagi

Langerhans
adacigi
Asiner

Langerhans
adacigi

Sekil 1.11. Pankreas yapisi (Dolensek vd. 2015)

Kiigiik endokrin hiicre kiimeleri ilk olarak Langerhans tarafindan tanimlanmistir
(Langerhans 1869). Genellikle pankreasin endokrin kismi1 Langerhans adaciklari olarak
adlandirilmaktadir. Insiilin, kanda yiikselen seker konsantrasyonuna yanit olarak
Langerhans adaciklarindaki beta hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. ilk basta 1150 Da
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molekiiler agirliginda preproinsiilin olarak tiretilmektedir. Peptit zincirini endoplazmik
retikulumun (ER) i¢ine yonlendiren N-terminal sinyal peptidi ile A zinciri, B zinciri ve
C zinciri olmak iizere dort peptide sahiptir. ER’de sinyal peptidinin parcalanmasi ve
disiilfir baglariin olusturulmasiyla proinsulin iiretilmektedir. Proinsulin golgiye geger
ve burada vezikiillerde biriktirilmektedir. C peptidin kesilmesinden sonra vezikiillerde
olgun insiilin olusur ve salmima kadar c¢inko igeren hekzamerler formunda
depolanmaktadir (Sekil 1.12). Glikoz, temel fizyolojik insiilin salinimini uyaran ve beta
hiicre aktivitesinin giiglii bir diizenleyicisidir (Koolman ve Réhm 2005; Skelin vd.
2010).

B Hiicresi @ Preproinsiilin @Proinsi.ilin @ insiilin
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Sekil 1.12. Insiilin biyosentezi (Koolman ve R6hm 2005)

Insanlarda, insiilin salintminin uyarilmasinda ve beta hiicrelerinin spesifik
farklilasmasinda rol oynayan onemli transkripsiyon faktorleri bulunmaktadir. Bunlardan
en 6nemlileri PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyon faktorleridir (AKinci vd. 2012).
PDX1 dahil olmak iizere farkli biiytime faktorleri de beta hiicre yenilenmesi ve
biiytimesinde rol oynamaktadir (Skelin vd. 2010).

1.3.2. Onemli Pankreatik Genler

Pankreas gelisiminin farkli evrelerinde gesitli transkripsiyon faktorleri spesifik
olarak eksprese olmaktadir. Pdxl geninin pankreas gelisimi ve beta hiicresi
ozelliklerinin gelismesi i¢in gerekli oldugu fareler iizerinde yapilan c¢alismada
gosterilmigtir.  Aym1  ¢alismada Pdx1 geninin yoklugunda pankreas gelisimi
gozlenmemistir (Ahlgren vd. 1998). Daha sonra Zhou ve arkadaslarinin yapmis
olduklar1 farklilagtirma deneyleri de bu bilgi dogrulanmistir. Zhou ve arkadaslar
farelerde pankreasta eksprese olan transkripsiyon faktorlerinin pankreas olusumundaki
rollerini inceleyerek, Pdx1 genine ek olarak Ngn3 ve MafA genlerinin de beta hiicresinin
yeniden programlanmasinda ve farklilagsmasinda ana transkripsiyon faktorleri oldugunu
bildirmislerdir. Daha sonra belirledikleri bu fii¢ transkripsiyon faktorlerini asinar
hiicrelere verdiklerinde beta hiicresine farklilagsmasi oldugunu gostermislerdir (Zhou Q.
vd. 2008). Bu nedenle PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyon faktorlerinin birlikte
kullanilmas1 beta hiicresi farklilagmasi i¢in 6nemlidir (Sekil 1.3).
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Pdx1

Pdxl genellikle pankreas gelisiminin  ‘‘ana  diizenleyicisi’>  olarak
adlandirilmaktadir (Shih vd. 2013; Shih vd. 2015; Teo vd. 2015). Ana diizenleyici, bu
proteinin gelisim sirasinda bir hiyerarsik olay dizisini baglattigin1 veya baslamasina
katildigin1 ifade etmektedir (Kondratyeva vd. 2015). Endodermal hiicre kiimeleri
embriyonik gelisimimin dordiincti haftasindan sonra tiibiillerden tomurcuklanir ve
adacik hiicreleri olusturmak i¢in mezoderm i¢inde birikmektedir. Beta hiicreleri onuncu
haftadan sonra insiilin salgilamaya baslamaktadir (Skelin vd. 2010). Farelerde ve
insanlarda bu proteini kodlayan genin silinmesi, pankreasin olusmamasiyla
sonuglanmigtir (Puri vd. 2015; Teo vd. 2015). Gelismekte olan pankreasta PDXI1
seviyesi beta hiicrelerinde yiiksek seviyededir (Puri vd. 2015). Pankreastaki hiicrelerin
kimliginin korunmasi, transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesimleri iceren gen
diizenleme aginin ¢alismasina baglhdir. PDX1 bu agdaki merkezi noktalardan biridir ve
pankreas hiicre hatlarinin dogru isleyisinin siirdiiriilmesi i¢in dinamik ekspresyonunu
gerektirmektedir (Vinogradova ve Sverdlov 2017). insanda PDXI1 seviyelerinin
azalmasi, tip 2 diyabetteki beta hiicre fonksiyon bozuklugu ile iliskilidir (Guo S. vd.
2013). PDX1’in spesifik olarak olgun beta hiicrelerinden ¢ikarilmasi, insiilin lireten beta
hiicre popiilasyonunun alfa benzeri hiicre fenotipine transkripsiyonel olarak
farklilasmasiyla ve hiperglisemiyle sonuglanmistir (Gao T. vd. 2014). Ayrica in vivo 'da
Ngn3 pozitif endokrin progenitdr hiicrelerde zorlanmis Pdx1 ekspresyonu alfa
hiicrelerini beta hiicrelerine doniistiirmistiir (Yang vd. 2011). Bu sonuglar Pdx1 ile
diizenlenen pozitif ve negatif kontrol mekanizmalarimin beta hiicresi olusumunun
kontrolii tizerindeki 6nemini gostermektedir (Spaeth vd. 2016).

Ngn3

Temel sarmal-dongii-sarmal (bHLH) transkripsiyon faktorii olan NGN3
farelerdeki pankreatik progenitor hiicrelerinde eksprese edilerek fonksiyonel endokrin
hiicreler olusturulabilmektedir (Schwitzgebel vd. 2000). Ngn3, farelerde tiim pankreatik
endokrin hiicre tiplerinin gelistirilmesi i¢in gereklidir. Hiicre tiplerinin gelismesi
NeuroD, Rfx6, Pax4, Nkx6.1, Arx ve diger transkripsiyon faktorlerinin dogrudan veya
dolayli olarak diizenlenmesi ile ger¢eklesmektedir. Tiim endokrin adacik hiicreleri,
yiiksek seviyelerde Ngn3 eksprese eden pankreatik progenitorlerden tiiretilmektedir (Gu
vd. 2002). Ngn3 eksprese eden hiicreler farede ilk dnce E9 ve E12.5 arasinda birincil
gecis sirasinda goézlenmektedir. Bu birincil geg¢is endokrin hiicrelerinin bazilar yetiskin
adaciklarma katkida bulunabilse de, endokrin hiicre kiitlesinin ¢ogu E12.5 ve E16.5
arasinda ikinci bir endokrin hiicre gelisimi dalgasi sirasinda olusmaktadir (McGrath vd.
2015). In vitro yonlendirilmis farklilasma protokoliinde, Ngn3 fonksiyonu gen
diizenleme ile devre dis1 birakilmis ve insan pluripotent kok hiicrelerinden pankreas
endokrin hiicresinin iretilmedigi gorilmiistir (McGrath vd. 2015; Zhu vd. 2016).
Domuzlarda (Gradwohl vd. 2000; Sheets vd. 2018) ve farelerde (Gradwohl vd. 2000)
Ngn3 geninin silinmesi gelismekte olan pankreasta endokrin hiicre olusumunda
basarisizlik gostermis ve bu da yeni doganda kalic1 diyabetle sonuglanmustir.
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MafA

MAFA, Maf ailesine ait bZIP tasarimli bir transkripsiyon faktoriidir. MAFA
proteini, insiilin geni promotorunun insiilin arttirict elementi olan RIPE3b’ye
baglanmakta ve insiilin gen ekspresyonunu aktive etmektedir (Ye vd. 2006). MAFA’nin
NGN3 ve PDX1 ile etkilesimi insiilin sentezini ve salgilanmasini arttirmaktadir. Ayrica
MafA, pankreatik hiicre olusumunu ve farklilasmasini indiiklemek igin MafB ile
koordine halindedir (Kaneto vd. 2009). MAFA pankreas, kas ve yag dokusu gibi farkli
dokulardaki glikoz ve enerji dengesini diizenlemektedir. Farelerde MafA eksikligi
diyabete ve diyabetik nefropatiye (diyabete spesifik bobrek hastaligl) yol agmaktadir
(Tsuchiya vd. 2011). Baz1 ¢alismalar, MafA’nin adipositlerin farklilasmasinda ve yag
dokusunun insiiline duyarliliginda nihai roliinii vurgulamistir (Guo Q. S. vd. 2012;
Nishimura vd. 2015). Bu bulgular goz oOniine alindiginda, MafA pankreas beta
hiicrelerinin yenilenmesi ve insiilin {ireten hiicrelere farklilagmanin indiiklenmesi igin
Oonemlidir.
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Sekil 1.13. Pankreas gelisimde major genler (Dolensek vd. 2015)
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1.3.3. Diyabet

Diyabet, insiilin salinimindan ya da iiretilen insiilinin etkisinden veya her
ikisindeki kusurdan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir.
Diyabetin gelisiminde ¢esitli patojenik siiregler yer almaktadir. Bu siireg¢lerden bazilar
pankreastaki beta hiicrelerinin otoimmiin atak sonucu yikilmasi ve iiretilen insiilinin
hedef hiicrelerde yeterli etkiyi olusturmamasiyla olusan insiilin direncidir. Tip 1 diyabet
(T1D) ve tip 2 diyabet (T2D) olmak iizere en sik goriilen iki temel diyabet ¢esidi vardir.
T1D’de insiilin salmiminda bir yetersizlik goriilmektedir. Bunun nedeni pankreasta
Langerhans adaciklarindaki insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin atak sonucu
hasar almis olmasidir. T2D’de pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin {iretilmekte fakat
hedef hiicreler insiilin hormonuna diizgiin bir sekilde yanit verememektedir. Boylece
kandaki glikoz kanda kalmaya ve kan sekerinin yiiksek seviyelerde kalmasina neden
olmaktadir (Skyler 2004). Sonu¢ olarak iki diyabet cesidinde de hastalar insiilin
kaynagina ihtiya¢ duymaktadir. Diyabette karsimiza ¢ikan beta hiicresi hasar1 ve insiilin
hormonunun yetersizligi hastaligin temelini olusturmaktadir. Hastaligin tedavisi igin
genotip ve fenotip arasindaki baglantinin ¢ok iyi anlasilmasi, hasara ugrayan beta
hiicrelerinin yerine kullanilabilecek adacik kaynaklarina, yeni yaklasimlara ve alternatif
tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir (Bluestone vd. 2010).

Alternatif tedavi yontemlerinden pankreas transplantasyonu ve izole pankreatik
adacik transplantasyonunun potansiyel olarak insiilin bagimli diyabeti iyilestirebilecegi
bildirilmistir (Shapiro vd. 2006). Bu terapdtik yaklagimin kullanimi, uygun organ
vericilerinin eksikligi ve kalici immiinosupresyon ihtiyaci ile sinirlanmaktadir (Koblas
vd. 2016). Dolayisiyla, giivenli ve bol miktarda insiilin iireten hiicre kaynagina ihtiyag
vardir. Yiksek verimliligi ve tiiretilmis hiicrelerin kalitesi nedeniyle en umut verici
yontemlerden biri embriyonik kok hiicrelerin ve uyarilmis pluripotent kok hiicrelerin
insiilin tireten hiicrelere farklilasmasidir (Kroon vd. 2008; Pagliuca vd. 2014). Bununla
birlikte, bu yontemin klinik uygulamasi, malign hiicrelere potansiyel doniisiim riski ile
sinirlanmaktadir (Ben-David vd. 2014; Peterson ve Loring 2014).

Hiicrelerin yeniden programlanmasi son zamanlarda insiilin iireten hiicreler
olusturmak i¢in gelecek vaat eden bagka bir yontem olarak ortaya c¢ikmstir.
Farklilasmis bir hiicre, transdiferansiyasyon programini aktive eden spesifik
transkripsiyon faktorlerinin zamansal ifadesi ile dogrudan istenen hiicre tipine yeniden
programlanabilmektedir. Ozel transkripsiyon faktdrii kombinasyonlari, fibroblastlarin
noronlara (Vierbuchen vd. 2010), kardiyomiyositlere (Song vd. 2012), hepatositlere
(Sekiya ve Suzuki 2011) ve wuyarilmis pluripotent kok hiicrelere yeniden
programlanmasini indiikledigi gosterilmistir (Takahashi ve Yamanaka 2006; Takahashi
vd. 2007). Benzer sekilde, pankreatik ekzokrin hiicreleri ve karaciger safra kanali epitel
hiicreleri, pankreas beta hiicrelerinin dogal farklilagmasina katilan PDX1, NGN3 ve
MAFA  traskripsiyon  faktorlerinin  uyarilmasiyla insiilin  {ireten hiicrelere
farklilasabilmektedir (Akinci vd. 2012; Banga vd. 2012; Lima vd. 2012). In vivo
yeniden programlama yoluyla ekzokrin veya karaciger hiicrelerinden olusturulan instilin
tireten hiicrelerin, diyabetik farelerde kan sekeri seviyelerini normallestirdigi ve
terapOtik potansiyellerini gosterdigi bildirilmistir (Zhou Q. vd. 2008; Banga vd. 2014).
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Hiicre farklilastirilmast  deneyinde disaridan aktarilan genlerin  hiicre
programlama verimi etkileyen bir diger faktor kromozomun yeniden modellenmesidir.
Disaridan aktarilan genler sayesinde kromozom yeniden modellenebilir veya aktarilan
genlere ek olarak kromozomu yeniden modelleyen ajanlarda hiicrelere
uygulanmaktadir. Kromozomun yeniden modellenmesi hiicre farklilagsmasini
kolaylastirmaktadir. Yapilan bu tez ¢alismasinda sentetik pmRNA aktardiktan sonra
hiicrenin daha kolay farklilagmasin1 saglamak igin ayni1 zamanda hiicrelere kromotinin
yeniden modellenmesinde rol oynayan valproik asit (VPA) ve immiin sistemi uyaran
lipopolisakkarit (LPS) uygulanmuistir.

Bu tez ¢alismasinda PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyon faktorlerini igeren
sentetik pmRNA kullanilarak pankreas ekzokrin hiicrelerin insiilin iireten hiicrelere
yeniden programlanmasi i¢in giivenli ve entegrasyon gerektirmeyen bir yontem
gelistirmek amacglanmistir. Bu amacgla AR42J-B13 hiicre hatti secilmistir. AR42J-B13
hiicre hatt1 kimyasal olarak indiiklenmis bir pankreatik tiimorden tiiretilen bir sican
pankreatik ekzokrin hiicre hattidir (Longnecker vd. 1979). Daha 6nce PDX1, NGN3 ve
MAFA transkripsiyon faktorlerini kodlayan adenoviral vektorler tarafindan indiiklenen
insiilin ireten hiicrelere transdiferansiyasyonu i¢in bir model hiicre hatti olarak
kullanmilmistir (Akinci vd. 2012; Lima vd. 2012). Ayni1 zamanda AR42J-B13 hiicreleri
standart kiiltiir kosullar altinda adacik hormonlarinin higbirini eksprese etmemektedir
(Zhou J. vd. 1999). Dahasi, AR42J-B13 hiicreleri in vitro kiiltiir tizerine stabil bir
fenotipe sahiptir (Akinci vd. 2012). Yeniden programlama faktorleri AR42J-B13
ekzokrin hiicrelerine pankreatik transkripsiyon faktorleri PDX1, NGN3 ve MAFA’y1
kodlayan sentetik pmRNA’lar seklinde verilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Farkli arastirma gruplarn tarafindan yapilan calismalar sonucunda pankreas
olusumu i¢in Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin gerekli oldugu gdsterilmistir. Hatta bu
genlerin beta hiicre olgunlagsmasinda ve beta hiicrelerinin hormon salgilarini
diizeltmesinde de ¢ok dnemli fonksiyonlarinin oldugu gosterilmistir (Ahlgren vd. 1998;
Zhou Q. vd. 2008; Akinci vd. 2012; Lima vd. 2012).

Warren ve arkadaslar1 dogal antiviral yanitlarin iistesinden gelmek i¢in modifiye
edilmis sentetik mRNA’nin uygulanmasina dayali olarak hiicre kaderini yeniden
programlamak i¢in basit, entegre olmayan bir strateji gelistirmiglerdir. Bu stratejinin
yiksek verimlilikle bircok insan hiicre tipine farklilastirmada kullanilabilecegini
bildirmislerdir. RNA ile indiiklenen pluripotent kok hiicrelerin miyojenik hiicrelere
farklilasmasin1  etkili bir sekilde yonlendirmek i¢in  kullanilabilecegini de
gostermislerdir. Bu teknoloji, temel arastirma, hastalik modelleme ve rejeneratif tip i¢in
genis uygulanabilirlige sahip somatik hiicre yeniden programlamasi ve hiicre kaderinin
yonlendirilmesi i¢in giivenli ve verimli bir stratejidir (Warren vd. 2010).

Bazi arastirma gruplan tarafindan pankreatik ekzokrin hiicrelerin ve karaciger
safra kanali epitel hiicrelerinin, pankreatik beta hiicrelerine dogal farklilasmasina katilan
PDX1, NGN3 ve MAFA transkripsiyon faktorlerinin uyarilmis ekspresyonu yoluyla
insiilin tireten hiicrelere transdiferansiye edilebildigi gosterilmistir (Akinci vd. 2012;
Lima vd. 2012).

Li ve ekibi adenoviral yapt da Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerini kullanarak yetiskin
fare pankreas asinar hiicrelerinin beta hiicrelerine in vivo doniisiimiinii bildirmislerdir.
Indiiklenen beta hiicrelerinin 13 ay boyunca karakterlerini korudugu, pankreas adacik
hiicre benzeri yapilar olusturdugu ve diyabetik farelerde kan sekerini normal seviyelerde
tuttugu gosterilmistir. Iindiiklenmis beta hiicrelerinin 7 ay boyunca ayrmtili molekiiler
analizlerini yapmuglar ve kiiresel DNA metilasyon degisikliklerinin 10 giin i¢inde
meydana geldigini ortaya ¢ikarmiglardir. Transkripsiyonel agin olgun beta hiicresine
benzemek i¢in 2 aydan fazla siirdiigiinii ve daha sonra stabil kaldigin1 bildirmislerdir.
Bu ¢alismada beta hiicre programlanmasi yaklasik 1 y1l boyunca takip edilmistir ve bir
beta hiicresi programlamak i¢in epigenetik, transkripsiyonel, anatomik ve fonksiyonel
gelisime ugramasi gerektigi gosterilmistir (Li W. vd. 2014).

Schlaeger ve ekibi iPSC programlamasi i¢in sendai-viral, epizomal ve mRNA
transfeksiyonu yontemlerini karsilagtirmigtir. Tiim yOntemler de iPSC’ler tretilmistir
ancak andploidi oranlari, yeniden programlama verimliligi, glivenilirlik ve is ylikiinde
onemli farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. MRNA yoOnteminin ana avantajlarinin,
koloninin ortaya ¢ikis hizi, yiiksek verimlilik, tam bir entegrasyon yoklugu, ¢ok diisiik
bir andploidi oram1 ve diisiik bir dondr hiicre gereksinimi oldugu belirtilmistir
(Schlaeger vd. 2015).

Koblas ve arkadaslar1 pankreatik transkripsiyon faktorleri olan PDX1, NGN3 ve
MAFA’y1 kodlayan sentetik mRNA’lart kullanarak pankreatik ekzokrin hiicrelerin
karakteristik pankreatik beta hiicre markdrlerini eksprese eden, proinsiilinden insiilin
tireten hiicrelere transdiferansiyasyonu gerceklestirmislerdir. Yeniden programlanan
hiicreler, olgunlasmamis beta hiicrelerinkine benzer sekilde sinirli insiilin sekresyonu ile
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glikoz stimiilasyonuna yanit vermistir. Bu sonuglar sentetik mRNA’lara dayali bir
genoma entegrasyon igermeyen protokol kullanilarak ekzokrin pankreatik hiicrelerin
transdiferansiyasyonu yoluyla insiilin iireten hiicrelerin {retilmesinin miimkiin
oldugunun ilk kanit1 olmustur (Koblas vd. 2016).

Kogut ve arkadaglar1 sentetik mRNA kullanarak insan primer fibroblastlarinin
IPSC’lere yeniden programlanmasim biiyiik dl¢iide arttirdigini gostermistir. Hiicrelerin
%90,7’sini basarili bir sekilde yeniden programlayabilmislerdir (Kogut vd. 2018).

Mandal ve Rossi yaptiklar1 c¢alismada yeniden programlama faktorlerini
kodlayan modifiye edilmis mMRNA’lar1 sentezleyerek hiicrelere aktarmak igin kiiltiir
ortami seg¢imi, kalite kontrolii ve optimizasyon adimlar1 dahil olmak tizere ¢esitli Kritik
parametrelere odaklanarak birincil insan fibroblast hiicrelerinden modifiye mRNA
kullanarak iPSC hiicrelerini elde etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda basarili bir
yeniden programlama i¢in hiicrelere 2-3 hafta boyunca modifiye edilmis mRNA
aktariminin etkili oldugunu gostermislerdir. Ayn1 zamanda modifiye mMRNA'nin hiicre
farklilasmasi ve terapétik uygulamalarda genis bir uygulama alanina sahip oldugunu ve
protein ekspresyonu igin gii¢lii bir yontem oldugunu belirtmislerdir (Mandal ve Rossi
2013).

Tavernier ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada pluripotensi i¢in gerekli
olan OCT4, SOX2, KLF4 ve cMYC transkripsiyon faktorlerini kodlayan mRNA’lar1
katyonik lipidler aracilig: ile fare embriyonik fibroblastlarina aktararak pluripotensi ile
iligkili genlerin basarili aktivasyonunu gostermislerdir. Ayni1 zamanda gelistirdikleri
transfeksiyon protokoliiniin maksimum ii¢ transfeksiyon gerektirdigini bildirmislerdir.
Aktarilan transkripsiyon faktorlerin niikleer lokalizasyonunu dogrulamiglardir. Sonug
olarak gelistirmis olduklar1 bu yontem fare kaynakli indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerin genoma entegrasyon icermeyen giivenli bir yontemle liretilmesi i¢in biiyiik
umut vaat etmektedir (Tavernier vd. 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullamilan Materyaller

Tez c¢alismasinda kullanilan materyallere ait marka ve katalog numaralar
Cizelge.3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan materyallere ait marka ve katalog numaralari

Materyal Marka Katalog Numarasi
DH50 Competent Cells Invitrogen, USA 18265-017
Fast Digest Notl Thermo Fisher Scientific, USA FD0593
Fast Digest Sall Thermo Fisher Scientific, USA FD0644
Fast Digest BamHI Thermo Fisher Scientific, USA FD0054
Fast Digest Clal Thermo Fisher Scientific, USA FD0143
Fast Digest Spel Thermo Fisher Scientific, USA FD1254
Fast Digest BamHI Thermo Fisher Scientific, USA FD0054
Fast Digest Ndel Thermo Fisher Scientific, USA FD0583
pX1 plazmid Addgene, USA 46848
Antarctic Phosphatase New England Biolabs, USA M0289S
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, USA EL0011
GenelJet Plazmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, USA K0503
GeneJet PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, USA K0701
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, USA SM0311
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, USA SM0241
Agarose BIOMAX, USA 124543PR
EtBr Thermo Fisher Scientific, USA 17896
Tris Base Thermo Fisher Scientific, USA BP152
Asetik Asit Merck Millipore, USA 109088
EDTA Disodium Salt Dihydrate Merck Millipore, USA 108418
pTNT TM vector Promega, USA L5610
SOC medium New England Biolabs, USA B9020S
Agar Bacteriological Thermo Fisher Scientifics, USA LP0011

Yeast Extract

VWR Life Science Amresco, USA

VWRVJ850-500G

Tryptone VWR Life Science Amresco, USA VWRVJ859-500G
Ampicillin Sigma Aldrich, USA Ab354
Gliserol Sigma Aldrich, USA 15524-1L-R
Ambion 5X MEGAscript T7 Kit Invitrogen, USA AM1334
GeneJet PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, USA K0701
AR42J-B13 Cell Line AddexBio, USA C0018004
DMEM, Low Glucose Capricorn, Germany DMEM-LPA
Antibiotic-Antimycotic Biowest, France L0010-020
Fetal Bovine Serum Biological Industries, Israel 04-007-1A
MEM Non-essential amino acids Gibco,USA 11140-050
Dulbecco’s PBS (1X) Cegrogen, Germany HO0500-560
Opti-MEM Gibco, Australia 31985-62
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific, USA 12604-21
DEPC Gold Biotechnology, USA 1609-47-8
DNase |, RNase-free Thermo Fisher Scientific, USA EN0525
Sodium Chloride Sigma Aldrich, USA 31434
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, USA 1708891
TRIzol Reagent Invitrogen, USA 15596026
Formalin solution Sigma Aldrich, USA HT501128-4L
Hoechst 33342 Solution Thermo Fisher Scientific, USA 62249
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Cizelge 3.1’in devam
ITaq™ Universal SYBR Green Bio-Rad Laboratories, USA 172-5121
Supermix
Bovin Serum Alblimin GenDEPOT, USA A0100-010
Tween 20 Sigma Aldrich, USA P9416
TritonX-100 Fisher BioReagents, USA BP151-500
Kalsiyum kloriir Merck Millipore, USA 102378
DMSO ChemCruz, USA Sc-202581A

0.22 um’lik filtre

Isolab, Germany

1.094.03.008.100

T-75 kultir kabma Corning, USA 430720U
Insulin (2D11-H5) Santa Cruz Biotechnology, USA sc-8033
Anti-Insulin Abcam, England ab7842
Ngn3 Antibody (C-7) Santa Cruz Biotechnology, USA sc-37442
Anti-MafA antibody Abcam, England ab26405
Anti-PDX1 antibody Abcam, England ab47267
Goat Anti-Mouse 1gG, DyL.ight 488 Thermo Scientific, USA 35502
Goat Anti-Rabbit IgG, DyL.ight 488 Thermo Scientific, USA 35552

3.2. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
» 50X Tris- Asetat- EDTA (TAE) tampon

242 gram Tris 700 mL ddH,O’da ¢éziindiiriilmiistiir. Uzerine ceker ocak
igerisinde 57,1 mL asetik asit yavas yavas ilave edilmis ve 4,65 gram EDTA eklenilip
¢oziindirilmistiir. Son hacim ddH20 ile 1 litreye tamamlanmustir.

» 0,5X TAE tampon

50X TAE tamponundan, 0,5X’lik TAE hazirlamak i¢in 10 mL alinmis ve 1
litreye ddH.O ile tamamlanmustir.

> 1M Tris-HCI

121,1 gram Tris 750 mL ddH.0 ile ¢oziindiirilmistiir. pH: 7,4’ ayarlanmig ve
ddH.0 ile 1 litreye tamamlanmustir.

» 50 mM CacCl:

5,55 gram CaClz 750 mL ddH>O’da ¢oziindiirilmiistir ve ddH20 ile 1 litreye
tamamlanmistir.

» 9%00,8’lik agaroz jel

0,8 gram agaroz 100 mL 0,5X TAE tamponu iizerine eklenmistir. Mikrodalgada
agaroz ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra sogutulmus ve 2 uL EtBr eklenmistir. Jel dokme
tepsisine dokiilmiistiir.
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» %71’lik agaroz jel

1 gram agaroz 100 mL 0,5X TAE tamponu iizerine eklenmistir. Mikrodalgada
agaroz kaynatilarak ¢oziindiirilmiistiir. 2 pL. EtBr eklenerek jel dokme tepsisine
dokiilmiistiir.

» Ampisilin

2 gram ampisilin 14 mL ddH>O’da ¢o6ziindirilmiistir ve 20 mL’ye
tamamlanmigtir. 0,22 pm’lik filtreden gegirilmistir. Esit sekilde bolinmiis ve -20°C’de
muhafaza edilmistir.

> 2X hiicre dondurma ortami

8 mL hiicre kiiltiir ortami tizerine 2 mL DMSO eklenmistir. 0,22 um’lik filtreden
gecirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

» Luria-Bertani- Broth (LB)

2,5 gram tripton, 1,25 gram maya oziitii ve 2,5 gram NaCl 200 mL ddH»>0O’da
¢oziindirilmistir. Son hacim ddH20 ile 250 mL’ye tamamlanmustir. 121°C’de 30
dakika otoklavlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir. Antibiyotikli ortam hazirlanmast,
antibiyotik ¢ozeltisinden (100 mg/mL) 250 pL alinmis ve 250 mL LB besiyerine
eklenmistir.

» Luria-Bertani- Agar

3,75 gram agar, 2,5 gram tripton, 1,25 gram maya 0ziitii ve 2,5 gram NaCl 200
mL ddH20’da ¢oziindiiriilmiistiir. Son hacim ddH»0 ile 250 mL’ye tamamlanmistir ve
121°C’de 30 dakika otoklavlanmistir. Hazirlanan soliisyonun sicakligi yaklasik 50°C’ye
kadar sogutulmus ve steril kabin igerisinde petri kaplarina dokiilmiistiir. Polimerlesme
tamamlandiginda, daha sonra kullanilmak i¢in kenarlar1 parafinle sikica hava almayacak
sekilde kapatilip 4°C’ye kaldirilmistir. Antibiyotikli ortam hazirlanmast; ¢ozeltinin
sicakligr yaklasik 50-55°C’ye geldiginde steril kabin igerisinde 100 mg/mL
antibiyotikten 250 pL alinmig, 250 mL LB-agar besiyerine eklenmis ve petri kaplarina
dokiilmiisttir.

» %0,1’lik PBS-Tween-20 ¢ozeltisi

80 mL PBS igerisine 100 uL Tween-20 konulup ¢6ziindiiriilmistiir. PBS ile 100
mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

» %71’lik Bovine Serum Albumin ¢ozeltisi

1 gram BSA ve 100 pL Tween-20 80 mL PBS i¢erisinde ¢oziindiiriilmiistiir.
PBS ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.
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> %>5’lik BSA cozeltisi

5 gram BSA ve 100 uL Tween-20 80 mL PBS icerisinde ¢oziindiirilmiistiir.
PBS ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

» 9%00,2’lik PBS-TritonX-100 ¢ozeltisi

80 mL PBS igerisine 200 pL TritonX-100 konulup ¢o6ziindiirilmiistiir. PBS ile
100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

» Hoechst Boyasi

Hoechst stok soliisyonundan (1 mg/ml) 1:400 oraninda kullanmak i¢in; %1°lik
BSA ¢6zeltisi igerisinde ¢oziindiirilmistir. Karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

3.3. Kantitatif PZR (kPZR) i¢in Kullanilan Primerler

Cizelge 3.2. kPZR i¢in kullanilan primer dizileri (m: mouse/fare, r: rat/sican)

Gen Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') Uriin
(be)

rAct-g CCGCGAGTACAACCTTCTTG CAGTTGGTGACAATGCCGTG | 297

mPdx1 GGTGCTTACACAGCGGAAC CTTCATGCGACGGTTTTGG 192

mNgn3 CCACGAAGTGCTCAGTTCC CCGATCATTGGCCTTCTTGC 196

mMafA | CACTGCCCACCATCATCACTCTGC | CCCGCACGGACATGGATACC | 170

rinsi CACCCAAGTCCCGTCGTGAA CTCCAGTTGGTAGAGGGAGC | 167

rins2 AGCCCTAAGTGACCAGCTACAG | CAGTTGTGCCACTTGTGGGT 255

3.4. Immiinofloresan Boyama icin Kullamlan Antikorlar

Birincil antikorlar %0,1’lik PBS-Tween-20 ¢o6zeltisinde; Mouse monoklonal
anti-Insiilin 1:50; Guinea pig poliklonal anti-Insiilin 1:100; Mouse monoklonal anti-
NGN3 1:50; Rabbit poliklonal anti-PDX1 1:3000; Rabbit poliklonal anti-MAFA 1:100
oranlarinda kullanilmustir. Ikincil antikor %0,1°lik PBS-Tween-20 ¢dzeltisinde; Goat
Anti-Mouse 1:400; Goat Anti-Rabit 1:400 oraninda kullanilmustir.

3.5. DNA ve RNA Orneklerinin Miktar Tayininin Yapilmasi

Izolasyonu yapilan DNA veya RNA &rneklerinin miktar ve saflik &lgiimii
BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi (Biochrom US, USA) ile yapilmistir. Olgiim
yapilirken 1 pL ddH0 ile cihazin detektorii temizlenmistir. Orneklerin ¢oziindiigii
¢ozeltiden 1 pL almarak dlgiim degeri sifirlanmistir. Orneklerden 1 pL alinarak 230,
260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri dl¢iilmiistiir.
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3.6.  Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

DH5a E. coli bakterileri -80°C’den ¢ikarilmis ve buz lzerinde eritilmistir.
Onceden hazirlanmis antibiyotik icermeyen 5 mL LB-broth besiyerine ekilmistir. Gece
boyu 37°C 220 rpm calkalamali inkiibatorde birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi ¢ogalan
bakterilerden 500 pL alinarak 50 mL antibiyotiksiz LB-broth besiyerine konulmustur. 2
saat 37°C’de 225 rpm calkalamali etiivde inkiibasyona birakilmistir. Yarim saat
araliklarla 1 mL alinarak 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede optik yogunluk
Olgtimii yapilmistir. Optik yogunluk degeri 0,4-0,6 deger araligina geldiginde buz
tizerine alinip 10 dakika bekletilmistir. 5000 rpm’de 4 dakika santrifiij yapilmustir.
Stipernatant uzaklastirilip pelet tizerine 5 mL 0,1 M CaCl, eklenmis ve pipetaj
yapilmistir. 15 dakika buz {izerinde inkiibasyona birakilmigtir. 5000 g’de 4°C’de 4
dakika santrifiij yapilmistir ve siipernatant uzaklastirilmistir. Pelet {lizerine 2,5 mL
%15°1ik gliserol iginde hazirlanmig 0,1 M CaCl, eklenmis ve homojenize edilmistir.
Hazirlanan kompetent hiicreler 300 pL olacak sekilde ependorflara boliiniip -80°C’de
muhafaza edilmistir.

3.7. Enzim Kesiminden Sonra DNA’nin Jelden Izolasyonu

%0,8’lik agaroz jel hazirlanmis ve igerisine 10 pL GelStar™ Nucleic Acid Gel
Stain eklenmistir. Belirte¢ olarak 1 kb DNA Ladder kullanilmistir. Kesim sonucu olusan
iriin agaroz jele yiiklenerek 3 saat 50V’da yiiriitiilmiistiir. Goriintiileme i¢in Glite 900
BW Jel Goriintiileme aleti (Biocenter, Avusturya) ile mavi 151k altinda goriintiileme
yapilmistir. Beklenen bant biiytikliiglindeki tiriin jelden kesilip GeneJET Gel Extraction
Kit ile jelden izolasyon yapilmistir. Ornekler -20°Cde muhafaza edilmistir.

3.8. pX1 Plazmit DNA’nin Kompetent Hiicreye Transformasyonu

DH5a E. coli bakterileri -80°C’den alinmis ve buz iizerinde -eritilmistir.
Kompetent hiicre iizerine ¢ogaltilacak olan pX1 plazmit DNA’s1 eklenmis ve pipetaj
yapilmistir. Buz {lizerine 30 dakika bekletilmistir. 42°C’ye ayarlanan sicak su
banyosunun i¢inde 40-50 saniye bekletilip hemen buz lizerine alinip 2 dakika bu sekilde
birakilmigtir. Siire sonunda {izerine 250 pL SOC besiyeri konulup pipetaj yapilmustir.
37°C’de 220 rpm c¢alkalamali etiivde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan
ampisilinli LB-agar besiyeri ortamina yayma ekimi yapilmistir. 1 gece boyunca 37°C’ye
ayarlanmis etiivde inkiibasyona birakilmistir. Petride olusan kolonilerden tek koloni
secimi yapilmistir. 5 mL ampisilinli LB-broth besiyerine ekim yapilmistir. 37°C’de 220
rpm ¢alkalamali etiivde gece boyu inkiibasyona birakilip ¢ogalmasi saglanmistir.

LB-broth besiyerinde ¢ogaltilan pX1 plazmit DNA 6rnekleri Genelet Plazmit
Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Ornekler 5 dakika 4000 rpm’de
santrifiij yapilmigtir. Siipernatant uzaklastinlmistir ve pelet {iizerine 250 pL
Resuspension Buffer eklenip pipetaj yapilmistir. Siispansiyon yeni bir tiipe aktarilmistir.
Uzerine 250 pL Lysis Buffer eklenip 8 kere alt iist edilmistir. 350 pL Neutralization
Buffer eklenip tekrar 8 kere alt {ist edilmistir. Sonrasinda ornekler 5 dakika 12000
rpm’de santrifiij edilmistir. Slipernatant filtre lizerine konulup 1 dakika 12000 rpm’de
santrifiij yapilmistir. Filtre tizerine 500 pL. Wash Buffer eklenip 45 saniye 12000
rpm’de santrifiij yapilmistir. Bu islem bir kere daha tekrarlandi. Filtre yeni ependorfa
aktarilmistir ve 50 uL Elution Buffer eklenip oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyona
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birakilmistir. 2 dakika 12000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Elde edilen plazmit DNA -
20°C’de muhafaza edilmistir.

3.9. pX1 Plazmitine 2A Peptid Dizisinin Aktarilmasi

2A peptid gen dizisi IDT (Integrated DNA Technologies) firmasindan
pIDTSMART-AMP plazmitine klonlanmig bigimde satin alinmistir. pX1 plazmitinden
ve 2A peptid dizisini bulunduran plazmitten 1 pg alimip. 1 pLL Fast Digest Notl enzimi
ve 1 pL Fast Digest Sall enzimi ile kesim yapilmistir. Inkiibasyondan alman kesim
enzim iiriinleri GeneJET PCR Purification Kit kullanilarak saflastirilmistir. Ornekler -
20°C’ye kaldirilmistir. Sall-Notl enzimleriyle kesilip ve piirifiye edilen pX1 ve 2A
peptid dizileri T4 DNA Ligase ile birlestirilmistir.

Transformasyon igin, DHS5a E. coli bakterilerine heat shock yontemi ile
aktarilmistir. Heat shock yonteminde DH5a E. coli bakterileri -80°C’den alinmis ve buz
tizerinde eritilmistir. Kompetent hiicre {izerine ¢ogaltilacak ligasyon iirlinii eklenmis ve
pipetaj yapilmistir. Buz {izerine 30 dakika bekletilmistir. 42°C’ye ayarlanan sicak su
banyosunun i¢inde 50 saniye bekletilip hemen buz iizerine alinip 2 dakika bu sekilde
birakilmistir. Siire sonunda iizerine 250 pL SOC besiyeri konulup pipetaj yapilmustir.
37°C’de 150 rpm calkalamali etiivde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Hazirlanan
ampisilinli LB-agar besiyeri ortamina yayma ekimi yapilmistir. 1 gece boyunca 37°C’ye
ayarlanmis etiivde inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin ¢ogalan kolonilerden tek koloni
se¢imi yapilmigtir. 5 mL ampisilinli LB-broth besiyerine ekim yapilmigtir. 37°C’de 220
rpm ¢alkalamali etiivde gece boyu inkiibasyona birakilip ¢ogalmasi saglanmistir. LB-
broth besiyerinde gogaltilan pX1+2A peptid dizisi drnekleri GeneJet Plazmit Miniprep
Kit’i ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Izolasyonu yapilan pXI+2A plazmiti
5’GTAAAACGACGGCCAGT’3 ve 5°CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri ile
sekanslanmaistir.

3.10. Ngn3, Pdx1 ve MafA ORF’lerinin 2A Peptidiyle Birlestirilmesi

Fare Pdx1, Ngn3 ve MafA ag¢ik okuma c¢erceveleri (open reading frame, ORF)
sentezlendirilip pUC57 plazmitine klonlanmis bigimde GenScript firmasindan satin
almmustir. Bu gen dizilerinden sadece MafA ORF’sinde stop kodonu bulunmaktadir.
Fare Pdx1 (P), Ngn3 (N) ve MafA (M) gen dizisini tasiyan plazmitlerden 1 pg alinip
sirastyla BamHI, Sall-Bcul ve Clal kesim enzimleriyle kesilmistir. Olusan trtinler
%0,8’lik agaroz jele yiiklenmis ve sirasiyla 858 bg, 657 bg ve 1086 bg¢’dan olusan
irlinler jelden izole edilerek piirifiye edilmistir.

2A peptid dizisini igeren pX1 plazmitinden (pX1+2A) 1 pg alinarak BamHI
kesim enzimi ile kesilmistir. Olusan iriin filtre kullanilarak piirifiye edilmistir. BamHI
ile kesilen pX1+2A iriinii ve jelden izole edilen P kesim iiriinii T4 DNA Ligase ile
birlestirilmistir. Olusan ligasyon triinii (pX1+2A+P) heat shock yontemiyle DHS5a E.
coli kompotent hiicrelerine transformasyon yapilmigtir. Cogaltilan pX1+2A+P plazmit
ornekleri Genelet Plazmid Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Izolasyonu
yapilan pX1+2A+P plazmitinin dogrulanmasi 5’AGTGCCACGAACTTCTCTCTG’3
ve 5’CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri ile sekanslanmistir. Sekanslama
sonucuna gore dogru ligasyon ornekleri secilmistir.
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pX1+2A+P plazmitinden 1 pg alinarak Sall-Bcul kesim enzimleri ile kesilmistir.
Olusan trtn filtre kullamlarak piirifiye edilmistir. Sall ve Bcul kesim enzimleri ile
kesilen pX1+2A+P iirlinii ve jelden izole edilen N kesim {irlini T4 DNA Ligase ile
birlestirilmistir. Olusan ligasyon {iriinii (pX1+2A+N+P) heat shock yontemiyle DH5a
E. coli kompotent hiicrelerine transformasyon yapilmistir. Cogaltilan pX1+2A+N+P
plazmit ornekleri GeneJet Plazmid Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir.
Izolasyonu yapilan pX1+2A+N+P plazmitinin dogrulanmast
5’GTAAAACGACGGCCAGT’3 ve 5°CACGGGTCCTTGTAGAGCTG’3 primerleri
ile sekanslanmistir. Sekanslama sonucuna gore dogru ligasyon ornekleri segilmistir.

pX1+2A+N+P yapisindan 1 ug Clal kesim enzimi ile kesilmistir. Olusan iiriin
filtre kullanilarak piirifiye edilmistir. Clal ile kesilen pX1+2A+N+P iiriinii ve jelden
izole edilen M kesim firlinii T4 DNA Ligase ile birlestirilmistir. Olusan ligasyon tiriinii
(pX1+2A+N+P+M) heat shock yontemiyle DHS5a E. coli kompotent hiicrelerine
transformasyon yapilmistir. Cogaltilan pX1+2A+N+P+M (pX1+NPM) plazmit
ornekleri Genelet Plazmid Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir. izolasyonu
yapilan pX1+2A+N+P+M plazmitinin dogrulanmasi
5’GGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGC’3 ve 5’CAGGAAACAGCTATGAC’3
primerleri ile sekanslanmistir. Sekanslama sonucuna goére dogru ligasyon ornekleri
secilmistir.

Olusan pX1+NPM ligasyon iiriinii heat shock yontemiyle DHS5a E. coli
kompotent hiicreye transformasyon yapilmigtir. Cogaltilan pX1+NPM plazmit 6rnekleri
GenelJet Plazmid Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmustir. izolasyonu yapilan
pX1+NPM plazmitinin dogrulanmasi igin 5’GGCAGAGGAAGTCTTCTAACATGC’3
ve 5’CAGGAAACAGCTATGAC’3 primerleri ile sekanslanmustir. Sekanslama
sonucuna gore dogru ligasyon ornekleri secilmistir.

3.11. NPM Konstraktinin pTNT Vektoriine Aktarimi

NPM (2798 bg) yapilart pX1 plazmitinden Sall ve Notl enzimleri kullanilarak
cikarilmigtir. Elde edilen iiriin %0,8’lik agaroz jelde 3 saat 50V’da yiiriitiilmiistiir.
Kesim sonrasi beklenen tiriin (2791 bg) jelden kesilerek GeneJET Gel Extraction Kit ile
saflagtirilmastir.

BamHI ClaI Notl

Ngn3 P2A Pdx1 T2A Mafa
|

Spel BamHI Clal

Sekil 3.1. Olusturulan NPM sentetik pmRNA

PTNT vektori heat shock yontemiyle DHSoa E. coli bakterilerine
transformasyonu gergeklestirilmistir. Cogaltilan pTNT vektorii Genelet Plazmid
Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde edilen plazmit DNA -20°C’ye
kaldirilmigtir. Bir sonraki asamaya gegerken Orneklerin miktar ve saflik Olglimii
BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi ile yapilmistir. pTNT vektoriinden (Sekil 3.2) 3
pg almip Notl ve Sall enzimleri ile kesilmistir. Elde edilen kesim iiriinii %0,8’lik agaroz
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jelde 3 saat 50V’da yiiriitiilmiistiir. Kesim sonrasit beklenen iiriin (2860 bg) jelden
kesilerek GeneJET Gel Extraction Kit ile saflastirilmistir. Sonraki asamaya gecerken
orneklerinin miktar ve saflik olglimii BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi ile
yapilmistir.

17
SP6
5 p—-globin
leader seq.
Xhol (84
EcoRI |89
Miul ?85
Kpnl
Poly(A)3o Xbal 107
pTNT™ Vector Tail Sall 113
(2,871bp) 7 Accl 118
Terminator Smal
Bstzl [124
124
BamHI 208

Sekil 3.2. pTNT vektorii (Anonymous 2)

Sall ve Notl kesim enzimleri ile kesilip piirifiye edilen pTNT plazmiti ve NPM
yapist T4 DNA Ligase ile birlestirilmistir. pTNT+NPM konstrakti heat shock
yontemiyle DH5a E. coli bakterilerine transformasyonu gergeklestirilmistir. Cogaltilan
pTNT vektorii Genelet Plazmid Miniprep Kit ile plazmit izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen iirlinii dogrulamak i¢in %0,8’lik agaroz jelde 3 saat 50V’da yiiriitiilmiistiir.
Ligasyon sonras: beklenen iiriin 5651 b¢ olmalidir. Orneklerin miktar ve saflik dl¢iimii
BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi ile yapilmistir.

3.12. pTNT+ NPM Plazmitinin Bglll ve Ndel Enzimleri ile Kesimi

PTNT+NPM plazmitinden 3 pg alinip Bglll ve Ndel enzimleri ile kesim
yapilmistir. Elde edilen iirlinii dogrulamak i¢in %0,8’lik agaroz jelde 3 saat 50V’da
yiriitiilmiistiir. Kesim sonrast beklenen (3470 bg) iiriin GeneJET Gel Extraction Kit ile
piirifiye edilmistir. Elde edilen {iriin -20°C’de muhafaza edilmistir. Orneklerinin miktar
ve saflik dl¢iimii BioDrop pLite Spektrofotometre cihazi ile yapilmistir.

3.13. Invitro Transkripsiyon Reaksiyonu (IVT)

IVT reaksiyon karigimi igin; 2,5 pL Anti Reverse Cap Analog (ARCA, 3°-O-
Me-m’G(5" )ppp(5')G), 0,8 uL GTP, 4 uL ATP, 3 pL 5-metilsitozin (5-me-CTP), 3 uL
psodoiiridin (pUTP), 16 uL (~1-2 pg) NPM konstrakti, 4 uL. 10X T7 enzimi, 4 uL 10X
T7 tampon c¢ozeltisi ve 2.7 pL ddH20 eklenerek 40 uL’lik karisim hazirlanmustir.
Olusan IVT karisimi 4 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmigtir. DNA’y1 ortamdan
uzaklastirmak igin 2 pL Turbo DNaz enzimi eklenmis ve 15 dakika 37°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. IVT reaksiyon iiriinii GeneJet RNA Purification Kit ile
iretici firmanin 6nermis oldugu protokolle saflagtirilmistir. Saflagtirilan IVT {iriinline 2
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puL Antartik Fosfataz, 10 pL tampon ¢ozelti eklenmis ve 1 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Sonrasinda GeneJet RNA Purification Kit ile iiretici firmanin 6nermis
oldugu protokolle saflastirilmistir. RNA 6rneklerinin miktar ve saflik 6lgiimii BioDrop
uLite Spektrofotometre cihaz1 ile yapilmistir. Elde edilen RNA’larin  son
konsantrasyonu TE tampon ¢ozeltisiyle 100 ng/uL olacak sekilde boliinmiistiir ve -
80°C’de saklanmus.

Enzim in vitro
ile kesim Transkripsiyon 1

> F@m‘wﬁ'\‘i\ﬂf@mﬁ e RS~ s 1AM

Dogrusal DNA Polisistronik mRNA

Sekil 3.3. Sentetik pmRNA
3.14. Hiicre Kiiltiirii

Sigan asinar hiicre hatt1 olan AR42J-B13 hiicreleri s1v1 azotta (-196°C) muhafaza
edilmistir. S1vi azottan alinan hiicreler 37°C’ye ayarlanmig su banyosunda iginde kiigiik
buz parcasi kalacak sekilde eritilmistir. %70’lik etil alkolle sterilize edilmis ve steril
kabin igerisine alinmistir. Mikropipetle hiicreler tiipiin igerisinden alinarak 15 mL’lik
santrifiij tiiplinlin icerisine aktarilmigtir. 37°C ve %5 CO2’li ortamda 1sitilmis; L-
glutaminli diisiik glikozlu DMEM, 1X antibiyotik-antimikotik (anti-anti), %10 FBS ve
1X non esansiyel aminoasit (NEAA) iceren hiicre kiiltiirii ortamindan 1 mL alinmis ve
damlalar halinde 15 mL tiplin igerisindeki hiicrelerin iizerine birakilip tiip
calkalanmustir. Son hacim 12 mL olacak sekilde medyum eklenmistir. 300 g’de 5
dakika santrifiij yapilmistir. Hiicre peletini kaldirmadan slipernatant kismi
uzaklastirllmistir. Hiicre peleti 10 mL medyum igerisinde ¢oziilmiis ve T-75 kiiltiir
kabina aktarilmigtir. Hiicre yogunlugu %90 oluncaya kadar iki giinde bir, 5 mL PBS ile
hiicreler yikandiktan sonra hiicreler taze hiicre kiiltiirii ortami eklenmistir. Uygulama
asamas! icin hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma pasajlanmistir. Oncelikle
kiiltiir lizerindeki ortam uzaklagtirilmistir. PBS ile iki kez yikama yapilmistir. Hiicre
tizerine 3 mL tripsin enzimi eklenip ve 5 dakika 37°C ve %5 CO2’li ortamda inkiibe
edilmistir. Mikroskop altinda hiicrelerin T-75’lik  kiiltiir kabindan ayrildiklar
gozlendikten sonra ilizerine 12 mL hiicre kiiltiir ortami eklenip 15 mL’lik tiipe
konulmustur. 5 dakika 37°C 300g’de santrifiij edilmistir. Hiicre peletini kaldirmadan
stipernatant kismi1 uzaklastirilmistir. Pelet hiicre kiiltiirii ortam ile ¢oziindiiriilmiistiir ve
hiicre sayim1 yapilmistir. Her kuyucuga 6000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina ekim yapilmistir. Geri kalan hiicrelerin iizerine esit hacimde 2X dondurma
ortami eklenmistir. Once -80°C’de bir gece bekletilmistir. Hiicreleri uzun siire saklamak
amacityla sivi azot ortaminda (-196°C) muhafaza edilmistir.
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3.14.1. AR42J-B13 hiicrelerine transfeksiyon

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 6000 adet AR42J-B13
hiicre hattindan ekim yapildiktan 24 saat sonra antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortami
konulmustur. Lipofectamine 2000 araciligiyla transfeksiyon yapilmustir.

o Sentetik pmRNA transfeksiyonu+VPA uygulamasi;

10 mL antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortamimna 10 uL B18R eklenmistir. Her bir
kuyucuga 100 uL olacak sekilde eklenmistir. Ayrica son hacimde (200 pL) 0,25 mM
VPA olacak sekilde hiicre iizerine eklenmistir. IVT yapilip saflik ve miktar analizi
yapilan sentetik pmRNA’lardan 3 pL (100 ng/uL) ependorfa alinarak Opti-MEM (pH:
7,6) ile 50 pL’ye tamamlanmistir ve pipetaj yapilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Ana karisim ig¢in baska bir ependorfa 6rnek basina 49,5 uL
Opti-MEM (pH: 7,6) eklenmistir ve lizerine 0,5 pL. Lipofectamine 2000 konulmustur.
Pipetaj yapilip oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra ana
karisgimdan 50 pL alinarak iki ependorf 100 pL’ye tamamlanip ve oda sicakliginda 30
dakika inkiibasyona birakilmistir. Islem sonunda hiicre iizerine (100 pL) eklenmistir. Bu
islem sentetik pmRNA verilen tim kuyucuklar i¢in yapilmistir. Bu islem 24 saat
araliklarla 3 kez tekrarlanmistir. Sonrasinda izolasyon asamasina gecilmistir. Bu
deneyin biyolojik tekrar sayis1 2, teknik tekrar say1 2’dir.

pmRNA
% transfeksiyonu
MW | RNA cDNA
ekim I | izolasyonu kPZR
0 1 2 3 4 5
Giin = | 1 | | :
Ant+ medium | Ant- medium + BI1SR |
Kontrol 200ng VPA 200ng + VPA
pmRNA - + - -
VPA - - + +

Sekil 3.4. Sentetik pmRNA transfeksiyonu+VPA uygulamasi
e Sentetik pmRNA transfeksiyonu+LPS uygulamasi;

96 kuyucuklu kiiltlir kabina pasajlanan hiicrelere 24 saat sonra son hacimde (200
uL) 0,3 ug LPS olacak sekilde uygulanmistir. Daha sonra 37°C ve %5 COz’li ortamda 2
saat inkiibasyona birakilmistir. IVT yapilip saflik ve miktar analizi yapilan sentetik
pmRNA’lardan 2 uL ve 3 uL (100 ng/ pL) alinarak ayri1 ependorflara konulmustur. Her
bir ependorf Opti-MEM (pH: 7,6) ile 50 puL’ye tamamlanmistir ve pipetaj yapilmistir.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ana karisim i¢in baska bir
ependorfa 6rnek basma 49,5 uL Opti-MEM (pH: 7,6) ve 0,5 uL Lipofectamine 2000
konulmustur. Pipetaj yapilmistir ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmustir.
Daha sonra ana karigimdan 50 pL alinarak dort ependorf 100 pL’ye tamamlanmistir ve
oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. islem sonunda hiicre iizerine (100
uL) eklenmistir. Bu islem sentetik pmRNA verilen tiim kuyucuklar i¢in yapilmistir. Bu
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islem 24 saat araliklarla 3 kez tekrarlanmigtir. Sonrasinda RNA izolasyonu yapilmistir.
Bu deneyin biyolojik tekrar sayisi 3, teknik tekrar say1 2’dir.

pmBENA
. transfeksiyvonu
I‘«[V!r 96 | RNA cDNA
ekim ‘ | izolasyonu kPZR
0 1 2 3 4 5
Giin I ] ] ] ] I
Ant+ medium ‘ Ant- medium |

Uygulama| Kontrol | 200ng | 300ng LPS |200ng + LPS(300ng + LPS
pmENA _ + + - + +
LPS - - - + * *

Sekil 3.5. Sentetik pmRNA tranfeksiyonu+LPS uygulamasi

o Sentetik pmRNA tranfeksiyonu+LPS uygulamasi+Adenoviriis-GFP
transdiiksityonu;

Transfeksiyon asamasindan &nce elimizde bulunan titresi 1x10*2 p/mL olan
adenovirisiin-GFP (Green Fluorescent Protein) optimum hiicre canlilik-6liim oranlarini
bulmak i¢in konsantrasyon taramasi yapilmistir. Bunun i¢in farkli MOI (multiplicity of
infection) degerleri (10-20-30-40-50-60-70-80-90-100-110-120-130-140-150-160-170-
180-190-200-250-300-350-400-450-500) hesaplanmustir.

Hiucre sayist X MOI

viris miktar:t (mL) = —— -
Viris titresi

Daha sonra 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 6000 adet
AR42J-B13 hiicre hattindan ekim yapilmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin kiiltlir ortami
yenilenmis ve hesaplanan konsantrasyon miktarlarinda adenoviriis-GFP eklenmistir.
Adenoviriis-GFP uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra hiicreler floresan mikroskop
altinda goriintiilenmistir. Olii hiicre/canli hiicre oranmna bakilip hiicreleri 6ldiirmeyen
fakat en fazla floresan 1simanin oldugu optimum konsantrasyon olarak 150 MOI
belirlenmistir. Adenoviriis-GFP hiicrelere transfeksiyonun ilk giiniinde uygulanmustir.
Sonraki gilinlerde adenoviriis uygulanmamistir. Sadece bir kuyucuga transfeksiyondan
24 saat once adenoviriis uygulanmistir. IVT yapilip saflik ve miktar analizi yapilan
sentetik sentetik pmRNA’lardan 2 puL ve 3 pL (100 ng/uL) ayr1 ependorflara alinmustir.
Her bir ependorf Opti-MEM (pH: 7,6) ile 50 pL’ye tamamlanmistir ve pipetaj
yapilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ana karisim igin
baska bir ependorfa Ornek basina 49,5 pL Opti-MEM (pH: 7,6) ve 05 pL
Lipofectamine 2000 konulmustur. Pipetaj yapilmistir ve oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Ana karistmdan 50 pL alinarak bes ependorf 100 pl’ye
tamamlanmustir ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilmistir. islem sonunda
hiicre tlizerine (100 pL) eklenmistir. Bu islem sentetik pmRNA verilen tiim kuyucuklar
icin yapilmistir. Bu islem 24 saat araliklarla 3 kez tekrarlanmistir. Sonrasinda RNA
izolasyonu yapilmistir. Bu deneyin biyolojik tekrar sayisi 2, teknik tekrar say1 4’tiir.
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pmRNA
MW96 transfelksiyonu SR AR
T cDIN/

ekim | | | izolasyonu kPZR

0 = 1 2 3 4 5

Giin | | | | | | |

| '

Ant+ medium Ant- medium |

Uygulama| Kontrol | 200ng | 300ng | LPS [200ng +LPS|300ng + LPS [Ad-GFP +300ng *

pmRNA - + + - + pE +
LPS = = = + + =+ =
Ad-GFP - + + + ik + +

Sekil 3.6. Sentetik pmRNA tranfeksiyonu+LPS uygulamasi+Adenoviriis-GFP
transdiiksiiyonu

e Sentetik pmRNA transfeksiyonu +Adenoviriis-GFP transdiiksiiyonu;

Viriis uygulamasi yapilacak hiicrelere transfeksiyonun ilk giiniinde 150 MOI
adenoviriis-GFP uygulanmistir. IVT yapilip saflik ve miktar analizi yapilan sentetik
pmRNA’lardan 5 pL ve 10 pL (100 ng/uL) ayr ependorflara alinmistir. Her bir
ependorf Opti-MEM (pH: 7,6) ile 50 uL’ye tamamlanmistir ve pipetaj yapilmistir. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ana karigim i¢in baska bir ependorfa
ornek basina 49,5 uL Opti-MEM (pH: 7,6) ve 0,5 puL Lipofectamine 2000 konulmustur.
Pipetaj yapilmistir ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ana
karisimdan 50 puL alinarak dort ependorf 100 puL’ye tamamlanmistir ve oda sicakliginda
30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Islem sonunda hiicre iizerine (100 pL) eklenmistir.
Bu islem sentetik pmRNA verilen tim kuyucuklar i¢in yapilmistir. Bu islem 24 saat
araliklarla 3 kez tekrarlanmistir. Sonrasinda RNA izolasyonu yapilmistir. Bu deneyin
biyolojik tekrar sayisi1 2, teknik tekrar say1 2’dir.

pmRNA
. transfeksiyonu
M\’? 96 | RNA cDNA
ekim | I izolasyonu kPZR
0 1 2 3 4 5 7 8
Giin | ] 1 I 1 1 ] |
Ant+ medium Ant- medium |

Uygulama| Kontrol | 500ng | 1000ng | Ad-GFP| 500ng | 1000ng
pmRNA - + + - + +
Ad-GFP = = = R + +

Sekil 3.7. Sentetik pmRNA transfeksiyonu+Adenoviriis-GFP transdiiksiiyonu
3.14.2. RNA izolasyonu

Yapilan deneyin siiresine bagli olarak transfeksiyon islemi bittikten 24 saat
sonta RNA izolasyonu TRIzol Reagent ile iiretici firmanin talimatlar1 uygulanarak
yapilmistir. RNA Ornekleri -80°C’de muhafaza edilmistir. Izole edilen RNA
orneklerinin miktar ve saflik dl¢timleri yapilmistir.
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3.15. DNaz Uygulamasi ve cDNA Sentezi

Elde edilen RNA orneklerinden 500 ng alinarak DNaz I enzim uygulamasi
yapilmistir. Bunun i¢in; 10X tampondan 1 pL, DNaz I enziminden 1 pL eklenmis ve
son hacim ddH.O ile 10 pL ye tamamlanmustir. 37°C’de 45 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Sonra iizerine 1 pL. EDTA (50 mM) eklenmistir. 65°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. DNaz uygulamasindan sonra ornekler iScript cDNA Sentez
Kit kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokolle cDNA sentezi yapilmustir.

3.16. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kPZR)

cDNA ornekleri kantitatif PZR yapilarak Light Cycler 96 system (Roche, Basel,
Switzerland) cihazinda analiz edilmistir. KPZR karisimi: 5 uL iTaq Universal SYBR
Green Supermix karigimi, 0,2 puL forward, 0,2 pL reverse primer (Cizelge 3.2), 1 puL
cDNA (~200 ng) ve 3,6 pL dH20 olacak sekilde hazirlanmistir. Iki tekrar halinde
hazirlanan 6rneklerin kPZR'leri, 95°C 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C 15
saniye denatiirasyon, 60°C’de 60 saniye baglanma ve uzama, olacak sekilde 40 dongii
olarak yapilmistir. Karsilastirmali 6lgtiim -log2 (Relative expression to p-actin-control)
ile hesaplandi. Ekzogenik Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin, endogenik Insl ve Ins2
genlerinin ekspresyon seviyeleri B-aktin ekspresyonuyla normalize edilmistir.

3.17. immiinofloresan Boyama

Son transfeksiyon isleminden 16 saat sonra boyama yapilmistir. Boyama islemi
icin Oncelikle hiicre kiiltiir ortami uzaklastirilmistir. 3 kez 1X PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. Hiicreleri sabitlemek i¢in 150 pL formalin (%210) eklenmis ve oda
sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Formalin uzaklagtirilmistir ve 1X PBS
ile 3 kez 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama gergeklestirilmistir. Bu iglemin ardindan
150 puL %0,2 PBS-TritonX-100 (v/v) konulup oda sicaklinda 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Hiicreler tizerinden PBS-TritonX-100 uzaklastirilip 150 puL %0,1 PBS-
Tween 20 (v/v) 3 kez 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama ger¢eklestirilmistir.
Sonrasinda 150 uL %5 BSA-PBS-Tween 20 (w/v) konulup oda sicakliginda 2 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerinden %5 BSA-PBS-
Tween 20 uzaklastirlmistir ve 150 pL %0,1 PBS-Tween 20 (v/v) 3 kez 5 dakikalik
inkiibasyonlarla yikama gergeklestirilmistir. %1 BSA-PBS-Tween 20 ¢ozeltisi iginde
birincil antikorlar; insilin 1:200, PDX1 1:3000, NGN3 1:100 ve MAFA 1:100
oranlarinda hazirlanilmistir. Her bir kuyucuga 150 uL birincil antikor konulmustur ve
gece boyu +4°C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Birincil antikorlar uzaklastirilip
150 pL %0,1 PBS-Tween 20 (v/v) 3 kez 5 dakikalik inkiibasyonlarla yikama
gerceklestirilmistir. Bu islemden sonra hiicre kiiltiir kab1 151k gegirmeyen bir malzeme
ile kapatilarak sadece islem anlarinda acilmistir. %1 BSA-PBS-Tween 20 c¢ozeltisi
igerisinde 1:400 oraninda sekonder antikor hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 150 uL
sekonder antikor konulmustur ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Sekonder antikorlar uzaklastirilip 150 uL %0,1 PBS-Tween 20 (v/v) 3 kez 5 dakikalik
inkiibasyonlarla yikama ger¢eklestirilmistir. Hoechst boyasi 1:400 oraninda %1 BSA-
PBS-Tween 20 ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 150 pL Hoechst
boyast konulup oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
asamasindan sonra 3 kez 1X PBS ile yikama gerceklestirilmistir. Son olarak hiicre
tizerine 200 pL 1X PBS eklenilip floresan mikroskopta goriintiilenmistir.
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3.18. istatistiksel Analiz

Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistiksel analiz degerlendirmesi igin,
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc. USA) programi kullanilmistir. Bulgular
istatistiksel olarak degerlendirilirken Student’s t-testi yapilmistir. Sonuglar %95°1ik
giiven araliginda ve anlamlilik p<0,05 seviyesinde degerlendirilmistir. Verilerin
ortalamasi = SEM olarak gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu

300 ng sentetik pmRNA transfekte edilen AR42J-B13 hiicreleri uygulamadan 48
saat sonra mikroskopta incelenmis ve morfolojilerinin degistigi gozlenmistir (Sekil 4.1).
Oval bir morfolojiye sahip olan AR42J-B13 hiicreleri uygulamadan sonra fibroblast-
benzeri bir morfoloji kazanmislardir. Benzer bir morfolojik degisim Onceki hiicre
farklilastirma ¢alismalarinda da gézlenmistir (Akinci vd. 2012). Bu bulgular sonucunda

sentetik pmRNA transfeksiyonunun hiicreyi farklilastirmaya basladigi diistintilmiistiir.

Sekil 4.1. PNM sentetik pmRNA’s1 verilmis hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler
(Cetvel 100 um’dir)

4.2. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu +VPA uygulamasi

3 giin boyunca 300 ng sentetik pmRNA ve VPA uygulanan AR42J-B13
hiicrelerinde Pdx1, Ngn3, MafA, Insl ve Ins2 genlerinin ekspresyonu gergek zamanli
KPZR ile belirlenmistir. Sekil 4.2’te bu genlerin ekspresyonlar1 gosterilmistir. 300
ngtVPA uygulamasindan sonra ekzogenik Ngn3 gen ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli, Pdx1 ve MafA gen ekspresyonlarinda ise istatistiksel olarak anlamli
olmayan artislar gézlenmistir. Sentetik pmRNA ile uygulanan VPA’nin Ngn3, Pdx1 ve
MafA gen lokuslarindaki histon protein yapisini degistirerek kromozom yapisini
gevsettigi ve boylece genlerin ekspresyonunu arttirdigi diistiniilmiisttir.
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Sekil 4.2. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu+VPA uygulanmasi
sonucu hedef genlerin ger¢cek zamanli kantitatif-PZR sonuglari

4.3. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu +LPS uygulamasi

3 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (200 ng ve 300 ng) sentetik pmRNA
transfeksiyonu ve LPS uygulanan AR42J-B13 hiicrelerinde Pdx1, Ngn3, MafA, Insl ve
Ins2 genlerinin ekspresyonu gercek zamanli KPZR ile belirlenmistir. Sekil 4.3’te bu
genlerin ekspresyonlar gosterilmistir. 300 ng+LPS uygulamasindan sonra Insl ve Ins2
genlerinde artis gozlenmistir. Fakat bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmiistiir. Onceki farklilastirma calismalarinda hiicrelere uzun siire sentetik pmRNA
uygulama yapildiginda hiicrelerin farklilasma gosterdigi ve gen ekspresyon profillerinin
degistigi bildirilmistir (Li W. vd. 2014; Koblas vd. 2016). Yapilan bu uygulamalarin 3
giin degil de 21 giin uygulandiginda bu artislarin istatistiksel olarak anlamli olabilecegi
distinilmiistiir.

25

Pdx1
Ngn3
M afA

Insl

Ins2

-log2 (Relative expression to

P-Actin and Control, -AAC )

LPS 200ng 200ng 300ng 300ng
+LPS +LPS

Sekil 4.3. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu+LPS uygulanmasi
sonucu hedef genlerin gergek zamanl kantitatif-PZR sonuglari
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4.4. AR42J-B13 hiicreleri icin ideal Ad-GFP transdiiksiiyon konsantrasyonunun
belirlenmesi

Onceki calismalarimizda NPM  kombinasyonu hiicrelere  adenoviriisler
yardimiyla aktarildiginda insiilin iiretiminde anlamli bir artis oldugu gézlenmistir (Unal
2018). Bu tez calismasinda ise NPM dizisi sentetik pmRNA olarak uygulandiginda
insiilin gen artisinda diisiik ekspresyon gorildiiglinden viral uygulamanin hiicre
programlamasindaki etkisinin benzerini olusturmak igin hiicrelere sentetik pmRNA ile
Ad-GFP uygulamasi yapilmistir. Ad-GFP uygulamasi i¢in de optimum konsantrasyon
belirlenmistir.

Optimum Ad-GFP konsantrasyonun belirlenmesi i¢in farkli MOI’larda Ad-GFP
AR42J-B13 hiicrelerine uygulanmigstir. Yapilan transdiiksiyon calismasi sonucunda 150
MOI optimum konsantrasyon olarak bulunmustur (Sekil 4.4). Bu konsantrasyon degeri
hiicreler igin sitotoksik bir etki yaratmamistir ve GFP orani bu konsantrasyonda en
yiiksek seviyede bulunmustur. Daha diisiik konsantrasyonlarda GFP 1simasi diisiik
olmustur, daha yiiksek konsantrasyonlarda Ad-GFP’nin hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkisinin arttig1 gézlenmistir.
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4.5.  AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu +LPS uygulamasi
+Adenoviriis-GFP transdiiksiiyonu

Ideal konsantrasyonu 150 MOI olarak belirlenen Ad-GFP, AR42J-B13
hiicrelerine sentetik pmRNA ve LPS ile ayn1 anda sadece birinci giin uygulanmistir. Bu
kuyucuklara ikinci ve tligiincii giinde Ad-GFP uygulanmayip sadece sentetik pmRNA ve
LPS uygulanmistir. Ay bir kuyucuga sentetik pmRNA ve LPS uygulanmadan 24 saat
once Ad-GFP uygulamasi yapilmistir. 3 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda sentetik
pmRNA, LPS ve Ad-GFP uygulanan AR42J-B13 hiicrelerinde ekzogenik Pdx1, Ngn3,
MafA, endogenik Insl ve Ins2 genlerinin ekspresyonu gercek zamanli kPZR ile
belirlenmistir. Sekil 4.5’te bu genlerin ekspresyon seviyeleri gosterilmistir.
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Sekil 4.5. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu +LPS uygulamasi
+Adenoviriis-GFP transdiiksiiyonu sonucu hedef genlerin gercek zamanl: kantitatif-PZR
sonuglari

Yapilan uygulamalarda sentetik pmRNA kullanildiginda Pdx1, Ngn3 ve MafA
ekspresyon seviyesinin Ad-PNM uygulamasina goére daha fazla eksprese oldugu
goriilmustiir. Fakat Ins1 ve Ins2 genlerinin ekspresyon seviyesi Ad-PNM uygulamasi
yapildiginda sentetik pmRNA uygulamasina gore asir1 eksprese olmustur. Sentetik
PMRNA ile iiretilen Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri insiilin tiretimi i¢in gerekli olan etkiyi
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olusturamamuistir.

Ad-PNM olarak uygulama yapildiginda hiicrelerde insiilin genlerinin
ekspresyonunun anlamli olarak arttigi sentetik pmRNA olarak uygulandiginda ise
anlamli bir artisin olmadigr goriilmiistiir. Sentetik pmRNA ve sentetik pmRNA+Ad-
GFP uygulamasi yapildiginda genler aras1 ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli  bir artis goOrilmemistir. Ayrica Ad-GFP’nin 24 saat oOnce (Ad-
GFP(24h)+300ng) verilmesinin gen ekspresyon seviyesinde bir degisiklige yol
agmadigr gorilmiistiir. 200 ng uygulamasinin ise Insl ve Ins2 genlerindeki artiginin
diger uygulamalara gore daha yiiksek ekspresyonla sonuglandigi belirlenmistir.

4.6. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu+Adenoviriis-GFP
transdiiksityonu

5 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (500 ng ve 1000 ng) sentetik pmRNA
ve Ad-GFP uygulanan AR42J-B13 hiicrelerinde ekzogenik Pdx1, Ngn3, MafA,
endogenik Insl ve Ins2 genlerinin ekspresyonu gergcek zamanl Kantitatif-PZR ile
belirlenmistir. Sekil 4.6’da bu genlerin ekspresyonlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.6. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA transfeksiyonu+Adenoviriis-GFP
transdiiksiiyonu sonucu hedef genlerin ger¢ek zamanli kantitatif-PZR sonuglari

Yapilan ¢aligmalarda 200 ng ve 300 ng olarak uygulanan sentetik pmRNA’nin
yeterli olmadigi disiintiliip 500 ng ve 1000 ng konsantrasyonlarinda sentetik pmRNA
uygulanmistir. kPZR analizi sonucu 500 ng ve 500 ng+Ad-GFP arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gériilmemistir. Ayn1 zamanda 1000 ng ve 1000 ng+Ad-GFP
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir. Ancak 500 ng ve 1000 ng
sentetik pmRNA verildiginde ekzogenik Ngn3 ve endogenik Ins2 genlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artig goriilmiistiir.

43



BULGULAR VE TARTISMA F. AKCAKALE

4.7. AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA uygulanmasi ve proteinlerin
belirlenmesi

AR42J-B13 hiicrelerine 24 saat boyunca 200 ng sentetik pmRNA uygulamasi
sonucu anti-Pdx1, anti-Ngn3 ve anti-MafA antikorlariyla boyanarak eksprese olan
Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin proteine de gevrildigi gosterilmistir. Sentetik pmRNA
uygulamasiyla Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin ifadesi gerg¢eklesmis ve PDX1, NGN3
ve MAFA proteinlerin gekirdege lokalize oldugu gosterilmistir (Sekil 4.7).

DAPI/ NGN3 DAPI / PDX1

DAPI/ MAFA

Sekil 4.7. PNM sentetik pmRNA’s1 verilmis hiicrelerde Anti-Pdx1 (yesil), Anti-Ngn3
(yesil), Anti-MafA (yesil) ve DAPI (mavi) immiin boyamasi (Cetvel 100 um’dir)
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72 saat boyunca 300 ng sentetik pmRNA verilen AR42J-B13 hiicrelerinin anti-
Insiilin antikorlariyla boyanarak eksprese olan Ins geninin insiilin proteini iirettigi
gosterilmistir. Sentetik pmRNA uygulamasiyla aktive edilen endogenik insiilin geninin
ifadesi ger¢eklesmis ve endogenik proteinlerin beklendigi {izere sitoplazmaya lokalize
oldugu gosterilmistir.

DAPI / INSULIN

DAPI / INSULIN

Sekil 4.8. PNM pmRNA’s1 uygulanmis hiicrelerde anti-insiilin (yesil), anti-insiilin
(kirmiz1) ve DAPI (mavi) immiin boyamasi (Cetvel 100 um’dir)

45



SONUCLAR F. AKCAKALE

5. SONUCLAR

Bu ¢alismada 2A linkerlar kullanilarak Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin ORF
bolgeleri basarili bir sekilde birlestirilmistir. Olusturulan dizi daha sonra IVT islemi i¢in
uygun olan pTNT vektoriine aktarilmistir. pTNT vektoriine aktarildiktan sonra vektor
kisaltilarak IVT igin optimum uzunluga getirilmistir ve bdylece IVT verimi
arttirllmistir. Daha sonra IVT yapilarak sentetik pmRNA iiretilmistir. Yapilan 6l¢im
sonucunda yliksek miktar ve saflikta sentetik pmRNA elde edilmistir. Sentetik pmRNA
dizayn1 ve in vitro sentezi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. IVT ile tretilen
sentetik pmRNA’larin AR42J-B13 hiicrelerindeki ekspresyon seviyeleri kPZR ile analiz
edilmistir. Sentetik pmRNA’nin karakterizasyon ¢alismalarinda Pdx1, Ngn3 ve MafA
ekzogenik genlerinin aktivasyonu gosterilmistir. Mikroskop altinda incelenen
hiicrelerde sentetik pmRNA uygulamasinin hiicre morfolojisini degistirdigi de
goriilmiistiir.

Ad-PNM ile yapilan ¢alismalarda Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin hiicrelere
aktarilmasi sonucu beta hiicre benzeri hiicrelerin olustugu yapilan calismalarla
gosterilmistir. Fakat adenoviriislerin kullanilmasinin igerdigi riskler nedeniyle glivenli
olmadig1 diisiiniilmektedir. Bundan dolay1 bu tez ¢alismasinda Pdx1, Ngn3 ve MafA
genleri  sentetik pmRNA seklinde iretilmistir. Viral vektorler kullanilarak
gerceklestirilen caligmalarda hiicrelerin gerek kromatin yapisinin yeniden diizenlendigi
gerekse transkripsiyon faktorlerinin hedef DNA sekanslarina daha kolay erisebildigi
diisiiniilmektedir. Bu yiizden sentetik pmRNA uygulamasinda kromatin yapisinin
yeniden modellenmesi ve transkripsiyon faktorlerinin genoma daha kolay erisebilmesi
icin VPA kullanilmistir. Ayrica viral vektorlerin immiin sistemi aktif hale getirmesinin
hiicre programlamasina etkisinin belirlenmesi i¢in sentetik pmRNA ile LPS
kullanilmistir.

Yapilan gen ekspresyon analizi sonucunda sentetik pmRNA ile VPA
kullaniminda; 300 ng sentetik pmRNA uygulamasinda, 300 ng sentetik pmRNA+VPA
uygulamasina goére Ngn3 geninde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
goriilmiistiir. LPS uygulamasinda ise gen ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis olmamistir. Ayrica sentetik pmRNA ile transfekte edilen AR42J-B13
hiicrelerinde Pdx1, Ngn3, MafA, Insl ve Ins2 genlerinin eksprese oldugu gosterilmistir.

Elde edilen sonuclardan viral vektdr kullamilarak yapilan gen aktarim
calismalarinda daha iyi sonuglar gozlenmistir. Bundan dolay1 viral vektoriin etkisine
bakilmak i¢in bos bir Ad-GFP viriisii temin edilip sentetik pmRNA ile uygulanip
hiicreler lizerindeki etkisine bakilmistir. Bunun sonucunda gen ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis s6z konusu olmamistir. 300 ng sentetik
pmMRNA+150 MOI Ad-GFP uygulamasinin gen ekspresyon seviyesini arttirdigi ancak
bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmistiir. Yiiksek konsantrasyonda 5
giin boyunca sentetik pmRNA verildiginde ise hedef genlerin ekspresyonlarinda bir
artis gorlilmiistiir. Bu artis Ngn3 ve Ins2 geni icin istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

AR42J-B13 hiicrelerine sentetik pmRNA uygulanmasindan sonra yapilan
immiinofloresan boyamasinda PDX1, NGN3, MAFA ve INS proteinlerinin boyamasi
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gergeklestirilmistir.  Bunun sonucunda PDX1, NGN3 ve MAFA proteinlerinin
¢ekirdekte ve INS proteinlerinin sitoplazmada lokalize oldugu gosterilmistir.

kKPZR ve imminofloresan boyamalarinda elde edilen sonuglar neticesinde
olusturulan sentetik pmRNA’larin hiicre programlamasinda ekzogenik genlerin
ekspresyonu igin kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Bununla beraber sentetik
pmMRNA’larin rekombinant protein ve asi liretim calismalarinda da kullanilabilecegi
diistintilmektedir. Ciinkii olusturdugumuz sentetik pmRNA’dan her ii¢ proteinin tiretimi
basariyla gerceklesmistir.

Bu tez calismasiyla Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerini igeren sentetik pmRNA
olusturulmustur. Sentetik pmRNA ile ekzogenik genlerin ekspresyonu ve protein
tiretimi basariyla gerceklesmistir. Bu sonuglar ile sentetik pmRNA’nin basarili bir
sekilde olusturuldugu ve hiicre igerisindeki translasyonunda herhangi bir sorunun
olmadigr gosterilmistir. Bu tez sentetik pmRNA ile Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri
kullanilarak hiicre programlama calismalar1 i¢in bir 6n c¢alisma olmustur. Yapilan bu
caligmalara ek olarak daha uzun siireli sentetik pmRNA uygulamasi yapilarak hiicre
programlama verimliligine bakilmalidir. Sentetik pmRNA ile farklilasan hiicrelerin
glikoza duyarli olup olmadigmna, insiillin pozitif hiicre karakterlerini ne kadar
koruyabildiklerine bakilmalidir. Bu tez ¢alismasinda yapilan in vitro karakterizasyon
caligmalarina ek olarak deney hayvanlarinda in vivo karakterizasyon ¢alismalari da
yapilmalidir.
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