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OZET

PANKREATIK GENLERIN CRISPR YONTEMI iLE AKTiVASYONU
ESNASINDA FARKLI dCas9-AKTIVATOR KOMPLEKSLERININ
KARSILASTIRILMASI

Adem KABA
Yiksek Lisans, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
2. Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
Kasim 2020; 70 sayfa

Diyabet (Diabetes mellitus) instlin hormonunun olmamasi ya da etkisindeki
yetersizlik sonucu olusan, hiperglisemi ile karakterize edilen, metabolik bir hastaliktir.
Insiilin bagiml tip 1 ve insiilin bagimsiz tip 2 diyabet olmak iizere iki gesittir. Her iKi
diyabet ¢esidinde de sonucta insulin Ureten pankreatik B hiicreleri hasar gordiigii igin
insiilin yetmezIligi goriilmektedir. Gliniimiiz tedavi yontemlerine alternatif olarak farkli
hicre tiplerinden B hiicresi iiretilmesi ve iiretilen bu hiicrelerin kisiye transplantasyonu
sonucunda diyabet hastaliginin kalic1 bir sekilde tedavi edilmesi planlanmaktadir. 8
hiicresi olmayan hiicrelerin insiilin tireten hiicrelere yeniden programlanmasi diyabetin
tedavisi igin potansiyel olarak yeni rejeneratif yaklagimlar sunmaktadir. Bu kapsamda
Pdx1 geniyle beraber Ngn3 ve MafA genlerinin B hiicresinin olusturulmasinda ve
farklilagmasinda esas transkripsiyon faktorleri oldugu gosterilmistir.

Son yillarda gen diizenlemede kullanilmaya baslanilan CRISPR/Cas sistemiyle
beraber bir genin aktivasyonunun arttirilmasi/azaltilmasi ya da genin susturulmasi ¢ok
daha kolay hale gelmistir. Bir genin aktivasyonunu arttirmak i¢in dCas9 proteini ve
aktivator domain yapilar1 kullanilmaktadir. VP64, VPR ve p300 bu aktivator
domainlerden en sik kullanilanlaridir. Ancak bu aktivatorlerin aktivasyon verimleri her
bir gen icin farklilik gostermektedir. Aktivatorlerin yonlendirildikleri promotor
bdlgesinin transkripsiyon baglama noktasina uzakligi da aktivasyon verimini etkileyen
diger bir parametredir ve yine her bir gen icin farklihik gostermektedir. Bu tez
calismasinda amag¢ CRSIPR/dCas9 aktivasyon sisteminde Pdx1 ve Ngn3 genlerinin
aktivasyonu icin en ideal gRNA promotor bolgelerinin ve aktivatér domaininin (VP64,
VPR ve p300) belirlenmesidir. Sonrasinda en ideal gRNA ve aktivator domain
kombinasyonu ile endogenik genlerin aktivasyonu yoluyla B hiicresi programlamaktir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda Pdx1 ve Ngn3 geninin aktivasyonu igin hedeflenmesi
gercken promotor bolgeleri belirlenmistir. Ayrica her iki gen igin aktivasyonu en ¢ok
arttiran aktivator domainin VPR oldugu belirlenmistir. Endogenik genlerin CRISPR-
dCas9 ile aktivasyonu sonucu Yyoluyla insulin Uretebilen B hicre benzeri hicrelerin
olustugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: B hiicre programlamasi, CRISPR/dCas9, Diyabet, Gen
diizenleme, Insiilin, Ngn3, p300, Pdx1, VP64, VPR
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIFFERENT dCas9-ACTIVATOR COMPLEXES DURING
ACTIVATION OF THE PANCREATIC GENES BY CRISPR METHOD

Adem KABA
MSc Thesis in The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
2" Supervisor: Asst. Prof. Dr Ersin AKINCI
November 2020; 70 pages

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by the absence of insulin
hormone or inadequate effect, characterized by hyperglycemia. There are two types of
insulin-dependent type 1 and insulin-independent type 2 diabetes. In both diabetes,
insulin deficiency is seen as the pancreatic beta cells that produce insulin are damaged.
As an alternative to today's treatment methods, it is planned to produce  cells from
different cell types and to permanently treat diabetes disease as a result of the
transplantation of these cells to the person. Reprogramming non- f cells to insulin-
producing cells offer potentially new regenerative approaches for the treatment of
diabetes. Ngn3 and MafA genes, along with the Pdx1 gene, have been shown to be
essential transcription factors in beta cell formation and differentiation.

With the CRISPR/Cas system, which has been used in gene regulation in recent
years, it has become much easier to increase/decrease the activation of a gene or to
silence the gene. To increase activation of a gene, dCas9 protein and activator domain
structures are used. VP64, VPR and p300 are the most frequently used activator
domains. However, the activation efficiencies of these activators differ for each gene.
The distance of the promoter region from which the activators are directed to the
transcription start point is another parameter that affects the activation efficiency and
again differs for each gene. The aim of this thesis is to determine the most ideal gRNA
promoter regions and the most ideal activator domain (VP64, VPR and P300) for
activation of Pdx1 and Ngn3 genes in the CRISPR/dCas9 activation system. Then the
most ideal gRNA and activator domain combination is to program the § cell through the
activation of endogenic genes. As a result of the studies, the promoter regions to be
targeted for the activation of the Pdx1 and Ngn3 gene were determined. In addition, it
was determined that the activator domain that increases activation most for both genes
is VPR. It has been observed that (3 cell-like cells that can produce insulin are formed
through the activation of endogenic genes with CRISPR-dCas9.

KEYWORDS: B Cell Reprogramming, CRISPR dCas9, Diabetes, Gene editing,
Insulin, Ngn3, p300, Pdx1, VP64, VPR



COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Fatih CENGIZ
Assoc. Prof. Dr. Hasan MEYDAN

Asst. Prof. Dr. Ercan Selguk UNLU



ONSOz

Bu tez c¢alismasinda CRISPR/dCas9 teknolojisi ile pankreatik genlerin
aktivasyonu ele alinmistir. Bu c¢alismadan eclde edilen verilerin bundan sonraki
caligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.

Tez ¢alismam boyunca bilgi ve deneyimi ile maddi ve manevi her konuda bana
destek olan, aragtirmaci kimligi kazanmami saglayan ve her zaman daha iyisini
yapabilecegimi gosteren danisman hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’ya
sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum. Ayni zamanda Ersin Hoca’nin yoklugunda bana
kattig1 bilgi, deneyim ve her tiirlii yardimi i¢in danisman hocam Sayin Dog. Dr. Mehmet
Fatih CENGIZ’e tesekkiir ederim. Yiiksek lisans egitimim ve dgretimim boyunca bana
inanan, giivenen ve laboratuvar imkanlarin1 benden esirgemeyen biitiin bolim
hocalarima da tesekkiir ederim.

Tez c¢alismamda bana yardimci olan, teorik ve pratik bilgilerini benimle
paylasan, her zaman yanimda olan, maddi ve manevi her tiirlii destegi saglayan ve ayni
laboratuvari paylastigim basta Fatma AKCAKALE olmak iizere, Pelin UNAL, Gamze
BADAKUL, Mehmet YILDIZ, Fadime DEMIREL, Merve ILGIN BUYUKSINDIR’a
ayrica arkadaslarrm Fatma Nur DEMIR, Emirhan CIHAN ve Muhammed
BUYUKSINDIR’a sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde bana kosulsuz destek olan, her zaman hayallerimin
pesinden kosmama yardim eden, kendilerinden 6diin vererek her tiirlii fedakarligi yapan
ve bugiinlere gelmemi saglayan canim annem Fatma KABA ve babam Ahmet
KABA'’ya, sevgili kardeslerim Fatih KABA, Yavuz KABA, Ayse AKCAIR, Feyza
CIRGILOGLU, Fatmanur KOCAMAN, gelecegin mimar1 Ebubekir KABA’ya,
yengelerime, enistelerime ve yegenlerime ¢ok ama ¢ok tesekkiir ederim. Biliyorum ki
bundan sonraki akademik hayatimdaki basarilarimin arkasinda da yine KABA ailesi
olacaktir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

puL - mikrolitre
bp - baz cifti
dk : dakika

0 - delta

g : gram

kb - kilobaz

M : molar

mg  : miligram
mL  : mililitre
mM  : milimolar
ng : nanogram
nm  :nanometre
°C > santigrat
rpm  : dakikadaki devir sayisi
sn > saniye

\% > volt

a - alfa

B - beta

€ - epsilon



Kisaltmalar

DM  : Diabetes mellitus

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNA : Deoksiribo Nukleik Asit

EDTA : Etilendiamin Tetra Asetik Asit

FBS : Fetal Bovin Serum

HEK : Human Embriyonic Kidney

KPZR : Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
LB  : Luria-Bertani

NEB : New England Biolabs

OD : Optik Dansite

PBS : Phosphate Buffered Saline

PZR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA : Ribo Nukleik Asit

SOC : Super Optimal Broth

TAD : Transkripsiyonel Aktivasyon Domaini
TAE : Tris-Asetik Asit-EDTA

TBN : Transkripsiyon Baslama Noktas1

TF - Transkripsiyon Faktor(
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GIRIS A. KABA

1. GIRIS
1.1. Diyabet

Diabetes mellitus (DM), insulin hormonunda ya da etkisindeki yetersizlik
sonucu olusan, hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir hastaliktir. Insiilin
bagimli tip 1 (T1D) ve insiilin bagimsiz tip 2 diyabet (T2D) olmak Uzere iki tiptir. T1D,
pankreastaki beta (B) hiicrelerinin immiin sistem tarafindan tahrip edildigi ve bdylece
ekzojen insiilin tedavisine omiir boyu bagimli olunmasina neden olan otoimmiin bir
hastaliktir (van Belle vd. 2011). Kisilerin insiilin tedavisine dmiir boyu bagimli olmasi
hipoglisemik olaylara, enjeksiyon bolgesi komplikasyonlarina, insiilin direncine ve
alerjiye yol agabilmektedir. Ayrica bu yontemle bazi hastalarin kan sekeri seviyesini
kontrol etmekte zorlandigi da bilinmektedir. Adacik hiicre transplantasyonu glisemik
kontroliin saglanmasina ve ciddi hipoglisemik olaylardan korunmaya yardimeci olan
umut verici deneysel tedavi segenegi olarak ortaya ¢ikmustir. Ancak dondr
kaynaklarmin yetersizligi, transplant reddi ve yasam boyu immiin sistem baskilanmasi
nedeniyle bu deneysel tedavi yonteminin uygulanmasi siirl kalmistir (Zhu vd. 2017).
T2D’de ise pankreas B hucreleri insilin Uretmektedir. Fakat Gretilen bu insilin
hormonuna hedef hiicreler diizgiin bir sekilde cevap verememektedir ve kandaki glikozu
alip isleyememektedir. Sonu¢ olarak B hucreleri yiksek duzeyde insulin Gretmeye
zorlandiklari i¢in hasar gormekte ve insiilin yetmezligi goriilmektedir. Her iki diyabette
de sonucta B hiicreleri hasar gordiigii i¢in insiilin yetmezligi goriilmektedir (Bluestone
vd. 2010). Giiniimiiz tedavi yontemlerine alternatif olarak farkli hiicre tiplerinden [
hiicresi iiretilmesi ve liretilen bu hiicrelerin kisiye transplantasyonu sonucunda diyabet
hastaliginin kalic1 bir sekilde tedavi edilmesi planlanmaktadir (Itkin-Ansari ve Levine
2004). Cagimizin en 6énemli metabolik hastaligi olan DM tip literatiirinde T1D ve T2D
olmak tizere iki ana grupta siniflandirilmaktadir.

1.1.1. Tip 1 diyabet

T1D’de insiilin salgilayan pankreatik B hucreleri otoimmin bir atak sonucu yok
olmaktadir. B hicrelerinin, dolayisiyla insiilin hormonunun ortadan kalkmasi, glikozun
hedef hiicrelerce (karaciger, kas ve adipoz doku hiicreleri gibi) alinip islenmesini
engellemektedir ve kandaki glikoz miktar1 asir1 derecede yiikselmektedir. T1D’de B
hiicrelerinin kayb1 hastaligin hemen basinda otoimmiin bir atak sonucu meydana
gelmektedir (Bluestone vd. 2010).

1.1.2. Tip 2 diyabet

T2D’de B hucreleri halen mevcuttur ve insilin Uretmektedir. Ancak hedef
hicreleri (kas, yag ve karaciger hiicreleri) bir sekilde insiilin hormonuna diizgiin bir
sekilde cevap verememekte ve kandaki glikozu alip isleyememektedir. T2D’de
hiicrelerinin kaybi, B hiicrelerinin hedef hiicreleri insiilin ile uyarabilme ¢abasi
nedeniyle asir1 insiilin tiretmeye baslamasi ve bunun sonucunda da apoptoza girmesiyle
hastaligin ilerleyen evrelerinde gerceklesmektedir (Bluestone vd. 2010).

T1D’nin hemen basinda, T2D’nin ise ilerleyen evrelerinde karsimiza ¢ikan 3
hicresi ve dolayisiyla insulin hormonunun kaybi diyabet hastaliginin temel nedeni
oldugu i¢in, diyabet hastalar1 insiilin hormonunu disaridan devamli olarak almali ya da
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insiilin saglayan yeni bir kaynak viicut i¢inde olusturulmalidir (Itkin-Ansari ve Levine
2004). Ote yandan diizguin bir glikoz homeostazisi icin viicudun ihtiya¢ duydugu insiilin
miktar1 kandaki glikoz miktarina baglidir ve bu miktar diyet ve fiziksel aktiviteye bagl
olarak siirekli degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle kandaki glikoz miktarinin
devamli ve dogru takibi de 6nem arz etmektedir.

1.2. Pankreas

Pankreas, hem ekzokrin bezlerinden (sindirim enzimlerini bagirsak liimenine
salgilayan) hem de hormonlar1 dogrudan kan akisina salgilayan Langerhans adaciklar
olarak adlandirilan endokrin bezlerinden olusan karmasik bir organdir (Sekil 1.1).
Sadece 10 cm uzunlugunda ve yaklagik 100 gram agirliginda olmasina ragmen,
pankreas giinde yaklasitk 1500 mL pankreas sivisi salgilayabilmektedir (Cade ve
Hanison 2017). Normal insan pankreasinda, her biri on ila binlerce hiicreden olusan
toplamda 1-2 milyon adacik bulunmaktadir. Adaciklar sekil olarak ovaldir ve pankreas
kuyrugunda daha fazla olmasina ragmen pankreas boyunca dagilmistir. Langerhans
adaciklarinda o (alfa), B, [J (delta), PP (pankreatik polipeptid) ve & (epsilon) hiicreleri
olmak {izere 5 ana salgi hiicresi bulunmaktadir (Cade ve Hanison 2017).

Safra kesesi

Safra Kanal

Pankreas kanali

Kanal Pankreas

Sindirim enzimi __|
salgilayan hiicreler
Pankreas adaciklan

(Langerhans adaciklar)

Kilcal damar
Hormon salgilayan
adacik hiicreleri

Sekil 1.1. Pankreasin anatomik yapisi (Anonymous 1)

Pankreastaki o hiicreleri esas olarak glukagon salgilamakta ve adacik
hiicrelerinin yaklasik %35’ini olusturmaktadir. Pankreatik B hiicreleri sayica fazladir ve
adacik hiicrelerinin yaklasik %55’ini olusturmaktadir. B hiicreleri insiilin ve adacik
amiloid polipeptidi (IAPP) olarak da bilinen amilin Gretmektedir. Pankreatik [
hiicreleri somatostatin salgilamakta ve adacik hiicreleri igerisinde sayica %10’dan az
bulunmaktadir. Pankreatik polipeptit salgilayan pankreas PP hticreleri %5’ten azdir.
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Pankreatik ¢ hiicreleri grelin tretir ve adacik hiicrelerinin ise %1’inden daha azini
olusturmaktadir (Cade ve Hanison 2017).

Adacik hiicrelerinin merkezinde P htcreleri bulunurken perifere daha yakin
konumda ise a ve [ hucreleri bulunmaktadir. Bu sayede kan adacik merkezine girip
cevreye dogru ilerlerken salgilanan hormonal {riinleri tasiyarak hiicreler arasinda
humoral iletisim kurulmasimni saglamaktadir (Sekil 1.2). Bu mekanizma [ hucreleri
tarafindan salgilanan insiilinin hiicrelerin salgilar1 iizerinde etki yaratmasina izin
vermektedir (Cade ve Hanison 2017). Pankreasin salgiladigi en énemli hormonlardan
biri insiilindir ve kan sekerini diizenlemektedir.

Alfa () hiicresi

Ekzokrin

pankreas
Beta (B)

hiicresi

F hiicresi

Delta (5)
hiicresi

Sekil 1.2. Pankreastaki Langerhans adacigi ve pankreatik hicrelerin genel gorinimi
(Anonymous 2)

1.2.1. Insiilin

Insiilin, kan sekeri seviyelerini kritik olarak diizenleyen ve sadece Langerhans’in
pankreatik adaciklarindaki B hiicreleri tarafindan iiretilen bir polipeptit hormondur.
(Ohneda vd. 2000; Melloul vd. 2002). Bu hormon glikoz metabolizmasinin yan sira
lipit ve protein metabolizmasin1 da diizenlemektedir (Cade ve Hanison 2017). Insiilin,
11. kromozomun kisa kolundaki tek bir gen tarafindan kodlanir. Kandaki glikoz 3 hiicre
reseptoriine baglanmakta ve glikoza maruz kalan 3 hicrelerinden yanit olarak insulin
sentezlenmekte ve salgilanmaktadir. Glikoz ilk olarak pankreatik B hiicrelerinde
preproinsilin ad1 verilen preprohormon proteini olarak sentezlenmektedir. Daha sonra
inslilin ve C-peptit olusturmak tizere proteazlar tarafindan kesilir. Olusan insiilinde iki
disiilfid bagiyla baglanan iki polipeptit zinciri bulunmaktadir (Cade ve Hanison 2017)
(Sekil 1.3).
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Preproinsiilin Proinsiilin Insiilin
NH,*

o Sinyal dizisi
A zincirl

Proteoliz Proteoliz

C peptit
B zinciri

COOr

v

Sinyal dizisi C peptit

Sekil 1.3. Pankreatik B hicrelerinde insiilinin sentezi ve olgunlagsmasi (Cade & Hanison,
2017)

Insiilinin kana salmmasi i¢in salgi graniillerine paketlenmesi gerekmektedir.
Insiilinin yarilanma &mrii 4 dakikadir, karaciger ve bobrekler tarafindan hizla
metabolize edilmektedir. Buna karsilik, C-peptit 30 dakikalik bir yar1 6mre sahiptir ve
bobrekler tarafindan degismeden atilmaktadir. Bu durum C-peptit’i endojen insilin
salinimimin yararl bir biyobelirteci yapmaktadir. Insiilin § hiicrelerinden uyarilmis ve
uyarilmamis salgi olmak Uzere iki mekanizma ile salinmaktadir. Uyarilmamis veya
bazal salinim her 6-8 dakikada bir gerceklesmektedir. Uyarilmis salim, birkag uyarana
cevap olarak meydana gelmektedir ve ana uyaran hiicre disi glikozdur. Galaktoz,
mannoz, asetilkolin ve bazi amino asitler (6zellikle arjinin ve 16sin) gibi diger uyaranlar
da salgilamay1 uyarici olarak islev gérebilmektedir (Cade ve Hanison 2017). Insiilinin
yeterli miktarda salgilanmasi i¢in glikoza duyarli saglikli bir B hiicresine ihtiyag
duyulmaktadir. Glikoza duyarli bir B hiicresinin olusmasinda bir¢ok transkripsiyon
faktorine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.2.2. P hiicre gelisimi ve olgunlagsmasi

Transkripsiyon faktorleri gen ekspresyonunun dizenlenmesinde kritik rol
oynamaktadir. Secilen transkripsiyon faktorlerinin ektopik ekspresyonu, somatik
hiicrelerin kaderini degistirip hiicreleri farkli huicre tiplerine farklilastirabilmektedir. Bu
stirece hiicresel yeniden programlama denir.  hiicresi olmayan hicrelerin insulin Greten
hiicrelere yeniden programlanmasi T1D tedavisi i¢in potansiyel olarak yeni rejeneratif
yaklasimlar sunmaktadir (Zhu vd. 2017). Pdx1 (Pancreas/duodenum homeobox protein
1), Foxa2 (Forkhead box A2) ve Sox17 (Sex determining region Y-box 17) dahil olmak
tizere erken pankreatik progenitor olusumunda rol oynayan birka¢ transkripsiyon
faktori bulunmaktadir. Ngn3 (Neurogenin 3) ve Neurodl (Neurogenic differentiation 1)
gibi bazi transkripsiyon faktorleri endokrin hiicre spesifikasyonu ve farklilagsmasi igin
kritik ©neme sahiptir. B hiicresinin ge¢ olgunlagsmasinin ~ MafA  (V-maf
musculoaponeurotic ~ fibrosarcoma  oncogene homolog A), MafB (V-maf
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B), Pax6 (paired box gene 6) ve
Ostrojene bagli reseptdr gama gibi faktorlerle diizenlendigi gosterilmistir (Conrad vd.
2014; Yoshihara vd. 2016). Bu transkripsiyon faktorleri arasinda Pdx1, Ngn3 ve MafA
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en kapsamli arastirilanlardandir (Akinci vd. 2012; Banga vd. 2012). Pankreatik ekzokrin
hicrelerinden (Lemper vd. 2015), hepatositlerden (Yang vd. 2017), bagirsak
hicrelerinden (Lee vd. 2017), safra kesesi hiicrelerinden (Galivo vd. 2017) ve kok
hicrelerden (Raikwar ve Zavazava 2009) insilin pozitif hicrelerin farklilasabildigi
bildirilmistir.

Literaturde B hiicre gelisimi ve olgunlagsmasindaki énemli genler bildirilmis olup
bu genlerden Ins geni, insiilin geninin ekspresyonunu saglamaktadir (Kuroda vd. 2009).
MafA; insilin gen ekspresyonunu, insulin biyosentezini, insilin salinimmi ve glikoz
metabolizmasmin dizenlenmesini  gergeklestirmektedir. Aynmi zamanda [ hiicresi
fonksiyonlarinda gorev alan diger genleri de diizenlemektedir (Aramata vd. 2007).
Nkx2.2, insilin Greten B hucrelerinde eksprese edilir ve B hiicre gelisimi igin gok
O6nemlidir (Prado vd. 2004). Nkx6.2, pankreas olusumunda ve gelisiminde rol
oynamaktadir (Pedersen vd. 2005). Pax4, B hiicrelerinin farklilasmasinda ve
gelismesinde Onemli bir gorev almaktadir. Glukagon, insilin ve somatostatin
promotorlarinda ortak bir elemente baglanan transkripsiyonel baskilayicidir
(Plengvidhya vd. 2007). Glut2 (Slc2a2 olarak da bilinir), pankreastaki  hicrelerinin
glikozu almasi ile insiilinin salimmminda gorev almaktadir. Kir6.2, ATP bagiml
potasyum duyarli integral zar proteinidir. Kan sekerindeki dalgalanmalara gore hiicre
igerisindeki iyon dengesini ayarlamaktadir (Antcliff vd. 2005) (Sekil 1.4). Fareler
lizerinde yapilan bir ¢alismada transkripsiyon faktorlerinin pankreas gelisimindeki
etkileri arastirilmigtir. Pdx1 geniyle beraber Ngn3 ve MafA genlerinin B hicresi
olusumunda ve farklilasmasinda esas transkripsiyon faktorleri oldugu gosterilmistir
(Zhou vd. 2008). Bu genlerin B hiicre farklilagsmasi igin birbirleriyle olan etkilesimleri
cok onemlidir ve yapilan ¢alismalarla desteklenmistir (Gradwohl vd. 2000; Akinci vd.
2012; Akinci vd. 2013; Zhu vd. 2017).



GIRIS A. KABA

Pankreatik
Bncii Hiicre

@

l NKX2.2

PDX1

&

lNKXZ.Z

Endokrin

NEUROG3 .
Oncii Hiicre

@

PP
hiicresi
(Pankreatik
polipeptit)

Epsilon
Hiicresi

T
®
® 0

Beta ve Delta Hiicre
e

Onciisii )
Oncii Alfa

Hiicresi

PAX4

MAFA BRN4

NKX2.2 MAFB

@O

+ ISL1, PAX6

NKX6.1 PAX6

GACRCACAC,
.<_

S —

@

~L + HLCB9, ISL1,

L+ 15L1, PAX6
PAX6, PDX1

@
@
®

Beta Delta Alfa
hiicresi Hiicresi Hiicresi
(insiilin) (glukagon)

Sekil 1.4. Pankreatik hiicrelerin gelisim asamalar1 ve gelisiminde rol alan genler
(Collombat vd. 2006)

1.3. Pdx1, Ngn3 ve MafA’min Biyolojik Ozellikleri
1.3.1. Pdxl

Insiilin diizenleyici faktor 1 olarak da bilinen Pdx1, bir homeodomain
transkripsiyon faktorudir. Pdx1 ekspresyonu farelerde 8.5 erken embriyonik dénemde
(E8.5) gozlenmektedir (Miki vd. 2012). insanlarda ise dordiincii gebelik haftasinda
gortulmektedir (Jennings vd. 2013). Pdx1 pankreasin erken embriyonik gelisimi igin
gereklidir. 5 yasindaki bir kiz ¢ocugunda Pdx1 genindeki tek nikleotit silinmesinden
dolay1 pankreas yoklugunun goézlendigi bildirilmistir (Stoffers vd. 1997). Pdx1 ayrica
pankreas htcrelerinin farklilasmasi ig¢in de gereklidir. Olgun [ hucrelerinde Pdx1
geninin tiikenmesi ve azalmasi, glikoz intoleransina neden olmaktadir, bu da Pdx1’in 3
hicre fonksiyonu icin kritik role sahip oldugunu gostermektedir (Holland vd. 2002).
Pdx1’in erken embriyonik donemde pankreas olusumunda, farkli endokrin hicrelerinin
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tanimlanmasinda ve B hiicre fonksiyonunun olgunlasmasinda kritik rolleri vardir (Zhu
vd. 2017). Onceki ¢aligmalar Pdx1’in transkripsiyonel koaktivatér p300 ile etkilesime
girdigini ve insiilin promotorunu sinerjik olarak aktive ettigini gostermistir (Qiu vd.
1998; Mosley vd. 2004; Stanojevic vd. 2004).

1.3.2. Ngn3

Ngn3, merkezi sinir sistemi ve embriyonik pankreas gelisiminde rol oynayan
temel helix-loop-helix transkripsiyon faktorii ailesinin bir tiyesidir. Fare pankreasinin
embriyonik gelisim sirasinda Ngn3 ekspresyonu ilk once E9’da dorsal pankreas
epitelinde gozlenir, E9.5 ile E15.5 arasinda artar sonra yeni dogan pankreasinda ¢ok
diisiik bir seviyeye diismektedir (Apelqvist vd. 1999). insan pankreas gelisiminde,
ekspresyon 8. haftadan itibaren gortilmekte ve yaklasik 11. haftada doruga ulasmaktadir
(Jennings vd. 2013). Ngn3 pankreas endokrin hucreleri icin kritik Oneme sahip
proendokrin geni olarak kabul edilmektedir (Gradwohl vd. 2000). Fare embriyosundaki
pankreas oncu hicrelerinde Ngn3 geninin zorla ekspresyonu, Pdx1 promotorunun
kontrolii altinda, basta o hicreleri olmak Uzere endokrin hiicre farklilasmasina neden
olmakta ve ekzokrin gelisimini bloke etmektedir. Bunun aksine Ngn3 geninden yoksun
olan (yetersiz ekspresyona sahip) farelerde dort adacik hiicre tipi (a, B, [, PP hicreleri)
ve endokrin 6nci hicreleri Gretilememekte ve yeni dogan fareler diyabetten 6lmektedir
(Gradwohl vd. 2000). Sasirtict bir sekilde Ngn3 +/- heterozigot adacik hiicrelerindeki
Pdx1, Nkx6.1, Glut2, MafA ve MafB ekspresyonu Ngn3 +/+ adacik hiicrelerinden
onemli bir fark gostermemektedir (Wang vd. 2010). Ngn3’ln B hiicresi gelisimi ve
islevi igin biiyiik 6nem tasidigi aciktir. Bialelik mutasyona ugramis hastalarda kalici
diyabet gorulmektedir fakat heterozigot ebeveynler diyabetik olmadigindan Ngn3
gereksiniminin esik seviyesi diisiiktur (Zhu vd. 2017).

1.3.3. MafA

MafA, RIPE3b1 olarak da bilinen temel 16sin fermuar MAF ailesinin bir
tiyesidir. Korunmus bir insiilin arttirict eleman RIPE3b1/C1-C2’ye spesifik olarak
baglanan ve insiilin gen ekspresyonunu aktive eden bir transkripsiyon faktéri olarak
tanimlanmaktadir. Farelerde insiilin iireten hiicreler ve sadece yetigkin pankreastaki f3
hiicrelerinde eksprese edilmektedir (Matsuoka vd. 2004). Insan embriyosunda 21.
haftaya kadar neredeyse hi¢ MafA saptanmamakta, ekspresyon dogumdan sonra yavas
yavas artmaktadir (Jeon vd. 2009) (Sekil 1.5). MafA ekspresyonunun glikoz ile uyarilan
instlin ekspresyonu, B hicrelerinin olgunlasmasi ve adacik hiicrelerinin anormal yapisi
ile iliskili oldugu fareler {izerinde yapilan ¢alismayla desteklenmistir (Zhang vd. 2005).
Bunun aksine adenoviral vektorler ile MafA asirt eksprese edilirse, P2 neonatal
adaciklarda glikoz cevabi elde edilebilmektedir (Aguayo-Mazzucato vd. 2011). T2D
teshisi konulan insanlar da glikoz ile uyarilan insiilin saliniminin bozulmasimin MafA
ekspresyon seviyesinin degismesi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Guo vd. 2013).
Bunlara ek olarak MafA’nin fonksiyonel polimorfizmlerinin NOD (Non-obese diabetic)
fare modelinde ve hastalarda T1D ile iligkili oldugu gosterilmistir (Noso vd. 2010; Noso
vd. 2013). Rejeneratif yaklasimlar igin MafA ekspresyonunun indiiksiyonu pluripotent
kok hiicrelerden fonksiyonel ve olgun B hucrelerin rejenere edilmesi icinde énemlidir.
Insan embriyonik kok hiicrelerinde (hESCs) MafA’nin indiksiyonunun glikoz ile
uyarilan insiilin saliniminin iyilestirilmesinde yararli oldugu gosterilmistir (Rezania vd.
2014). Pdx1 pozitif pankreatik progenitorler veya Ngn3 pozitif pankreatik endokrin
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progenitorlerdeki MafA’nin normal gelisimsel ekspresyonu disinda, disaridan
ekspresyonu B hiicre farklilasmasi i¢in zararlidir. Zamanlama ve MafA’nin uygun
ekspresyon seviyesinin dogru [ hiicresi olgunlagsmasi i¢in ¢ok Onemli oldugu
vurgulanmistir (Zhu vd. 2017).

1.4. Pdx1, Ngn3 ve MafA Arasindaki Etkilesim

B hiicre gelisimi ve olgunlagsmasindaki bagimsiz rollerine ek olarak Pdx1, Ngn3
ve MafA pankreatik gelisim siirecinde karsilikli olarak etkilesime girmektedir (Sekil
1.5). Insan B hiicrelerinin smirli bulunabilirligi nedeniyle, ii¢ transkripsiyon faktorin
arasindaki etkilesim kemirgen modellerinde daha iyi anlasilmistir. Pdx1, Ngn3’in
ekspresyonunu dizenlemektedir (Oliver-Krasinski vd. 2009). Ngn3 transkript seviyesi
ve Ngn3 geninin ekspresyonunu diizenleyen diger transkripsiyon faktorlerinin (Sox9,
Hnf6, Hnflb, Foxa2) ekspresyon seviyesi Pdx1l geni mutasyona ugramis farelerde
azalmaktadir. Bu durum Pdx1’in Ngn3’0 sadece pankreatik progenitor hiicre
olusumundaki roliiyle degil dogrudan etkiledigini gostermektedir. Pdx1 ayrica MafA’nin
ekspresyonunu da dizenlemektedir. Pdx1 knock-out farelerdeki MafA gen
ekspresyonun yabanil tip farelere kiyasla azaldigi gozlenmistir (Sachdeva vd. 2009).
hESC’lerde Ngn3 geninin bozulmasi, Pdx1 pozitif hucreleri marjinal olarak azalmasi
Ngn3 geninin Pdx1 iizerinde minimal etkisi olduguna isaret etmektedir. (Zhu vd. 2016).
Pdx1, Ngn3 ve MafA arasindaki fonksiyonel etkilesimde diger p hiicresi faktorlerinde
rol oynamaktadir. Ornegin Pdx1 dogrudan Neurodl ile etkilesime girmekte ve instlin
geninin enhansirt Uzerinde transkripsiyonel bir aktivasyon kompleksi olusturmaktadir
(Glick vd. 2000).
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Sekil 1.5. Onemli pankreatik genlerden Pdx1, Ngn3 ve MafA nin embriyonik dénemde
ve sonrasindaki ekspresyon seviyeleri (Zhu vd. 2017)
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Calismalar  {i¢  transkripsiyon  faktoriinin ~ (Pdx1, Ngn3, MafA)
kombinasyonlarinin agir1 ekspresyonunun gesitli f olmayan hcre tiplerini insulin treten
hiicrelere yeniden programlayabildigini gostermistir (Zhou vd. 2008; Akinci vd. 2012;
Zhu vd. 2017). Son zamanlarda hiicre farklilastirma ve genom diizenlemede endogenik
genlerin ekspresyonunun CRISPR/dCas9 sistemiyle yapilabilecegi gosterilmistir (D.
Balboa vd. 2015; Chavez vd. 2015). CRISPR/Cas9 f hiicre fonksiyonu mekanizmalarini
incelemek i¢in benzeri goriilmemis deneysel yaklagimlar sunmaktadir. Transkripsiyonel
diizenleme ve insan hiicre hatlarindaki genomu diizenlemek i¢in de kullanilabilmektedir
(Diego Balboa vd. 2019).

1.5. CRISPR/dCas9 Aktivasyon Sistemi

Sentetik transkripsiyon faktorleri; memeli sistemlerindeki birgok tibbi ve
bilimsel uygulamalarda gen ekspresyonunu kontrol etmek, doku rejenerasyonunu
uyarmak (Rebar vd. 2002), genectik kusurlar1 telafi etmek (Graslund vd. 2005),
susturulmus timor baskilayicilar aktive etmek (Beltran vd. 2007), kok hicre
farklilasmasini kontrol etmek (Bartsevich vd. 2003; Bultmann vd. 2012), genetik
taramalar yapmak (Blancafort vd. 2003; Park vd. 2003) ve sentetik genleri olusturmak
(Li vd. 2012; Lohmueller vd. 2012) i¢in tasarlanmustir. Bu transkripsiyon faktorleri
endojen genlerin enhansir veya promotorlarini hedeflemek i¢in (Beerli vd. 2000) ya da
transgenleri regule etmek (Garg vd. 2012) icin kullamilmistir. Bugiine kadar
transkripsiyon faktorlerini hedeflemede kullanilan gen miihendisligindeki ortak
stratejiler cinko parmak nukleazlar (Beerli vd. 2000; Beerli ve Barbas 2002) ve
transkripsiyon aktivator-benzeri efektor nikleazlardir (Miller vd. 2011). Her ne kadar
bu yontemler birgok uygulama igin yaygin olarak basarili olsa da bu yodntemleri
kullanarak yeni DNA baglanma &zelligine sahip proteinleri liretmek igin gerekli olan
protokoller zahmetlidir ve uzmanlik gerektirmektedir (Perez-Pinera vd. 2013).

Bakteri ve arkealar, istilaci viriislere ve yabanci plazmitlere karst RNA tabanl
diizenli araliklarla kiimelenmis kisa palindromik tekrarlar (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR))/CRISPR iliskili (CRISPR-associated
(Cas)) olarak adlandirilan bir savunma sistemi gelistirmislerdir (Jinek vd. 2013). Son
zamanlarda Streptococcus pyogenes’in CRISPR sisteminin genom miihendisligi igin
insan hiicrelerinde ¢alistig1 gosterilmistir (Cho vd. 2013; Cong vd. 2013; Mali vd.
2013). Bu tip II CRISPR sisteminde Cas9 proteini kisa RNA’lar tarafindan hedef
bolgeye yonlendirilmektedir. Cas9 proteini endoniikleaz olarak islev gormekte ve
baglandigi DNA bolgesinde her iki zincirde kesik olusturmaktadir. Bu sistemde Cas9
hedef DNA bdlgesine kodlama yapmayan iki CRISPR RNA (crRNA) tarafindan
yonlendirilmektedir (Jinek vd. 2012). Bunlar trans aktive edici crRNA (tracrRNA) ve
oncul crRNA (pre-crRNA)’lardir. Sentetik olarak yapilandirilmis CRISPR/Cas
sisteminde bu iki kisa RNA tek bir kimerik kilavuz RNA (single guide RNA/sgRNA)
olarak birlestirilmistir (Jinek vd. 2012).

Bu savunma sistemi yabanci niikleik asitlerin sekansini spesifik olarak tespit
eden ve susturan kiicik RNA’lar {izerine kurulmustur. CRISPR/Cas sistemi,
operonlardan kontrol edilen cas genlerinden ve aynmi tekrarlarla serpistirilmis genomu
taniyacak sekanslardan olusan CRISPR dizilerinden olusmaktadir (Terns ve Terns 2011;
Wiedenheft vd. 2012). CRISPR/Cas aracili savunma sistemi ¢ asamada
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gerceklesmektedir (Sekil 1.6). Ilk asamada, viriis veya plazmitten gelen niikleik asitten
aliman protoaraliklar CRISPR boélgesine eklenmektedir. Protoaraliklarin segimi istila
eden organizmanin genomlarinda bulunan protoaralik bitisik motifler (protospacer
adjacent motif-PAM) konak organizma tarafindan spesifik olarak taninmaktadir (Jiang
ve Doudna 2015). PAM sekansi1 3-5 niikleotit dizisinden olusan korunmus dizilerdir
(Barrangou ve Marraffini 2014). PAM sekansina sahip yabancit DNA, tekrarlayan gen
dizileriyle beraber CRISPR bdlgesine yerlestirilmektedir. ikinci asamada, CRISPR
bolgesine yerlestirilen dizi, oncii CRISPR RNA (pre-crRNA)’ya transkribe
edilmektedir. Daha sonra, Cas enzimleri tarafindan istila eden viral veya plazmid
DNA’larin1 tantyan ve eslesebilen kisa crRNA’lara doniistiiriilmektedir. crRNA, istilaci
DNA’y1 Watson-Crick baz eslesmesine gore tamimaktadir (Deltcheva vd. 2011;
Wiedenheft vd. 2011). Uclincii asamada crRNA’lar ile kompleks halinde islev goren
Cas proteinleri tarafindan taninan yabanci dizi pargalanmakta ve susturulmaktadir
(Brouns vd. 2008).

Lokus organizasyonu
Cas proteinlerini kodlayan genler CRISPR dizileri
r 1

| b A

Lider  TekrarSPacer Tekrar SPACEF Toy gy
1. Adaptasyon

IfCas1—Ca52 kompleksi Protospacer Protospacer birlestirmesi

o0 Istil g %
% E:::. Cas1
o |pAM Protospacer Cas2
Istilaci |\ |

Yeni spacer - tekrarlama birimi

2. Ekspresyon ve olgunlasma

CRISPR dizilerinin transkribe olmasi crCRNA ﬂ crRNA-Cas RNP kompleksi

S e

Dizilerin islenmesi

3. Engelleme

| \
ﬁm’ : % ef\w-f |
e

,I' Niikleaz proteini Hedefin

/ ya da domaini degredasyonu |

Sekil 1.6. CRISPR/Cas bagisikliginin {i¢ asamasi (Amitai ve Sorek 2016)

Gen regulasyonu amaciyla kullanilan CRISPR/Cas9 sistemindeki Cas9 proteinin
katalitik bolgesinin 10. amino asiti olan aspartik asit ve 840. amino asiti olan histidin,
alanin amino asidine tek niikleotit mutasyonuyla doniistiirilmustiir (Sekil 1.7). Boylece
Cas9 enziminin kesim 6zelligi inaktive edilmistir ve etkisizlestirilmis Cas9 (deactivated
Cas9-dCas9) elde edilmistir. dCas9 proteini endonikleaz aktivitesi gostermemekte
ancak hedef DNA’ya baglanma 6zelligini korumaktadir (Gilbert vd. 2013; Qi vd. 2013).
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D10A H840A

dCas9
|

RuvC | RuvC I NI!H\I RuvC Il NLS

Sekil 1.7. dCas9 proteininin fonksiyonel domainleri (RuvC I, RuvC I, RuvC Ill, NHN)
ve mutasyona ugratilan noktalar (D10A ve H840A)

dCas9 proteinin olusturulmasiyla CRISPR sistemi gen ekspresyon seviyelerinin
diizenlenmesi i¢in kullanilabilir hale gelmistir. dCas9 proteinine eklenen efektor
proteinlerle hedeflenen genler aktive edilebilir veya susturulabilir (Sekil 1.8). dCas9
bakteri, maya ve insan htcrelerinde gen ekspresyonunu susturmak (Gilbert vd. 2013; Qi
vd. 2013) ve gen ekspresyonunu arttirmak i¢in kullanmilmistir (Perez-Pinera vd. 2013;
Chavez vd. 2015).

bélgeye spesifik
sgRNA

dCas9

Transkripsiyon aktivatorleri

\- |7 . Transkripsiyon baskilayicilan
|
% Hedef gen

Transkripsiyonel

diizenleme
sgRNA ile DNA

hedefleme

Sekil 1.8. CRISPR/dCas9 sistemiyle gen aktivasyonunun arttirilmasi ya da azaltilmasi
(Anonymous 3)

Gen aktivasyonu yapilan c¢aligmalarda kullanilan strateji; dCas9 proteini,
aktivator domain ve gRNA kombinasyonlari ile hedef genlerin promotor ya da enhansir
bolgelerini hedeflemektir. Yapilan ¢alismalarda yaygin olarak VP64 (VP16x4), VP160
(VP16x10), VP192 (VP16x12), p65 AD (aktivasyon domaini), VPR (VP64-Rta-p65),
TET1 CD (ten-eleven translocation 1 catalytic domain) ve p300 transaktivator
domainleri kullanilmistir (Chiarella vd. 2020). Gen baskilama c¢alismalarinda kullanilan
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baskilayicilara ise DNMT3A (DNA metiltransferaz 3A), KRAB (Kriippel associated
box) ve HP1 (Heterochromatin-1) 6rnek verilebilir (Chiarella vd. 2020) (Sekil 1.9).

EFEKT('I')RLER

Baslalayicilar Aktivatorler

VPR
DNMT3A HP1 KRAB p300 ‘ TET1

Sekil 1.9. CRISPR/Cas gen diizenleme sistemlerinde kullanilan efektor 6rnekleri

1.5.1. VP64

VP64, glisin-serin (GS) baglayicilariyla baglanmig dort adet VP16 (Herpes
simplex Viral Protein 16) kopyasindan olusan transkripsiyonel bir aktivatordiir. Bir
genin promotoruna yakin baglanabilen baska bir proteinle kaynastiginda, VP64 giiclii
bir transkripsiyon aktivatori olarak gorev almaktadir (Seipel vd. 1992). VP16 efektor
domaini modiilerdir ve diger DNA baglayici proteinlere kaynastiginda aktivitesini
korumaktadir (Seipel vd. 1992; Beerli vd. 1998). VP64, CRISPR sistemiyle yapilan gen
aktivasyon ¢alismalarinda dCas9’un C terminaline eklenerek kullanilmigtir (Chiarella
vd. 2020) (Sekil 1.10). VP64, 1998’den bu yana gen aktivasyonu amaciyla bircok grup
tarafindan 6zel sentetik transkripsiyon faktorleri olusturmak igin kullanilmigtir (Perez-
Pinera vd. 2013; Chiarella vd. 2020).

GS baglayicilan
'__/' ™ .__(,-.._,4 \\\ N e
C terminal = N ( \
N

’ N .
{ w T/ W }
< YPrg y fvets ] \. VP16 \

sgRNA < il

—”

— }
~

dCas9

f_

Sekil 1.10. dCas9-VP64 aktivatoriiniin yapisi
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1.5.2. VPR

VPR; VP64, p65 ve Rta {iglii domaininden olusan bir aktivatordir. dCas9’un C
terminaline GS baglayicilariyla VP64, p65 ve Rta’nin eklenmesiyle olusturulmustur
(Chavez vd. 2015) (Sekil 1.11). p65, Nikleer Faktor NF-x-B p65 alt birim aktivasyon
domainidir ve transkripsiyonel aktivatordur (Ruben vd. 1992). Rta, Epstein-Barr virisi
R transaktivatoridir (Hardwick vd. 1992). Uc farkli aktivator eklenerek ayni geni
hedefleyen ¢ok giiglii bir aktivator elde edilmis ve bu aktivatér kompleksinin
Saccharomyces cerevisiae, Drosophila melanogaster ve Mus musculus’da calistig
gosterilmistir (Chavez vd. 2015).

/GS baglayicilan

C term )
sgRNA

dCas9

J_
DNA ——

Sekil 1.11. dCas9-VPR aktivatorinin yapisi

1. 5. 3. p300

p300, hiicre tipine 0zgli ve sinyale bagh bir sekilde c¢ok sayida genin
ekspresyonunu kontrol eden histon asetiltransferaz (HAT) proteinlerinden biridir. p300
histon 3’Un 27. lizinini asetilleyerek histon proteinlerinin DNA’ya daha gevsek
baglanmasini ve kromatinin yeniden modellenmesi yoluyla genlerin transkripsiyonunun
diizenlenmesini saglamaktadir (Zhang vd. 2014) (Sekil 1.12). p300 proteini,
transkripsiyon faktorlerine baglanarak transkripsiyonu aktive etme islevini yerine
getirmektedir. p300'in hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve embriyogenezde 6nemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir (Goodman ve Smolik 2000; Das vd. 2009; He vd. 2011).

p300
- RNA
Ac Ac sgRNA Ac polimeraz

dCas9

Histon
Kompleksi Faktorleri

Transkripsiyon

Sekil 1.12. p300 histon proteinlerini asetilleyerek aktivasyonu arttirmasi
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Memelilerdeki N-terminal histon kuyrugu asetilasyonlar1 farkli hicresel
mekanizmalarin gergeklesmesinde rol oynamaktadir (Sekil 1.13). Transkripsiyonel
aktivasyonu saglayan epigenetik efektorlerden p300 histon kuyruklarindan H2A’nin 5.
lizinini, H2B’nin 5., 12., 15., ve 20. lizinlerini, H3’0n 18. ve 23. lizinini, H4’(n 5., 8.,
ve 12. lizinini asetillemektedir ( Lee ve Grand 2019).

w= Transkripsiyonel aktivasyon w== Replikasyon
= Histon binkimi Telomer susturma
w= DNA tamiri Okromatin -—
RNA polimeraz | & Il transkripsiyon ﬁ @
i
Se—— ]

Sekil 1.13. Memelilerde N-terminal histon kuyrugu asetilasyonlarina genel bakis (Lee
ve Grant 2019)

Yetiskin somatik hiicrelerin terapotik hiicre tiplerine yeniden programlanmasi
diyabet gibi dejeneratif hastaliklar igin yeni hiicre tabanli bir yaklagimdir. Son
zamanlarda transkripsiyon faktorli aracili yeniden programlama veya trans-farklilagsma
yaklasimlar1, B benzeri hicreleri ve B dis1 hiicrelerdeki kaynaklardan insiilin iireten
hlcreleri in vitro ve in vivo olarak rejenere etmek igin kullanilmistir. Caligmalar ti¢
transkripsiyon  faktoérinin ~ (Pdx1, Ngn3, MafA) kombinasyonlarinin  asiri
ekspresyonunun ¢esitli  olmayan hucre tiplerin insilin Greten hucrelere yeniden
programlayabildigini gostermistir (Zhou vd. 2008; Akinci vd. 2012; Zhu vd. 2017).

Ekzogenik genlerin ekspresyonu ile B hiicre programlanmasi esnasinda yaganan
en blyuk sorun s6z konusu genlerin endogenik versiyonlarinin yeterince aktive
edilememesidir. Bu durumda ekzogenik genlerin etkisi ortadan kalktiginda
programlanma isleminin tamamlanmasi engellenir. § hiicreleri programlama verimi nitel
ve nicel agidan diisiik olan ve yuksek klinik éneme sahip bir hiicre grubudur. Gerek
transkripsiyon faktorlerinin (Ferber vd. 2000; Zhou vd. 2008) gerekse kugcik
molekdller (Kunisada vd. 2012) kullanilarak (B hiicresi benzeri hiicrelerin olusturuldugu
caligmalar literatiirde mevcuttur. Ancak hiicre programlamasi suretiyle B hiicresi benzeri
hiicrelerin olusturuldugu bu ¢alismalar incelendiginde karsilagilan ortak problemler su
sekildedir:

1) Az sayida [ hlcresi benzeri hiicre olusumu (Akinci vd. 2013),
i) Karigik endokrin hiicre tiplerinin (B, a, [J, vb.) ya da polihormonal bir hicre

tipinin olusumu (nitel verim eksikligi) ve glikoza duyarsiz insiilin pozitif hiicre olusumu
(Kelly vd. 2011; Kunisada vd. 2012; Schulz vd. 2012)
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i)  Gergek ya da yetiskin bir B hiicresi fenotipi olusmamasi (nitel verim eksikligi)
(Nostro vd. 2011).

Hiicre programlanmasi denemelerinde verime etki eden tanimlanmis ve
tanimlanmamis birgok faktdor mevcuttur. Ornegin hangi transkripsiyon faktdrlerinin
hangi kombinasyonlarda ve miktarlarda kullanilacagi, bu transkripsiyon faktorlerinin
hangi vektorler (adenoviral, retroviral, DNA temelli, epizomal vektorler, sentetik
mRNA, rekombinant protein vs.) ile hiicrelere aktarilacagi, programlanacak hiicre
hattinin hangi embriyonik tabakadan (endoderm, ekzoderm, mezoderm) koken aldig: ve
hangi hiicre tipinden (yetiskin hiicre, embriyonik hiicre, kok hiicre, progenitor hiicre
gibi) farklilagma yapilacagi gibi parametreler programlamanin basarisin1 énemli 6lgiide
etkilemektedir. B hiicreleri ile bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Pdx1’in B hicresi
benzeri hiicrelerin olusturulmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Zhou vd. 2008;
Akinci vd. 2012; Akinci vd. 2013). Ancak bu calismalarin higbirinde tam anlamiyla
gercek bir B hiicresi fenotipi olusturulamamistir. Gergek bir hiicre programlanmasi
esnasinda alic1 hiicrelere aktarilan ekzogenik genlerin, hedef genlerinin yani sira
endogenik genleri de aktive etmeleri beklenmektedir. Diger bir deyisle hiicrelere
disaridan verilen ekzogenik Pdx1 geninin endogenik Pdx1 genini aktive etmesi
beklenmektedir. Bu sayede, vektér ile aktarilan ekzogenik genler hicrelerden
uzaklastirilsa bile aktive olan aymi genlerin endogenik versiyonlar1 hedef genlerini
aktive ederek hiicre programlanmasi igin gerekli olan molekiiler mekanizmalar
calistirabilmektedir. Onceki calismalarin birgogunda bu endogenik genlerin bazilarinin
ya da tamaminin aktive olmadigi goriilmiistiir (Akinci vd. 2012; Rezania vd. 2014). B
hiicresi programlanmasi ¢alismalarindaki nitel ve nicel verimin diisiik olmasinin en
6nemli nedenlerinden biri de endogenik genlerin tam anlamiyla aktive edilememesidir.
Bu nedenle bu tez ¢alismasinda 6nemli endogenik pankreatik genler olan Pdx1, Ngn3 ve
MafA genlerinin endogenik versiyonlart CRISPR/dCas9 sistemiyle aktive edilmesi
hedeflenmistir. Bu baglamda Pdx1 ve Ngn3 genlerinin aktivasyonunu en yiksek
diizeyde saglayacak gRNA’larin tespit edilmesi amaglanmistir. Ayn1 zamanda dCas9
proteinine baglanan VP64, VPR ve p300 gibi farkli efektor proteinlerinin verimleri de
yine bu tez ¢calismasinda karsilagtirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Tip 1, tip 2 ve tip 3 olmak tzere (¢ ana tip CRISPR/Cas sistemi bulunmaktadir.
Bu sistemlerden tip 1 ve tip 3 sisteminin baz1 6zellikleri benzerlik gdstermektedir. Ozel
Cas endoniikleazlar1 pre-crRNA’y1 islemekte ve olgunlastirmaktadir. Olgunlasan her
crRNA biyik coklu Cas protein komplekslerine baglanmakta ve olgun crRNA’nin
baglandig1r yabanci niikleik asitleri kesmektedir. Tip 2 CRISPR/Cas sistemindeki
tracrRNA, crRNA ve Cas9 kompleksi istilact DNA’y1 tanimakta, parcalamakta ve
boylece istilact DNA susturulmaktadir (Deltcheva vd. 2011; Gottesman 2011;
Makarova vd. 2011). Tip 2 CRISPR/Cas sistemi diger sistemlere gore daha basittir ve
daha az eleman icermektedir. Ayn1 zamanda mekanizmasi daha iyi anlagilmistir ve bu
nedenlerle yapilan gen miihendisligi c¢alismalarinda daha ¢ok bu sistem tercih
edilmektedir.

Jinek ve arkadaslar1 S. pyogenes tip 2 CRISPR/Cas sisteminin genom
diizenlemede kullanilabilecegini gostermistir. Yapilan c¢alismada crRNA ve
tractrRNA’y1 birlestirerek sgRNA olusturulmustur. Yapay olarak olusturulan sgRNA ile
0zel genomik bolgeler hedeflenmistir. Yine ayni ¢alismada Cas9 proteini mutasyona
ugratilarak endoniikleaz aktivitesini kaybetse de hedef DNA ya baglanabildigi
gOrilmistiir (Jinek vd. 2012).

dCas9 ve gRNA kullanilarak bakteri, maya ve insan hiicrelerinde gen
ekspresyonunun susturuldugu gosterilmistir (Gilbert vd. 2013; Qi vd. 2013).
CRISPR/dCas9 sisteminin gen ekspresyonunun regulasyonu icin potansiyel bir yontem
oldugu tespit edilmistir.

Perez ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada dCas9 proteinine bir aktivator
domain ekleyerek endojen insan gen promotorlarini hedeflemisler ve basarili bir sekilde
gen aktivasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada dCas9 proteininin C terminaline
VP64 aktivator domaini eklenmistir. Bu sistemle Ascll, Nanog ve Myodl genlerinin
aktivasyonunun saglandigi goOsterilmistir (Perez-Pinera vd. 2013). Yapilan diger
calismalarda endojen insan gen promotorlarii hedefleyen sentetik transkripsiyon
faktorlerinin kombinasyonlart ile gen ekspresyonunun sinerjistik ve giiglii bir sekilde
gerceklestirebilecegi gosterilmistir (Gilbert vd. 2013; Perez-Pinera vd. 2013; Qi vd.
2013).

Tanenbaum ve arkadaslar1 dCas9-SunTag adin1 verdikleri yontemlerinde antikor-
peptid iliskisini CRISPR sistemine uygulayarak daha giicli bir aktivator sistemi
olusturmuslardir. Bu sistemde dCas9 proteinine baglanan tekrarlayan peptid bolgelerine
antikorlar yardimiyla yine c¢oklu VP64 efektorleri eklenmistir. Biyoloji ve
biyomiihendislik alaninda SunTag sisteminin kullanilmasi tek molekiillerin
goriintlilenmesi ve endojen genlerin aktivasyonu konusunda genis kullanim alani
sunmaktadir (Tanenbaum vd. 2014).

Chavez ve ekibi, dCas9 proteininin C terminaline VPR aktivatér domaini
ekleyerek yeni tiglii bir transkripsiyonel regiilatér olusturmustur. dCas9-VPR sistemi
kullanilarak kodlama yapan ve kodlama yapmayan endojen genlerin aktive edilmesi,
birka¢ genin ayni anda hedeflenmesi ve insan kaynakli pluripotent kok hiicrelerin
noronal farklilasmasi gosterilmistir (Chavez vd. 2015).
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Lin ve ekibi in vivo ortamda dCas9-VPR ile hedef genlerin aktive edilebilecegini
ve Drosophila’da baskin fenotiplere neden olabilecegini gostererek, ¢ok hiicreli bir
hayvanda dCas9 aktivasyonunu ilk kez gostermistir. Bu c¢alismayla dCas9-VPR
kullanilarak transkripsiyonel aktivasyonun genis ¢apta uygulanabilecegini gosterilmistir
(Lin vd. 2015).

Hilton ve ekibi dCas9-p300 ve dCas-VPR aktivatorlerini kullanarak 111rn, Myod
ve Oct4 genlerinin aktivasyon dizeylerini karsilastirmistir. p300 domaininin de DNA
baglanma proteinlerine eklenebilecegi ve asetilasyonun gen aktivasyonunu duzenlemek
i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (Hilton vd. 2015).

Zetsche ve ekibi dCas9 proteinini iki par¢aya ayirmistir ve bu sisteme boliinmiis
Cas9 (split-Cas9) sistemi adimi vermistir. Bu sistemde Cas9 iki parcaya ayrilarak C
terminaline FK506 baglanma proteini 12 (FKBP) domainini, N terminaline ise FKBP
rapamisin baglanma (FRB) domaini eklenmistir. Daha sonrasinda FKBP’ye iki tane
cekirdek lokalizasyon dizisi ve FRB’ye bir tane ¢ekirdekten ¢ikarma dizisi eklenmistir.
Rapamisin varliginda Cas9 pargalari birlesip hiicre ¢ekirdegine giderek DNA
hedeflemesi yapilmistir. Bu sisteme dCas9-VP64 aktivatorini ekleyerek Ascll ve
Neurog2 genlerinin aktivasyonu saglanmistir. Boliinmiis Cas9 sistemiyle CRISPR
aktivator sistemi rapamisin baglayict dimerizasyon domainleriyle kimyasal olarak
indiiklenebilir hale getirilmistir (Zetsche vd. 2015).

Balboa ve arkadaslari yapmis olduklar1 c¢alismada dCas9-VP192 aktivator
sistemini kullanarak HEK293 ve F72 insan fibroblast hicrelerinde endodermal ve
pankreatik ana transkripsiyon faktorlerinden Foxa2, Sox17, Gata4, Pdx1 ve Nkx6.1’in
proksimal promotorlarin1  hedefleyerek s6z konusu genlerin  aktivasyonunu
gerceklestirmiglerdir (Balboa vd. 2015).

Guo ve ekibi dCas9-VPR aktivasyon sistemini doksisiklin ile uyarilabilir hale
getirmigtir. dCas9-VPR ve coklu gRNA’lar kullanarak endogenik Nanog geninin
promotor bolgesini hedeflemis ve Nanog geninin aktivasyonu bagarili bir sekilde
gergeklestirmistir. Doksisiklin ile sistemin hassas sekilde ve geri doniisiimlii olarak
kontrol edilebilecegi gosterilmistir (Guo vd. 2017).

Savell ve ekibi yapmis olduklari ¢calismada CRISPR/dCas9-VPR aktivasyon sistemi ile
hem in vitro hem de in vivo sistemde noronlarda hedef genlerin gucli ve spesifik
aktivasyonunu sagladiklarini bildirmistir (Savell vd. 2019). Bu g¢alisma néron
hiicrelerinde gen ekspresyon seviyelerini kontrol etmemiz agisindan ilerlemeler
saglayip, noronal genlerin diizenlenmesini amaclayan ¢alismalarda CRISPR/dCas9
sisteminin model sistem olmasini saglayacaktir.

17



MATERYAL VE METOT A. KABA
3. MATERYAL VE METOT
| TritonX-100 Fisher BioReagents, USA BP151-500 |

3.1. Kullamlan Materyaller

Tez caligmasinda kullanilan materyallere ait marka ve katalog numaralar

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan materyaller ve katalog numaralart

Materyal

Marka

Katalog Numarasi

HEK293 cell line Thermo Fisher Scientific. USA 510036
DMEM, High Glucose Capricorn, Germany DMEM-HA
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 H0500-560

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 A5354
Opti-MEM Gibco, Australia 31985-62

Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific, USA 12604-21
Sodium Chloride Sigma Aldrich, USA 31434
Trizma Base Sigma Aldrich, USA T1503
Acetic acid Merck Millipore, USA 109088
EDTA Disodium Salt Dihydrate Merck Millipore, USA 108418
Dietil Pirokarbonat (DEPC) Gold Biotechnology, USA 1609-47-8
Formalin solution Sigma Aldrich, USA HT501128-4L
Bbsl New England Biolabs, USA R0539S
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, USA EL0011
DNase |, RNase-free Thermo Fisher Scientific, USA EN0525
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, USA 1708891
ITaq™ Universal SYBR® Green Bio-Rad Laboratories, USA 172-5121
Supermix
TRIzol Reagent Invitrogen, USA 15596026
Genelet Plazmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, USA K0503
GenelJet Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific, USA K0691
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
DNA Lader New England Biolabs, USA N32325
Hoechst 33342 Solution Thermo Fisher Scientific, USA 62249
DHS5a Competent Cells Invitrogen, USA 18265-017
Agarose BIOMAX, USA 124543PR
EtBr Thermo Fisher Scientific, USA 17896
SOC medium New England Biolabs, USA B9020S
Gliserol Sigma Aldrich, USA 15524-1L-R
Dimetil stlfoksit (DMSO) ChemCruz, USA Sc-202581A
Bovin Serum Albimin (BSA) GenDEPOT, USA A0100-010
Goat Anti-Mouse 1gG, DyLight 488 Thermo Scientific, USA 35502
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Rb poliklonal anti-Pdx1 Abcam, England Ab47267

Rb poliklonal anti-Ngn3 Abcam, England Ab38548
Goat Anti-Rabbit 1gG, DyL ight 488 Thermo Scientific, USA 35552
Tween 20 Sigma Aldrich, USA P9416
pSPgRNA plazmit Addgene, USA 47108
dCas9-VPR plazmit Addgene, USA 63798
dCas9-p300 core plazmit Addgene, USA 61357
dCas9-VP64 plazmit Addgene, USA 47107
dCas9-VP64-GFP plazmit Addgene, USA 61422

NaCl Fisher BioReagents, USA BP358-1

CaCl, Merck Millipore, USA 102378

0.22 pm’lik filtre Isolab, Germany 1.094.03.008.100
T-75 kiiltiir kab1 Corning, USA 430720V

Cizelge 3.1°in devanm

3.2. Deneylerde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e 50X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu:

242 g Tris 800 mL ddH,O (double-distilled H,0) i¢inde ¢ozUndirilmiistiir. Ceker
ocak icerisinde 57.1 mL asetik asit ilave edilmistir. Karisima 4.65 g EDTA eklenip
¢Ozindurulmistiir. Son hacim ddH-0 ile 1 litreye tamamlanmustir.

e 1X TAE tamponu:
50X TAE tamponundan 20 mL alinmis ve ddH,0 ile 1 litreye tamamlanmustir.
e 1M Tris-HCI:

121.1 g Tris 800 mL ddH,0 iginde ¢ozindirilmiistir. HCI ile pH 7.4’e ayarlanmis
ve ddH,O ile 1 litreye tamamlanmustir.

e 50 mM CaCl, /10 mM Tris (pH:7.4):

5.55 g CaCl, 750 mL ddH,0O iginde c¢Ozindirilmistir. 10 mL 1M Tris-HCI
(pH:7.4) eklenmis ve ddH0 ile 1 litreye tamamlanmustur.

e 9%/1’lik agaroz jel

1 g agaroz 100 mL 1X TAE tamponu ic¢inde mikrodalga firinda isitilarak
cozindurulmistiir. Cozeltiye 2 pL EtBr eklenmistir. Jel dokme tepsisine dokulmiistiir.

e Antibiyotik (Ampisilin):
1 g ampisilin 7 mL ddH,O iginde c¢6zlndirilmiis ve ddH,O ile 10 mL’ye
tamamlanmistir. 0.22 pum’lik filtreden gecirilmis ve birer mililitre boliinerek -20°C’de

muhafaza edilmistir.

e 2X hiicre dondurma ortami:
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2 mL DMSO 8 mL hiicre kiiltiir besi ortamina eklenmistir. Karisim 0.22 pm’lik
filtreden gecirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

e LB-Broth:

25 g NaCl, 25 g tripton ve 1.25 g maya 0ziti 150 mL ddH,O iginde
¢cOzlndurulmistiir. Son hacim ddH,O ile 250 mL’ye tamamlanmistir. 121°C’de 30
dakika otoklavlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir. ~ Antibiyotikli  ortam
kullanilacaksa; daha dnceden hazirlanan antibiyotik ¢6zeltisinden 250 pL alinarak 250
mL LB besiyerine eklenmistir.

e | B-Agar:

2.5 g NaCl, 2.5 g tripton, 3.75 g agar ve 1.25 g maya 0zutt 150 mL ddH,O iginde
¢OzUndurulmistiir. Son hacim ddH,O ile 250 mL’ye tamamlanmistir. 121°C’de 30
dakika otoklavlanmistir. Cozeltinin sicakligr yaklasik 50°C’ye diistiigiinde steril kabin
icerisinde petri kaplarina dokiilmiistiir. Polimerlesme tamamlandiginda, daha sonra
kullanilmak iizere parafinle hava almayacak sekilde sikica kapatilip 4°C’de muhafaza
edilmistir. Antibiyotikli ortam kullanilacaksa; ¢ozeltinin sicakligi yaklasik 50°C’ye
geldiginde steril kabin icerisinde daha dnceden hazirlanan antibiyotik ¢ozeltisinden 250
ML alinarak 250 mL LB besiyerine eklenmis ve petri kaplarina dokiilmiistiir.

e RNaz icermeyen ddH,0:

1 mL DEPC 1 litre ddH,O suya eklenmis ve bir gece manyetik karistiricida
¢OzUndurulmiis sonra otoklavlanmustir.

e 9200,1’lik PBS-Tween-20 ¢Ozeltisi:

100 pL Tween-20 75 mL PBS igerisinde ¢ozindurilmiistir. Cozelti PBS ile 100
mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

e 9%/1’lik Bovine Serum Albumin (BSA) ¢ozeltisi:

100 pL Tween 20 ve 1 g BSA 75 mL PBS igerisinde ¢ozindirilmistiir. COzelti
PBS ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

o 9%05’lik BSA ¢ozeltisi:

100 puL Tween 20 ve 5 g BSA 75 mL PBS icerisinde ¢ozUndurtlmiistiir. Cozelti
PBS ile 100 mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

e 9%0.2’lik PBS-TritonX-100 ¢ozeltisi:

200 pl TritonX-100 75 mL PBS icerisinde ¢ozindirilmiistir. Cozelti PBS ile 100
mL’ye tamamlanmistir. 4°C’de muhafaza edilmistir.

e Birincil antikor (immiinositokimyasal boyama) (1:100):
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Birincil antikordan 1 pL alimmis ve 100 pL %21’lik BSA c¢ozeltisi icerisinde
¢OzUndurulmistiir.

e ikincil antikor (Immiinositokimyasal boyama) (1:400):

Ikincil antikordan 4 pL alinmis ve 400 pL %1’lik BSA cozeltisi icerisinde
¢OzUndurulmistiir.

e Hoechst (Immiinositokimyasal boyama) (1:400):

Hoechst stok sollisyonundan (1 mg/mL) 1 pL alinmis, 400 puL %1’lik BSA ¢ozeltisi
igerisinde ¢Ozundurilmiistiir.

3.3. KPZR icin Kullanilan Primerler

Pdx1 ve Ngn3 gen aktivasyonu sonucu endogenik genlerin ekpsresyonunun
belirlenmesinde kullanilan KPZR primer dizileri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. KPZR igin kullanilan endogen primer dizileri

Gen Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3') Uriin
hlns GCAGCCTTTGTGAACCAACAC CCCCGCACACTAGGTAGAGA 67 bp
hMafA TTGTACAGGTCCCGCTCTTT AGCGAGAAGTGCCAACTCC 83 bp
hPdx1 GGAACTCCTTCTCCAGCTCTA CCTTTCCCATGGATGAAGTC 145 bp
hNgn3 AGTTGGCACTGAGCAAGC AGTGCCGAGTTGAGGTTG 88 bp
hNkx2.2 CGAGGGCCTTCAGTACTCC GGGGACTTGGAGCTTGAGT 72 bp
hNkx6.2 TTCCGTTTTCCCGCTTTGG ATGCGCAGAGGGACTTTGG 103 bp
hPax4 ACCCCACCTAAAGCCTGTCT AGGCAAAGCAGTCCTGAGTC 83 bp
hGlut2 TACATTGCGGACTTCTGTGG AGACTTTCCTTTGGTTTCTGG 108 bp
hKir6.2 TGTGTCACCAGCATCCACTC CACTTGGACCTCAATGGAGAA 60 bp
hGapdh AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 152 bp

3.4. immiinofloresan Boyama i¢cin Kullanilan Antikorlar ve Diliisyon Oranlar

Cizelge 3.3. Immiinofloresan boyamada kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlar

Antikor Marka Katalog Numarasi Diltsyon

Rb poliklonal anti-Pdx1 Abcam, England ab47267 1: 2000
Rb poliklonal anti-Ngn3 Abcam, England ab38548 1: 200
Goat Antl-Ratit;; 19G, DyLight | oo Scientific, USA 35552 1:400

3.5. DNA ve RNA Orneklerinin Miktar Tayininin Yapilmasi

Izole edilen DNA ve RNA o6rneklerinin miktar ve saflik dl¢iimleri BioDrop
pLite Spektrofotometre cihazi (Biochrom US, Holliston, MA) kullanilarak yapilmstir.
Olciim almadan once cihaz 1 pL ddH.,0 ile temizlenmistir. DNA ya da RNA 6rneginin
¢ozildigl cozeltiden 1 pL almarak olgiim degeri sifirlanmistir. DNA ya da RNA
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orneginden 1 pL alinarak 230, 260 ve 280 nm’deki absorbans degerlerinin dlglimii
yapilmustir.

3.6. Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

Onceden -80°C’de saklanan DH5a E.coli bakterilerinden 40 pL alinmis ve 40
mL LB broth besiyeri icine eklenmis, 37°C 200 rpm ¢alkalamali inkiibatorde gece boyu
inkiibasyona birakilmistir. Cogalan bakterilerden 1 mL alinarak 200 mL LB-broth
besiyerine ekilmistir. 4 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Bakterilerin 600 nm’deki optik
dansitesi 0,4 noktasina gelince buz lizerine alinmig ve 10 dakika sogutulmustur. 50
mL’lik taplere bolinlp, 4°C’de 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stpernatant
uzaklastirilip, tlplere 25 mL 50 mM CaCl,/10 mM Tris (pH:7.4) eklenmistir. Daha
sonra 4°C’de 2000 rpm’de 5 dakika santrifij edilmistir. Stipernatant uzaklastirilip, pelet
tzerine 9 mL 50 mM CaCl,/10 mM Tris (pH:7.4) ve 1 mL %100 gliserol eklenip
homojenize edilmistir. 100 pL olacak sekilde boliintip -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.7. Pdx1 ve Ngn3 Genleri icin gRNA Primerlerinin Tasarlanmasi

Insan Pdx1 geninin aktivasyonunu saglamak icin 10 farkli gRNA, CRISPR-ERA
(http://crispr-era.stanford.edu/) online program: kullanilarak —segilmistir. gRNA
se¢iminde genin transkripsiyon baslama noktasina (TBN) uzakligi en fazla -250 bp olan
gRNA’lar secilmistir. Pdx1 geni icin tasarlanan gRNA’lar Cizelge 3. 4’de yer
almaktadir.

Cizelge 3.4. Pdx1 geni igin tasarlanan gRNA’lar (pSPgRNA plazmiti Bbsl enzimi ile
kesilince olusan yapiskan uglara tamamlayici olmasi i¢in gRNA dizilerine kirmizi
renkte Bbsl kesim bdlgeleri eklenmistir)

e Zincir TBN’na
gRNA Dizi (5"-3") konumu uzakhik
1 Forward 5' CACCGGAACGGGCAGCTGGCGGTGC 3 ) -240

Reverse 5' AAACGCACCGCCAGCTGCCCGTTCC 3

5 Forward 5'CACCGGCGAGCACCTGCTTTTGTTC 3 ) 183
Reverse 5' AAACGAACAAAAGCAGGTGCTCGCC 3

3 Forward 5' CACCGGGCTGGCCGCACTAAGAGGC 3 ) 148
Reverse 5' AAACGCCTCTTAGTGCGGCCAGCCC 3

Forward 5' CACCGGCTCGCTTTGACAGCTCCGC 3
Reverse 5' AAACGCGGAGCTGTCAAAGCGAGCC 3

5 Forward 5'CACCGATTTTCTCTCTCAGCTGAGT 3' ) 205
Reverse 5' AAACACTCAGCTGAGAGAGAAAATC 3

6 Forward 5' CACCGCTGGCGGTGCTCCCCAAAAT 3 + 250
Reverse 5' AAACATTTTGGGGAGCACCGCCAGC 3

7 Forward 5' CACCGGCCGGGGGCCGTGATTGGCC 3 + 127
Reverse 5' AAACGGCCAATCACGGCCCceeaGGee 3

8 Forward 5' CACCGAGGCTCCGCGGGGCCCCACG 3 + -100
Reverse 5' AAACCGTGGGGCCCCGCGGAGCCTC 3

Forward 5' CACCGGCGGGCCGGCCGLCCGCACCA 3
Reverse 5' AAACTGGTGCGGCGGCCGGLCCCGLC 3

10 Forward 5' CACCGAACCCACAGCCAGCGCGGAC 3 + 57
Reverse 5' AAACGTCCGCGCTGGCTGTGGGTTC 3
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Insan Ngn3 geninin aktivasyonunu saglamak i¢in 8 farkli gRNA CRISPR-ERA
(http://crispr-era.stanford.edu/) online programi kullanilarak segilmistir. gRNA
se¢iminde genin TBN uzakligi en fazla -250 bp olan gRNA’lar secilmistir. Ngn3 geni
icin tasarlanan gRNA’lar Cizelge 3. 5’de yer almaktadir.

Cizelge 3.5. Ngn3 geni icin tasarlanan gRNA’lar (pSPgRNA plazmiti Bbsl enzimi ile
kesilince olusan yapiskan uglara tamamlayici olmasi i¢in gRNA dizilerine kirmizi
renkte Bbsl kesim bolgeleri eklenmistir)

) Zincir TBN’na
gRNA Dizi (5'-3") konumu uzakhk
1 Forward 5' CACCGGGCCTGACCAGAGCCACACG 3 + 239

Reverse 5' AAACCGTGTGGCTCTGGTCAGGCCC 3

5 Forward 5' CACCGGCTAGGAGCAAAGCCGTCTG 3 + 263
Reverse 5' AAACCAGACGGCTTTGCTCCTAGCC 3'

3 Forward 5' CACCGAGAGTTGCTGGGACCCAGCC 3 i 182
Reverse 5' AAACGGCTGGGTCCCAGCAACTCTC 3

Forward 5' CACCGGGCGCGGGCAGCAGCLCGGGL 3!
Reverse 5' AAACGCCCGGCTGCTGLCCCGLGeCe 3

Forward 5' CACCGGGGCAGGCACGCTCCTGGLL 38
Reverse 5' AAACGGCCAGGAGCGTGCCTGCCCC 3

Forward 5' CACCGGGGCCCCGGCGCTGATTGGC 3
Reverse 5' AAACGCCAATCAGCGCCGGGGeeee 3

Forward 5' CACCGGTGCCCTGCGGGGGAGGAGC 3
Reverse 5' AAACGCTCCTCCCCCGCAGGGCACC 3

Forward 5'CACCGGCGCTCCCCTCCCCCGACCC 3
Reverse 5' AAAC GGGTCGGGGGAGGGGAGCGCC 3

3.7.1. pSPgRNA plazmitinin kesim islemi

gRNA’larin aktarilacagi pSPgRNA plazmiti Bbsl enzimi ile kesilmistir. 1 g
pSPgRNA plazmitinden, 2 uL 10X NEB 2.1 buffer, 1.5 pL Bbsl enziminden eppendorf
tipe koyulmus ve son hacim ddH,O ile 20 pL ye tamamlanmistir. Daha sonra 6rnekler
37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dakika olacak sekilde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra 3 pL ornek %0.8’lik agaroz jele yiiklenerek kesim isleminin gergeklestigi
dogrulanmis ve kesilmis plazmitin jelden izolasyonu yapilmistir.

3.7.2. pSPgRNA plazmitinin jelden izolasyonu

Kesilmis pSPgRNA plazmit Orneginin yiiklendigi jel Benchtop Variable
Transilluminator (UVP, England) gorintileme cihazinda goriintiilenmistir. Kesilmis
olan plazmiti igeren bantlar jelden bisturiyle kesilip c¢ikarilmistir. Genelet Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific, USA) ile iiretici firmanin talimatlar1 uygulanarak
plazmit jelden izole edilmistir. -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.7.3. Pdx1 ve Ngn3 gRNA primerlerin birlestirilmesi

Primerlerin  birlestirilmesinde Zhang 1lab protokolii uygulanmistir (S.
Konermann, Zhang lab. SAM target sgRNA cloning protocol 2014). Siparis edilen
primerler 100 uM forward primer ve 1 pL 100 UM reverse primer olacak sekilde
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hazirlamigtir. 1 pL 10X T4 Buffer, 0.5 pL T4 PNK enzimi ve hazirlanan 100uM
primerlerden 1’er pL eppendorf tipe koyulmustur. Son hacim ddH,O ile 10 pL’ye
tamamlanmistir. 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra sicaklik 95°C’ye
yukseltilmistir. Sicakligi dakikada 5°C diisiirerek, 95°C’den son sicaklik 25°C olacak
sekilde sicaklik gradiyenti yapilmistir. Primerler birlestirildikten sonra pSPgRNA
plazmitine ligasyon yapilmistir.

3.7.4. Pdx1 ve Ngn3 gRNA primerlerinin pSPgRNA plazmitine ligasyonu

Birlestirilen gRNA primerleri 1:100 seyreltilmistir. 1 pL (10uM) seyreltilen
birlestirilmis primerden, 1 pL BbslI ile kesilmis pSPgRNA plazmitinden, 1 uL 10X T4
DNA ligaz tamponundan, 1 pL T4 DNA ligaz enziminden eppendorf tiipe koyulmus ve
ddH,0 ile son hacim 10 pL ye tamamlanmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra DH5a. bakterilerine transformasyon yapilmstir.

3.7.5. Bakteri transformasyonu

-80°C’den alinan DHS5a bakterileri buz iizerinde ¢ozundUrllmistir. 10 pL
ligasyon plazmiti 150 pL DH5a i¢ine koyulmustur. Pipetaj yapilmis ve 30 dakika buz
Uzerinde inkibe edilmistir. 42°C su banyosunda 40-45 saniye bekletilmis sonra 2 dakika
buz lzerinde inkibe edilmistir. Uzerine 125 pL SOC medium eklenmistir. 60 dakika
37°C 220 rpm’de inkube edilmistir. pSPgRNA plazmiti ampisiline direngli oldugundan
LB Agar (Amp+) lizerine yayma islemiyle ekilmistir. 37°C’de gece boyu inkiibasyona
birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra (reme olan petri kaplarindan bakterilerin tek koloni
seklinde se¢imi yapilmig ve LB Broth (Amp+)’a ekim yapilmistir. 37°C’de 220 rpm’de
inkibe edilmistir. OD degeri 0.4 oldugu zaman stok olarak saklamak i¢in 300 pL
bakteri 6rnegi, 300 pL %50’lik gliserol eklenmis ve -80°C’ye kaldirilmistir. Ornekten
kalan soliisyondan plazmit izolasyonu yapilmistir.

3.7.6. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu Genelet Plazmid Miniprep Kit’i (Thermo Scientific) ile
iiretici firmanin talimatlar1 uygulanarak gergeklestirilmistir. izole edilen plazmitler -
20°C’de muhafaza edilmistir. izole edilen plazmit DNA &rneklerinin miktar ve saflik
Olcimleri BioDrop pLite Spektrofotometre (Biochrom, MA) cihazinda yapilmistir.
Daha sonra plazmitler M13 Forward primeri (5' GTA AAA CGA CGG CCA GT 3) ile
tek yonlu Sanger sekans analizi yapilmasi i¢in BM LAB firmasina génderilmistir.

3.8. HEK293 Hucre Kultura

Thermo Fisher Scientific firmasindan satin aliman insan embriyonik bobrek
hicreleri (HEK293) sivi azotta (-196°C) muhafaza edilmistir. Sivi azottan ¢ikartilan
hicreler 37°C’deki su banyosunda eritilmistir. Tp %70’lik etil alkolle sterilize edilmis
ve steril kabine igerisine alinmistir. 1 mL’lik mikropipetle hicreler tuptn icerisinden
almmis ve 15 mL’lik santriftj tpinin icerisine koyulmustur. 37°C ve %5 CO;’li
ortamda 1sitilmig, L-glutaminli yiksek glukozlu DMEM, 10% FBS, 1X NEAA ve 1X
antibiyotik-antimikotik (anti-anti) iceren hicre kiltir ortamindan 1 mL alinmis ve
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damlalar halinde 15 mL tiipiin igerisindeki hiicrelerin iizerine birakilmistir. Her bir
damlada tiip yavasca ¢alkalanmistir. TUpUn igerisine son hacim 12 mL olacak sekilde
hiicre besin ortami eklenmistir. 1200 rpm’de 37°C’de 5 dakika santrifiij yapilmustir.
Hiicre peletine dokunmadan siipernatant kismi uzaklastirilmistir. Hiicre peleti 12 mL
besin ortami igerisinde ¢6ziilmiis ve T-75 kiiltiir kabina aktarilmistir. Hiicre yogunlugu
%80 oluncaya kadar iki giinde bir, 10 mL PBS ile hiicreler yikandiktan sonra hiicrelerin
besin ortami degistirilmistir.

Deney asamasina gegildiginde hiicreler 12 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
pasajlanmistir. Pasaj sirasinda T-75 kiiltiir ortaminda bulunan hiicrelerin besin ortamlari
serolojik pipetle alinmigtir. 10 mL PBS ile yikanmistir. 3 mL tripsin enzimi eklenmis ve
5 dakika 37°C ve %5 CO2’li ortamda inklbe edilmistir. Mikroskop altinda hiicrelerin
kiltir kabindan ayrildiklar: gorildiikten sonra 10 mL kiiltiir ortami1 eklenmis ve hucre
karisimi serolojik pipet yardimiyla 15 mL tlpe koyulmustur. 5 dakika 37°C 1200
rpm’de santrifij edilmistir. Hiicre peletine dokunmadan siipernatant kismi
uzaklastirilmis ve pelet hiicre besin ortamiyla ¢ozindUrilmistir. Her kuyusunda
25x10° hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarma hiicre ekimi yapilmistir.

Geri kalan hiicreler alinarak iizerine esit hacimde 2X dondurma ortami eklenmis
ve Oncelikle -80°C’de bir gece bekletilmistir. Hiicreler uzun siireli saklamak amaciyla
sivi azota (-196°C) kaldirilmastr.

3.8.1. HEKZ293 hucrelerine transfeksiyon

HEK293 hiicreleri 25x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 12 kuyucuklu plakaya
ekilmistir. Hiicreler ekim isleminden 24 saat sonra antibiyotiksiz hiicre kiiltiir ortamina
alimmustir. Lipofectamine 2000 kullanilarak Ngn3 ve Pdx1 gRNA plazmitleri; dCas9-
VPR, dCas9-p300 veya dCas9-VP64 plazmitleriyle transfekte edilmistir.

Izole edilip, saflik ve miktar analizi yapilan pSPgRNA plazmitinden 1 pL (20
ng/ pL) ve dCas9-VPR, dCas9-p300 ve dCas9-VP64 plazmitinden 1 pL (200 ng/ uL)
alinarak, Opti-MEM (pH: 7.6) ile 50 pL’ye tamamlanmis ve pipetaj yapilmistir. 5
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

Ayr1 bir eppendorfta her bir 6rnek igin 1 puL Lipofectamine 2000 ve 49 pL Opti-
MEM (pH: 7.6) birlestirilip pipetaj yapilmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmustir. Iki ayr1 karisim birlestirilerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra karisim HEK293 hiicrelerinin kiiltiir ortamlarma
eklenmistir. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre kiiltiir ortami1 degistirilmistir.
Transfeksiyondan 48 saat sonra TRIzol ile RNA izolasyonu yapilmistir.

3.8.2. RNA izolasyonu

Transfeksiyondan 48 saat sonra RNA izolasyonu TRIzol Reagent ile Uretici
firmanin talimatlar1 uygulanarak yapilmistir. RNA 0Ornekleri -80°C’de muhafaza
edilmistir. izole edilen RNA 6rneklerinin miktar ve saflik dlgiimleri yapilmistir.
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3.8.3. DNaz uygulamasi ve cDNA iiretimi

Izole edilen RNA orneklerine DNaz 1 enzim uygulamasi yapilmistir. RNA
orneginden 500 ng olacak seklide alinip Gizerine 1 pL 10X tampon, 1 uL DNaz | enzimi
eklenmis ve son hacim ddH,O ile 10 pL ye tamamlanmistir. 37°C’de 60 dakika inkube
edilmistir. Inkiibasyondan sonra Ornek uUzerine 1 pL EDTA (50 mM) eklenmistir.
65°C’de 10 dakika inkibe edilmistir.

DNaz uygulamasi yapilan RNA 6rneklerinden (500 ng) iScript cDNA sentez Kiti
kullanilarak, iiretici firmanin 6nerdigi protokolle cDNA sentezi yapilmistir. Ardindan
kPZR vyapilarak Pdx1, Ngn3, Ins, MafA, Nkx2.2, Nkx6.2, Pax4, Glut2 ve Kir6.2
genlerinin ekspresyonun miktarindaki degisimler incelenmistir.

3.9. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kPZR)

cDNA o6rnekleri kantitatif PZR yapilarak Light Cycler 96 system (Roche, Basel,
Switzerland) cihazinda analiz edilmistir. kPZR karigimi: 5 pL iTag™ Universal
SYBR® Green Supermix karigimi, 0.2 pL Forward, 0.2 pL reverse primer (Cizelge
3.2.), 1 uL DNA (~200 ng) ve 3.6 pL ddH,0 olacak sekilde hazirlanmistir. iki tekrar
halinde hazirlanan drneklerin kPZR leri, 95°C 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C
15s denatiirasyon, 60°C de 60s baglanma ve uzama, olacak sekilde 45 dongii olarak
yapilmigtir. Karsilagtirmali  6l¢iim  -log, (Relative expression to GAPDH) ile
hesaplanmistir. Pdx1, Ngn3, Ins, MafA, Nkx2.2, Nkx6.2, Pax4, Glut2 ve Kir6 genleri
Gapdh ekspresyonuyla normalize edilmistir.

3.10. immiinofloresan Boyama

Plazmitlerin hiicrelere lipofeksiyonundan 48 saat sonra hiicre kiltir ortami
uzaklastirilmistir. Hiicreler 1X PBS ile 3 defa yikanmustir. Hucrelerin Gzerine 1 mL
formalin  (%10) eklenmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra formalin uzaklastinlmistir ve 1X PBS ile 5 dakikalik
inkiibasyonlarla 3 defa yikanmistir. Yikamadan sonra hiicrelerin lizerine 1 mL %0.2
PBS-TritonX-100 (v/v) eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 1 mL %0.1 PBS-Tween 20 (v/v) ile 5 dakikalik
inkiibasyonlarla 3 defa yikanmigtir. Yikamadan sonra hiicrelerin iizerine 1 mL %5 PBS-
Tween 20-BSA (w/v) eklenmis ve 2 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 1 mL %0.1 PBS-Tween 20 (v/v) ile 5 dakikalik
inkiibasyonlarla 3 defa yikanmustir. Birincil antikorlar %1 PBS-Tween 20-BSA c¢ozeltisi
icinde PDX1 igin 1:2000 ve NGN3 igin 1:200 oranlarinda hazirlanmig ve her bir
kuyucuga 300 pL olacak sekilde hiicrelerin tizerine eklenmistir. Gece boyu 4°C
sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1 mL %0.1 PBS-
Tween 20 (v/v) ile 5 dakikalik inkiibasyonlarla 3 defa yikanarak birincil antikorlar
uzaklastirilmigtir. %1 PBS-Tween 20-BSA ¢ozeltisi iginde 1:400 oraninda (PDX1 ve
NGNS ic¢in Goat Anti-Rabbit 1gG) sekonder antikoru hazirlanmis ve her bir kuyucuga
300 pL olacak sekilde hiicrelerin iizerine eklenmistir. 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1 mL %0.1 PBS-Tween 20 (v/v) ile 5
dakikalik inkiibasyonlarla 3 defa yikanarak ikincil antikor uzaklastirilmistir. %1 PBS-
Tween 20-BSA ¢ozeltisi i¢inde 1:400 oraninda hazirlanan Hoechst boyasi her bir
kuyucuga 300 pL olacak sekilde hiicrelerin iizerine eklenmis ve 20 dakika oda
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sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1X PBS ile 3 defa
yikanmistir. Hucreler Gzerine 1 mL 1X PBS eklenmis ve floresan mikroskopta
goruntilenmistir. (Kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin listesi Cizelge 3. 3.’de
gosterilmistir.)

3.11. istatiksel Analiz

Calismamizda elde ettigimiz verilerin istatistiksel analiz degerlendirmesi igin
GraphPad Prism 7.0 programi kullamilmustir. Bulgular istatistiksel olarak
degerlendirilirken Student’s t-testi yapilmistir. Sonuglar %95’lik giiven araliginda ve
anlamlilik p<0.05 seviyesinde degerlendirilmistir. Verilerin ortalamas1 = SEM olarak
gosterilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

gRNA plazmitlerinin, dCas9-VPR, dCas9-p300 veya dCas9-VP64 plazmitleriyle
hlcrelere lipofeksiyonundan sonra hiicrelere basarili bir sekilde aktarildigin1 gostermek
ve transfeksiyon verimini hesaplamak icin hucreler dCas9-VP64-GFP plazmitiyle de
muamele edilmis ve transfeksiyonun basaris1 floresan mikroskobunda gérintilenmistir
(Sekil 4.1). Transfeksiyon basarist GFP pozitif hiicreler sayilarak %50 basariyla
gergeklestigi tespit edilmistir.

a

Sekil 4.1. dCas9-VP64 GFP plazmiti verilmis HEK293 hiicrelerinin 24 saat inkiibasyon
sonundaki mikroskop gorintusi; dCas9-VP64-GFP plazmitiyle transfeksiyon yapilmis
hlcrelerin @) DAPI boyamasi; b) GFP ekspesyonu (Cetvel 100 um’dir)

28



BULGULAR VE TARTISMA A. KABA

4.1. Pdx1 Geni i¢in ideal gRNA’larin Belirlenmesi
4.1.1. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9-VP64 plazmiti ile transfeksiyonu

Pdx1l geni igin belirlenen 10 gRNA ilk asamada dCas9-VP64 plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdélgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gercek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.2°de Pdx1 geni icin belirlenen 10 hedef bolgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-VP64
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Pdx1 geninin kontrol grubuna gére ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Pdx1 geni igin belirlenen 10 gRNA’nin dCas9-VP64 plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonuglar1 (**p<0.005, *p< 0.05, n=3)
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4.1.2. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9- VPR plazmiti ile transfeksiyonu

Pdx1l geni i¢in belirlenen 10 gRNA ilk asamada dCas9-VPR plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdélgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gercek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.3’de Pdx1 geni icin belirlenen 10 hedef bdlgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-VPR
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Pdx1 geninin kontrol grubuna gére ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Pdx1 geni i¢in belirlenen 10 gRNA’nin dCas9-VPR plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonuglar1 (***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05, n=3)
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4.1.3. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9-p300 plazmiti ile transfeksiyonu

Pdx1 geni i¢in belirlenen 10 gRNA ilk asamada dCas9-p300 plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdlgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gercek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.4’de Pdx1 geni icin belirlenen 10 hedef bélgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-p300
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Pdx1 geninin kontrol grubuna gére ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Pdx1 geni i¢in belirlenen 10 gRNA’nin dCas9-p300 plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonuglar1 (*p<0.05, n=3)
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4.1.4. Pdx1 icin belirlenen en iyi 4 gRNA’nin birlikte transfeksiyonu ve Pdx1 gen
aktivasyon duzeyi

10 gRNA’dan Pdx1 geninin aktivasyonu icin istatistiksel olarak anlamli en ideal
gRNA’lar gRNA1, gRNA2, gRNA7 ve gRNAY olarak belirlenmistir. Bu gRNA’larin
gRNA optimizasyon ve tasarlama ¢alismalarinda belirlenen parametrelere de uygunluk
gosterdigi gortlmiistiir (Graf vd. 2019; Wang vd. 2019). Pdx1 geninin aktivasyonu igin
belirlenen en ideal 4 gRNA’nin dCas9-aktivatér kompleksleriyle yapilan aktivasyon
caligmalarinda kontrol grubuna kiyasla en iyi aktivasyonu VPR aktivatoriiniin sagladig:
gorilmiistiir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Pdx1 geninin aktivasyonu i¢in belirlenen en ideal 4 gRNA’nin ayni anda
hlcrelere dCas9-aktivator plazmitleriyle lipofeksiyonu sonucu elde edilen Pdx1 geninin
aktivasyon sonuglar1 (****p<0.0001, **p<0.005, n=3)

Coklu grRNA’lar kullanilarak hedef gen olan Pdx1 geninin CRISPR/dCas9
sistemi ile aktivasyonu gergeklestirilmistir. Bu gRNA’larin transkripsiyon baslama
bolgesine olan uzakhigi Cizelge 3.4’te gosterilmistir. Ayn1 zamanda Pdx1 geni igin
secilen 10 gRNA’nin -250 ila +1 baz ¢ifti araliginda hangi araliga denk geldigi Sekil
4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Pdx1 i¢in belirlenen gRNA’larin Pdx1 promotoruna baglandiklar bolgeler

Ideal gRNA’lar belirlendikten sonra bu gRNA’larin baglandig1 bolgede gen
aktivitesini diizenleyici bolgelerin olup olmadigi incelenmistir. Yapilan analizler
sonucunda gRNAZL’in; transkripsiyon faktori motifi, TATA kutusu ve GC kutusu
bulunan bdlgeye baglandigi, gRNA2’nin; initiator motifi ve GC kutusu bulunan bdlgeye
baglandigi, gRNA7’nin; GC kutusu olan bolgeye baglandigr belirlenmistir. gRNA9’un
baglandig1 yerde herhangi bir motif ve bdlgenin olmadig1 goriilmiistiir (Anonymous 4 ;
Anonymous 5) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pdx1 geninin promotor bdlgesindeki 6nemli gen motifleri ve secilen 4
gRNA’nin baglandig: diizenleyici bélgeler

Pdx1 geni icin ilk olarak belirlenen 10 gRNA’nin tek baglarina hedef geni ne
kadar aktive ettigine bakilmistir. En iyi aktivasyonu gosteren ve istatistiksel olarak
anlamli 4 gRNA secilmis ve birlikte HEK293 hicrelerine transfekte edilmistir.
Kullanilan aktivatorlerden en iyi aktivasyon sirasiyla VPR, VP64 ve p300°de
gorilmiistir. VPR aktivatorinde gorllen aktivasyon yapilan diger aktivator
karsilastirma ¢alismalari ile benzer bulgular gostermistir (Chavez vd. 2015; Chavez vd.
2016). Pdx1 geninin aktivasyonu icin belirlenen en iyi gRNA’larin transkripsiyon
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baslama bolgesine uzakliklart gRNAL -240 bp, gRNA2 -183 bp, gRNA7 -127 bp ve
gRNA9 -79 bp’dir. Bu gRNA’lardan gRNA1 ve gRNAZ2 pozitif zincire, gRNA7 ve
gRNAS9 negatif zincire baglanmaktadir. gRNA’larin hangi zincire baglandigi ve bu
gRNA’larin baglandiklar1 bolgedeki gen motifleri de gen akitvasyonunu etkileyebilir.
Pdx1 geninin proksimal promotorundaki metilasyon bolgeleri incelenmistir (Yang vd.
2012) ve p300 aktivatoriyle hedeflenen bdlgelerde gRNA7 ve gRNA9’un bu
metilasyon yerlerine baglandigi goriilmiistiir. Fakat bu istatistiksel olarak anlamli bir
aktivasyon saglamamistir. Pdx1 geninin optimum aktivasyonu igin belirledigimiz 4
promotor bélgesi kullanilabilir.

4.2. Ngn3 Geni icin Ideal gRNA’larmn Belirlenmesi
4.2.1. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9-VP64 plazmiti ile transfeksiyonu

Ngn3 geni icin belirlenen 8 gRNA ilk asamada dCas9-VP64 plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdlgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gergek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.8’de Ngn3 geni icin belirlenen 8 hedef boélgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-VP64
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Ngn3 geninin kontrol grubuna gore ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Ngn3 geni icin belirlenen 8 gRNA’nin dCas9-VP64 plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonucu (n=3)
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4.2.2. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9- VPR plazmiti ile transfeksiyonu

Ngn3 geni icin belirlenen 8 gRNA ilk asamada dCas9-VPR plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdlgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gercek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.9’de Ngn3 geni icin belirlenen 8 hedef boélgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-VPR
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Ngn3 geninin kontrol grubuna gore ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.
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Sekil 4.9. Ngn3 geni icin belirlenen 8 gRNA’nin dCas9-VPR plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonuglar1 (**p<0.005, *p<0.05, n=3)
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4.2.3. Secilen gRNA plazmitlerin dCas9-p300 plazmiti ile transfeksiyonu

Ngn3 geni icin belirlenen 8 gRNA ilk asamada dCas9-p300 plazmitiyle
hiicrelere tek tek olacak sekilde transfekte edilmistir. Her bir gRNA bdlgesinin gen
ekspresyonuna olan etkileri gercek zamanli kantitatif-PZR ile belirlenmistir. Sekil
4.10’da Ngn3 geni icin belirlenen 8 hedef bolgenin ilgili gRNA’lar ve dCas9-p300
plazmitiyle hedeflenmesi durumunda, Ngn3 geninin kontrol grubuna gore ne kadar
aktive edildigi gosterilmistir.

n
© Ngn3 - p300
T 5 -
(@)
o
< i
o 0
S
c -5
°
3 * * %
@ -10- *
o I
x I
[¢D)
-154 I
> = ik
=
= -20- T T T T T
x N N T S SN
o~ \(
o)) Q
o N
gRNA

Sekil 4.10. Ngn3 geni i¢in belirlenen 8 gRNA’nin dCas9-p300 plazmitiyle yapilan
aktivasyon sonucu (**p<0.005, *p<0.05, n=3)
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4.2.4. Ngn3icin belirlenen en iyi 4 gRNA’mn birlikte transfeksiyonu ve Ngn3 gen
aktivasyon duzeyi

8 gRNA’dan Ngn3 geninin aktivasyonu icin en ideal gRNA’lar gRNAL,
gRNA2, gRNA4 ve gRNAY olarak belirlenmistir. Bu gRNA’larm gRNA optimizasyon
ve tasarlama c¢alismalarinda belirlenen parametrelere de uygunluk gosterdigi
gOrulmiistiir (Graf vd. 2019; Wang vd. 2019). Ngn3 geninin aktivasyonu igin belirlenen
en ideal 4 gRNA ayn1 anda hiicrelere dCas9-aktivator plazmitleriyle transfekte edilerek
Ngn3 geninin aktivasyonu incelenmistir. Yapilan deneyde kontrol grubuna kiyasla en
iyi aktivasyonu VPR aktivatoriiniin sagladigi goriilmiistiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Ngn3 geninin aktivasyonu i¢in belirlenen en ideal 4 gRNA’nin ayn1 anda
hlcrelere dCas9-aktivattr plazmitleriyle lipofeksiyonu sonucu elde edilen Ngn3 geninin
aktivasyon sonuglar1 (****p<0.0001, ***p<0.0005, *p<0.05, n=3)

Coklu gRNA’lar kullanilarak hedef gen olan Ngn3 geninin CRISPR/dCas9
sistemi ile aktivasyonu gerceklestirilmistir. Bu gRNA’larin transkripsiyon baslama
bolgesine olan uzakligi Cizelge 3.5’te yer almaktadir. Ayn1 zamanda Ngn3 geni igin
secilen 8 gRNA’nin -250 ila +1 baz gifti araliginda hangi araliga denk geldigi Sekil
4.12’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Ngn3 i¢in belirlenen gRNA’larin Ngn3 promotoriine baglanma bolgeleri

Ideal gRNA’lar belirlendikten sonra gRNA’larin baglandigi bélgede gen
aktivitesini diizenleyici bolgelerin olup olmadigmma bakilmistir. Yapilan analizler
sonucunda gRNA4’in; TATA kutusu ve CCAAT kutusu iceren bolgeye, gRNAL ve
gRNA2’nin; GC kutusuna ¢ok yakin bolgelere ayrica gRNA2’nin CCAAT kutusu
bolgesine, gRNA7’nin ise GC kutusu bolgesine baglandigi goriilmiistiir (Anonymous 6 ;
Anonymous 7) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Ngn3 geninin promotor boélgesindeki 6nemli gen motifleri ve secilen 4
gRNA’nin baglandig1 diizenleyici bolgeler

Ngn3 geni icin yapilan ¢aligmada ilk olarak belirlenen 8 gRNA’nin tek baslarina
hedef geni ne kadar aktive ettiklerine bakilmistir. En iyi aktivasyonu gosteren ve
istatistiksel olarak anlamli 4 gRNA secilip ve birlikte HEK293 hiicrelerine transfekte
edilmistir. Kullanilan aktivatorlerden en iyi aktivasyon sirasiyla VPR, p300 ve VP64’te
gOrilmiistiir. Bu sonucun daha once yapilan benzer gen aktivasyonu g¢alismalarindaki
sonuglarla uyumlu oldugu belirlenmistir (Chavez vd. 2016). Ngn3 geninin aktivasyonu
icin belirlenen en iyi gRNA’larin transkripsiyon baslama bdlgesini uzakliklar1 gRNAT -
239 bp, gRNA2 -263 bp, gRNA4 -27 bp ve gRNA7 -93 bp’dir. Bu 4 gRNA’nin hepsi
pozitif zincire baglanmaktadir. gRNA’larin hangi zincire baglandigi ve bu gRNA’larin
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baglandiklar1 bolgedeki gen motifleride gen akitvasyonunu etkileyebilir. p300’in guclu
bir sekilde aktivasyon saglamasi Ngn3 geninin aktivasyonu igin epigenetik
degisikliklerin 6nemli oldugunu gostermistir. Ngn3 geninin optimum aktivasyonu igin
belirledigimiz 4 promotor bolgesi kullanilabilir.

4.3. Pdx1 ve Ngn3 icin Belirlenen 8 gRNA’mn Birlikte Transfeksiyonu ve Onemli
B Hucresi Genlerin Aktivasyon Diizeyleri

Pdx1 gen aktivasyonu icin belirlenen 4 gRNA ve Ngn3 gen aktivasyonu igin
belirlenen 4 gRNA dCas9-VPR, dCas9-p300 ve dCas9-VP64 aktivator kompleksiyle
birlikte hucrelere transfekte edilerek énemli B hiicresi genlerinin ekspresyon seviyeleri
incelenmistir. Secilen bu 8 gRNA’nin birlikte transfekte edilmesi ile birden fazla
gRNA’nin gen aktivasyonu i¢in sinerjistik etki gosterdigi goriilmiistiir.

8 gRNA birlikte kullanildiginda istatistiksel olarak Pdx1 icin VP64
aktivatorinuan, Ngn3 geni icin ise VPR aktivatérunin en fazla aktivasyon sagladigi
gOrulmiistiir (Sekil 4.14). 8 gRNA ve VP64 aktivatori ile Pdx1 ve Ngn3 genleri aktive
edildiginde MafA, Nkx6.2, Pax4, Glut2 ve Kir6.2 genlerinde en yuksek aktivasyon
gortlmiistiir (Sekil 4.15). 8 gRNA ve p300 aktivatorii kullanildiginda ise Ins geninde
istatistiksel olarak en anlamli aktivasyon tespit edilmistir (Sekil 4.14).

Tek tek Pdx1 ve Ngn3 genlerini VPR ile aktive etmeye calistigimizda
hedeflenen genlerde en yiiksek aktivasyon gorilmiis fakat bu genlerin aktivasyonuyla
aktive olmasin1 bekledigimiz MafA, Ins, Nkx2.2, Nkx6.2, Pax4 ve Kir6.2 genlerinde
kontrol grubuna kiyasla ¢ok fazla bir aktivasyon gorilmemistir. Bunun aksine Pdx1 ve
Ngn3 genlerini VP64 ile aktive ettigimiz zaman kontrol grubuna kiyasla hem Pdx1 ve
Ngn3 hem de bu genlerin aktivasyonu sonucu aktive olmasini bekledigimiz MafA, Ins,
Nkx2.2, Nkx6.2, Pax4, Glut2 ve Kir6.2 genlerinin aktive oldugu goriilmiistiir. Pdx1 ve
Ngn3 genlerinin aktivasyonunun 6nemli B hicresi endogenik genlerinin aktivasyonunu
sagladig1 goriilmiistiir. Endogenik genlerin aktivasyonu i¢in ayni anda birden fazla
gRNA kullanarak gRNA’larin sinerjistik etki gosterdigi belirlenmistir. VPR, VP64 ve
p300 aktivatorlerinin hepsinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede gen aktivasyonu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglarin daha da gilivenilir hale gelmesi igin yapilacak
calismalarda CRISPR/dCas9 sistemi tasarlanirken sistemde tim bilesenler tek bir
plazmitte toplanip pozitif kontrol amaciyla floresan protein eklenmelidir. Buradaki
amac¢ CRISPR ile aktivasyon yaparken sadece transfeksiyon isleminin basarili oldugu
ve gen aktivasyon sisteminin c¢alistigi hiicreleri segilebilir hale getirmektir.
Transfeksiyon isleminden sonra floresanla aktive edilmis hiicre ayrismasi (fluorescence
activated cell sorting, FACS) yontemi ile istenilen hiicre toplulugu elde edilebilir.
Boylece transfeksiyon islemlerinden sonra sadece aktivasyon islemi yapilan hiicreler
elde edilir ve sadece sistemin galistig1 hiicrelerden RNA izolasyonu yapilir. Bu da gen
aktivasyonu agisindan daha dogru ve kesin bir sonug verir (Zhou vd. 2018). Eger sadece
sistemin ¢aligtig1 hiicreleri se¢mezsek gen aktivasyonu olmayan hiicrelerden de RNA
gelecektir ve bu da total RNA havuzu igerisinde hedefledigimiz genlerin RNA’larinin
oransal olarak azalmasina sebep olacaktir. Hucre farklilagmasinda genlerin ne zaman
aktive olmasi gerektigi onemli oldugundan uyarilabilir CRISPR sistemleri kullanilarak
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dogru zamanda sistem agilip kapatilabilir. Bu sayede hiicre programlama etkinligi en {ist
seviyeye ¢ikarilabilir.

i
2 8 gRNA
T 5
[a]
2 04 **:: * K *
] * % * K K K - Pdx1l
S -5 * Kk kK X
; o I ]: Ngn3
z ) B vafa
;. -159 = Ins
x
(5]
E -201
©
> -25- T T T T T T T T
@ N N N N
= <& o> O < O S O > (© S O > (o
] & Q Q Q° O & ] QO L0 .«
> RN 4‘2 S N AQ oo SRR NI
S ¢ ¢ ¢ ¢

Sekil 4.14. Onemli pankreatik genlerden Pdx1, Ngn3, MafA ve Ins genlerinin
aktivasyon sonuglar1 (****p<0.0001, ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05, n=3)

8 gRNA

Bl Nkx2.2
Nkx6.2
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log2(Relative expression to GAPDH, -AC)

Sekil 4.15. Onemli pankreatik genlerden Nkx2.2, Nkx6.2, Pax4, Glut2 ve Kir6.2
genlerinin aktivasyon sonuglart (****p<0.0001, ***p<0.0005, **p<0.005, *p<0.05,
n=3)
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4.4. Gen Aktivasyonu Sonucu Proteinlerin Belirlenmesi

20 ng gRNA plazmiti ve 200ng dCas9-aktivatér plazmiti verilen HEK293
hicrelerinin Anti-PDX1 ve Anti-NGN3 antikorlari ile boyanarak eksprese olan genlerin
proteine de ¢evrildigi gosterilmistir. CRISPR/dCas9 aktivasyon sistemiyle aktive edilen
endogenik Pdx1 ve Ngn3 ifadesi gergeklesmis ve endogenik proteinlerin g¢ekirdege
lokalize oldugu gdsterilmistir (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Pdx1 geninin belirlenen 4 gRNA ve dCas9-VPR plazmiti ile aktivasyonu
sonucu Anti-Pdx1 (yesil) ve DAPI (mavi) immiin boyama sonucu (Cetvel 100 um’dir)

DAPI

Sekil 4.17. Ngn3 geninin belirlenen 4 gRNA ve dCas9-VPR plazmiti ile aktivasyonu
sonucu Anti-Ngn3 (yesil) ve DAPI (mavi) immiin boyama sonucu (Cetvel 100 um’dir)
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5. SONUCLAR

Bu c¢alismada, CRISPR/dCas9 aktivasyon sistemiyle 3 farkli aktivator
kullanilarak Pdx1 ve Ngn3 endogenik genlerinin aktivasyonu gosterilmistir. KPZR
sonuglart incelenerek gen aktivasyonunun istatistiksel olarak anlamli olup olmadig:
degerlendirilmistir. Yapilan Student t testi analizi sonucu Pdx1 geni icin 10 gRNA
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmiis ve istatistiksel olarak anlamli olan
4 tane gRNA belirlenmistir. Pdx1 geninin aktivasyonu i¢in en iyi gRNA’larin gRNA1,
gRNA2, gRNA7 ve gRNA9 oldugu goriilmiistiir. Student t testi analizi sonucu Ngn3
geni i¢in 8 gRNA arasinda istatitiksel olarak anlamli bir fark goriilmiis ve istatistiksel
olarak anlamli olan 4 tane gRNA belirlenmistir. Ngn3 geninin aktivasyonu igin en iyi
gRNA’larin gRNA1, gRNA2, gRNA4 ve gRNA7 oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglarla
beraber Pdx1 ve Ngn3 genleri icin en uygun aktivator, aktivasyon bolgeleri ve gRNA
sekanslar1 belirlenmistir.

Yapilan aktivasyon deneyleri sonucunda [ hiicresi fenotipi i¢in hangi aktivator
komplekslerinin en iyi sekilde c¢alistiginin tespiti yapilmistir.  Aktivatorlerin
kiyaslanmasi agisindan en iyi aktivasyon sirasiyla VPR, VP64 ve p300 aktivatorinde
gortlmiistiir. gRNA’lar tek bir gen aktivasyonu i¢in kullanildiginda en iyi aktivasyon
VPR ile saglanmistir. Fakat Pdx1 ve Ngn3 igin belirlenen en ideal gRNA’lar toplu
olarak uygulandiginda B hiicresi olusumu icin 6énemli olan genlerde en fazla aktivasyon
VP64 ile gorilmistiir. Hiicre programlanmasi denemelerinde programlama verimliligini
etkileyen faktorlerden biri hangi transkripsiyon faktorlerinin hangi kombinasyonlarda
ve miktarlarda kullanildigidir. Elde edilen sonuglara gore Pdx1 ve Ngn3 genleri hicre
programlamasinda kullanildigi durumda genlerin VPR ile asir1 ekspresyonunun
programlama etkinligini diigiirebilecegi gozlenmistir. VP64 kullanildigi durumda ise-
hem hedeflenen endogenik gen ekspresyonunun artacagi hem de diger B hiicresi
genlerinin aktive olacagi goriilmiistiir. Pdx1’in asir1 eksprese olmasi iligkili oldugu
genler agisindan 6nemlidir. Pdx1’in diisiik, orta ya da yiiksek ekspresyonu hiicrelerde
farkli sinyallere neden olacagindan [ hiicre programlamasi da bundan etkilenebilir.
Ayn1 sekilde Ngn3 geninin de ekspresyon seviyesi onemlidir ve hilcre programlama
etkinligini  etkileyebilir. Kullanilan aktivatdrlerden p300 dogrudan epigenetik
degisiklikler yaparak aktivasyona neden olmaktadir. Bu tez g¢alismasinda p300°Un
yapmis oldugu epigenetik degisikliklerin hiicre programlamasini etkiledigi goriilmiistir.
VPR ve VP64 aktivatorleri transkripsiyon baglama kompleksinin birden fazla bilesenini
toplamak icin iskele gorevi gormektedir. Fakat kromatin durumunu enzimatik olarak
dogrudan modiile etmemektedirler. Aksine p300 spesifik bolgedeki spesifik epigenetik
isaretleri dogrudan degistirmektedir. Etki mekanizmalarimin farkli olmasi gen
aktivasyonunda p300’Un daha az etkili oldugu diistiniilmiistiir. p300 daha ¢ok enhansir
bolgelerinde asetilasyon yaparak gen aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (Raisner vd.
2018). Bu tez g¢alismasinda proksimal promotor bolgeleri hedeflenmistir. Enhansir
bolgeler hedeflenmediginden p300°iin ¢ok etki gdstermemis olabilecegi diistiniilmiistiir.
Aktivator etkinliklerinin karsilastirilmasi yapildiginda Pdx1 ve Ngn3 genlerinin tek
basina aktivasyonu yapilmak isteniyorsa dCas9-VPR aktivator kompleksinin
kullanilmasi gerektigi goriilmustiir. Pdx1 ve Ngn3 genlerini aktive ederek diger 6nemli
genlerin aktive edilmesi isteniyorsa dCas9-VP64 aktivator kompleksinin kullanilmasi
gerektigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda ¢oklu gRNA’lar kullanilarak Pdx1 ve Ngn3
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genlerinin aktive edilmesiyle PDX1 ve NGN3 proteinlerinde de artis oldugu immin
boyama ile gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasiyla pankreatik genlerin aktivasyonunu saglayan en iyi dCas9-
aktivator sistemi tespit edilmistir. Coklu genlerin ¢coklu grRNA’lar ile in vitro es zamanh
transkripsiyonel aktivasyonu gerceklestirilmistir. CRISPR/dCas9 aktivasyon sisteminin
in vitro olarak oldukga verimli oldugu ve hedef genlerin protein seviyelerini basarili bir
sekilde arttirdigr gosterilmistir. Bu sonuglar birlikte ele alindiginda diyabet hastaliginin
tedavisinde ihtiya¢ duyulan alternatif B hiicresi kaynaklarinin olusturulmasi igin bu tez
bir ©on g¢alisma olmustur. Literatirle kiyaslandiginda [ hicresi genlerinin
CRISPR/dCas9 sistemiyle aktive edilerek B hiicresi farklilagsmasinin gergeklestirildigi
bir ¢alisma olmamas: ¢alismamizin ozginligini gostermektedir. Tez c¢alismasinda
nicel olarak CRISPR/dCas9 sistemi kullanarak insulin eksprese edebilen hiicrelerin
olusturulabilecegi gosterilmistir.

Yapilan bu c¢alismalara ek olarak doniistiiriilen hiicrelerin ne kadar c¢ok [
hlcresine benzedikleri belirlenmelidir. Bunun icinde glikoza duyarli olup olmadigina,
teratom riski tasiylp tagimadiga ve insilin pozitif hiicre karakterini ne kadar sure
koruyabildigi incelenmelidir. Daha sonra deney hayvanlarinda denemeler yapilarak in
vivo ortamdaki karakterizasyon caligmalari yapilmalidir.

43



KAYNAKLAR A. KABA

6. KAYNAKLAR

Aguayo-Mazzucato, C., Koh, A., El Khattabi, 1., Li, W. C., Toschi, E., Jermendy, A.,
Juhl, K., Mao, K., Weir, G. C., Sharma, A. vd. 2011. Mafa expression enhances
glucose-responsive insulin secretion in neonatal rat beta cells. Diabetologia, 54
(3): 583-593.

Akinci, E., Banga, A., Greder, L. V., Dutton, J. R.,Slack, J. M. 2012. Reprogramming of
pancreatic exocrine cells towards a beta (p) cell character using pdx1, ngn3 and
mafa. The Biochemical Journal, 442 (3): 539-550.

Akinci, E., Banga, A., Tungatt, K., Segal, J., Eberhard, D., Dutton, J. R.,Slack, J. M. W.
2013. Reprogramming of various cell types to a beta-like state by pdx1, ngn3
and mafa. PloS one, 8 (11): e82424-e82424.

Amitai, G.,Sorek, R. 2016. Crispr-cas adaptation: Insights into the mechanism of
action. Nature Reviews Microbiology, 14 (2): 67-76.

Anonymous 1. : Pancreatic figure online. Retrieved from http://encyclopedia.lubopitko-
bg.com/

Anonymous 2. : Langerhans islet online. Retrieved from
http://droualb.faculty.mjc.edu/Course%20Materials/Physiology%20101/Chapter
%20Notes/Fall%202007/figure_06_10b_labeled.jpg

Anonymous 3. : Crispr system online. Retrieved from
https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/CRISPR-Cas9-dCas9-
Gene-Regulation.php

Anonymous 4. : Pdx1 promotor database online. Retrieved from https://epd.epfl.ch/cgi-
bin/get_doc?db=hgEpdNew&format=genome&entry=PDX1_1

Anonymous 5. : Pdxl1 gene database  online.  Retrieved from
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/3651

Anonymous 6. : Ngn3 promoter database. Retrieved from https://epd.epfl.ch/cgi-
bin/get_doc?db=hgEpdNew&format=genome&entry=NEUROG3_1

Anonymous 7. : Ngn3 gene database online. Retrieved  from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50674

Antcliff, J., Haider, S., Proks, P., Sansom, M. S. P.,Ashcroft, F. M. 2005. Functional
analysis of a structural model of the atp-binding site of the katp channel kir6.2
subunit. The EMBO Journal, 24 (2): 229-2309.

Apelgvist, A., Li, H.,, Sommer, L., Beatus, P., Anderson, D. J., Honjo, T., Hrabe de
Angelis, M., Lendahl, U.,Edlund, H. 1999. Notch signalling controls pancreatic
cell differentiation. Nature, 400 (6747): 877-881.

Aramata, S., Han, S.,Kataoka, K. 2007. Roles and regulation of transcription factor
mafa in islet f-cells. Endocrine Journal, 54 (5): 659-666.

Balboa, D., Prasad, R. B., Groop, L.,Otonkoski, T. 2019. Genome editing of human
pancreatic beta cell models: Problems, possibilities and outlook. Diabetologia,
62 (8): 1329-1336.

44



KAYNAKLAR A. KABA

Balboa, D., Weltner, J., Eurola, S., Trokovic, R., Wartiovaara, K.,Otonkoski, T. 2015.
Conditionally stabilized dcas9 activator for controlling gene expression in
human cell reprogramming and differentiation. Stem Cell Reports, 5 (3): 448-
459.

Banga, A., Akinci, E., Greder, L. V., Dutton, J. R.,Slack, J. M. 2012. In vivo
reprogramming of sox9+ cells in the liver to insulin-secreting ducts.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 109 (38): 15336-15341.

Barrangou, R.,Marraffini, L. A. 2014. Crispr-cas systems: Prokaryotes upgrade to
adaptive immunity. Molecular Cell, 54 (2): 234-244.

Bartsevich, V. V., Miller, J. C., Case, C. C.,Pabo, C. O. 2003. Engineered zinc finger
proteins for controlling stem cell fate. Stem Cells, 21 (6): 632-637.

Beerli, R. R.,Barbas, C. F. 2002. Engineering polydactyl zinc-finger transcription
factors. Nature Biotechnology, 20 (2): 135-141.

Beerli, R. R., Dreier, B.,Barbas, C. F. 2000. Positive and negative regulation of
endogenous genes by designed transcription factors. Proceedings of the
National Academy of Sciences, 97 (4): 1495.

Beerli, R. R., Segal, D. J., Dreier, B.,Barbas, C. F. 1998. Toward controlling gene
expression at will: Specific regulation of the erbb-2yher-2 promoter by using
polydactyl zinc finger proteins constructed from modular building blocks.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95 (25): 14628-14633.

Beltran, A., Parikh, S., Liu, Y., Cuevas, B. D., Johnson, G. L., Futscher, B.
W.,Blancafort, P. 2007. Re-activation of a dormant tumor suppressor gene
maspin by designed transcription factors. Oncogene, 26 (19): 2791-2798.

Blancafort, P., Magnenat, L.,Barbas, C. F. 2003. Scanning the human genome with
combinatorial transcription factor libraries. Nature Biotechnology, 21 (3): 269-
274.

Bluestone, J. A., Herold, K.,Eisenbarth, G. 2010. Genetics, pathogenesis and clinical
interventions in type 1 diabetes. Nature, 464 (7293): 1293-1300.

Brouns, S. J. J., Jore, M. M., Lundgren, M., Westra, E. R., Slijkhuis, R. J. H., Snijders,
A. P. L., Dickman, M. J., Makarova, K. S., Koonin, E. V.,van der O., J. 2008.
Small crispr rnas guide antiviral defense in prokaryotes. Science, 321 (5891):
960-964.

Bultmann, S., Morbitzer, R., Schmidt, C. S., Thanisch, K., Spada, F., Elsaesser, J.,
Lahaye, T.,Leonhardt, H. 2012. Targeted transcriptional activation of silent oct4
pluripotency gene by combining designer tales and inhibition of epigenetic
modifiers. Nucleic Acids Research, 40 (12): 5368-5377.

Cade, J. E.,Hanison, J. 2017. The pancreas. Anaesthesia & Intensive Care Medicine, 18
(10): 527-531.

Chavez, A., Scheiman, J., Vora, S., Pruitt, B. W., Tuttle, M., P R lyer, E., Lin, S., Kiani,
S., Guzman, C. D., Wiegand, D. J. vd. 2015. Highly efficient cas9-mediated
transcriptional programming. Nature Methods, 12 (4): 326-328.

45



KAYNAKLAR A. KABA

Chavez, A., Tuttle, M., Pruitt, B. W., Ewen-Campen, B., Chari, R., Ter-Ovanesyan, D.,
Haque, S. J., Cecchi, R. J., Kowal, E. J. K., Buchthal, J. vd. 2016. Comparison
of cas9 activators in multiple species. Nature Methods, 13 (7): 563-567.

Chiarella, A. M., Lu, D.,Hathaway, N. A. 2020. Epigenetic control of a local chromatin
landscape. International Journal of Molecular Sciences, 21 (3): 943.

Cho, S. W., Kim, S., Kim, J. M, ,Kim, J. S. 2013. Targeted genome engineering in
human cells with the cas9 rna-guided endonuclease. Nature Biotechnology, 31
(3): 230-232.

Collombat, P., Hecksher-Sgrensen, J., Serup, P.,Mansouri, A. 2006. Specifying
pancreatic endocrine cell fates. Mechanisms of Development, 123 (7): 501-512.

Cong, L., Ran, F. A., Cox, D., Lin, S., Barretto, R., Habib, N., Hsu, P. D., Wu, X,
Jiang, W., Marraffini, L. A. vd. 2013. Multiplex genome engineering using
crispr/cas systems. Science, 339 (6121): 819-823.

Conrad, E., Stein, R.,Hunter, C. S. 2014. Revealing transcription factors during human
pancreatic f§ cell development. Trends in Endocrinology and Metabolism: TEM,
25 (8): 407-414.

Das, C., Lucia, M. S., Hansen, K. C.,Tyler, J. K. 2009. Cbp/p300-mediated acetylation
of histone h3 on lysine 56. Nature, 459 (7243): 113-117.

Deltcheva, E., Chylinski, K., Sharma, C. M., Gonzales, K., Chao, Y., Pirzada, Z. A.,
Eckert, M. R., Vogel, J.,Charpentier, E. 2011. Crispr rna maturation by trans-
encoded small rna and host factor rnase iii. Nature, 471 (7340): 602-607.

Ferber, S., Halkin, A., Cohen, H., Ber, I., Einav, Y., Goldberg, I., Barshack, I., Seijffers,
R., Kopolovic, J., Kaiser, N. vd. 2000. Pancreatic and duodenal homeobox gene
1 induces expression of insulin genes in liver and ameliorates streptozotocin-
induced hyperglycemia. Nature Medicine, 6 (5): 568-572.

Galivo, F., Benedetti, E., Wang, Y., Pelz, C., Schug, J., Kaestner, K. H.,Grompe, M.
2017. Reprogramming human gallbladder cells into insulin-producing f-like
cells. PloS one, 12 (8): e0181812-e0181812.

Garg, A., Lohmueller, J. J., Silver, P. A,,Armel, T. Z. 2012. Engineering synthetic tal
effectors with orthogonal target sites. Nucleic Acids Research, 40 (15): 7584-
7595.

Gilbert, L. A, Larson, M. H., Morsut, L., Liu, Z., Brar, G. A,, Torres, S. E., Stern-
Ginossar, N., Brandman, O., Whitehead, E. H., Doudna, J. A. vd. 2013. Crispr-
mediated modular rna-guided regulation of transcription in eukaryotes. Cell,
154 (2): 442-451.

Glick, E., Leshkowitz, D.,Walker, M. D. 2000. Transcription factor beta2 acts
cooperatively with e2a and pdxl to activate the insulin gene promoter. The
Journal of Biological Chemistry, 275 (3): 2199-2204.

Goodman, R. H.,Smolik, S. 2000. Cbp/p300 in cell growth, transformation, and
development. Genes & Development, 14 (13): 1553-1577.

Gottesman, S. 2011. Dicing defence in bacteria. Nature, 471 (7340): 588-589.

46



KAYNAKLAR A. KABA

Gradwohl, G., Dierich, A., LeMeur, M.,Guillemot, F. 2000. Neurogenin3 is required for
the development of the four endocrine cell lineages of the pancreas. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 97 (4):
1607-1611.

Graf, R., Li, X., Chu, V. T.,Rajewsky, K. 2019. Sgrna sequence motifs blocking
efficient crispr/cas9-mediated gene editing. Cell Reports, 26 (5): 1098-
1103.e1093.

Gréslund, T., Li, X., Magnenat, L., Popkov, M.,Barbas, C. F. 2005. Exploring strategies
for the design of artificial transcription factors: Targeting sites proximal to
known regulatory regions for the induction of gamma-globin expression and the
treatment of sickle cell disease. Journal of Biological Chemistry, 280 (5): 3707-
3714.

Guo, J., Ma, D., Huang, R., Ming, J., Ye, M., Kee, K., Xie, Z.,Na, J. 2017. An inducible
crispr-on system for controllable gene activation in human pluripotent stem
cells. Protein Cell, 8 (5): 379-393.

Guo, S., Dai, C., Guo, M., Taylor, B., Harmon, J. S., Sander, M., Robertson, R. P.,
Powers, A. C.,Stein, R. 2013. Inactivation of specific 5 cell transcription factors
in type 2 diabetes. The Journal of Clinical Investigation, 123 (8): 3305-3316.

Hardwick, J. M., Tse, L., Applegren, N., Nicholas, J.,Veliuona, M. A. 1992. The
epstein-barr virus r transactivator (rta) contains a complex, potent activation
domain with properties different from those of vp16. Journal of Virology, 66 (9):
5500.

He, H.,, Yu, F. X,, Sun, C.,Luo, Y. 2011. Cbp/p300 and sirtl are involved in
transcriptional regulation of s-phase specific histone genes. PloS one, 6 (7):
£22088-£22088.

Hilton, I. B., D'lppolito, A. M., Vockley, C. M., Thakore, P. I., Crawford, G. E., Reddy,
T. E.,Gersbach, C. A. 2015. Epigenome editing by a crispr-cas9-based
acetyltransferase activates genes from promoters and enhancers. Nature
Biotechnology, 33 (5): 510-517.

Holland, A. M., Hale, M. A., Kagami, H., Hammer, R. E.,MacDonald, R. J. 2002.
Experimental control of pancreatic development and maintenance. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, 99 (19):
12236-12241.

Itkin-Ansari, P.,Levine, F. 2004. Sources of S-cells for human cell-based therapies for
diabetes. Cell Biochemistry and Biophysics, 40 (3): 103-112.

Jennings, R. E., Berry, A. A., Kirkwood-Wilson, R., Roberts, N. A., Hearn, T.,
Salisbury, R. J., Blaylock, J., Piper Hanley, K.,Hanley, N. A. 2013. Development
of the human pancreas from foregut to endocrine commitment. Diabetes, 62
(10): 3514-3522.

Jeon, J., Correa-Medina, M., Ricordi, C., Edlund, H.,Diez, J. A. 2009. Endocrine cell
clustering during human pancreas development. The Journal of Histochemistry
and Cytochemistry : Official Journal of the Histochemistry Society, 57 (9): 811-
824,

47



KAYNAKLAR A. KABA

Jiang, F.,Doudna, J. A. 2015. The structural biology of crispr-cas systems. Current
Opinion in Structural Biology, 30: 100-111.

Jinek, M., Chylinski, K., Fonfara, 1., Hauer, M., Doudna, J. A.,Charpentier, E. 2012. A
programmable dual-rna—guided DNA endonuclease in adaptive bacterial
immunity. Science, 337 (6096): 816-821.

Jinek, M., East, A., Cheng, A., Lin, S., Ma, E.,Doudna, J. 2013. Rna-programmed
genome editing in human cells. eLife, 2: e00471-e00471.

Kelly, O. G., Chan, M. Y., Martinson, L. A., Kadoya, K., Ostertag, T. M., Ross, K. G.,
Richardson, M., Carpenter, M. K., D'Amour, K. A., Kroon, E. vd. 2011. Cell-
surface markers for the isolation of pancreatic cell types derived from human
embryonic stem cells. Nature Biotechnology, 29 (8): 750-756.

Kunisada, Y., Tsubooka-Yamazoe, N., Shoji, M.,Hosoya, M. 2012. Small molecules
induce efficient differentiation into insulin-producing cells from human induced
pluripotent stem cells. Stem Cell Research, 8 (2): 274-284.

Kuroda, A., Rauch, T. A., Todorov, I., Ku, H. T., Al-Abdullah, I. H., Kandeel, F.,
Mullen, Y., Pfeifer, G. P.,Ferreri, K. 2009. Insulin gene expression is regulated
by DNA methylation. PloS one, 4 (9): €6953-e6953.

Lee, C. Y., Grant P. A. 2019. Role of histone acetylation and acetyltransferases in gene
regulation. In S. D. McCullough D. C. Dolinoy (Eds.), Toxicoepigenetics-core
principles and applications. Academic Press, USA, pp. 3-30.

Lee, S. H., Rhee, M., Kim, J. W.,Yoon, K. H. 2017. Generation of insulin-expressing
cells in mouse small intestine by pdx1, mafa, and beta2/neurod. Diabetes &
Metabolism Journal, 41 (5): 405-416.

Lemper, M., Leuckx, G., Heremans, Y., German, M. S., Heimberg, H., Bouwens,

L.,Baeyens, L. 2015. Reprogramming of human pancreatic exocrine cells to [5-
like cells. Cell Death and Differentiation, 22 (7): 1117-1130.

Li, Y., Moore, R., Guinn, M.,Bleris, L. 2012. Transcription activator-like effector
hybrids for conditional control and rewiring of chromosomal transgene
expression. Scientific Reports, 2 (1): 897.

Lin, S., Ewen-Campen, B., Ni, X., Housden, B. E.,Perrimon, N. 2015. In vivo
transcriptional activation using crispr/cas9 in drosophila. Genetics, 201 (2):
433-442.

Lohmueller, J. J., Armel, T. Z.Silver, P. A. 2012. A tunable zinc finger-based
framework for boolean logic computation in mammalian cells. Nucleic Acids
Research, 40 (11): 5180-5187.

Makarova, K. S., Haft, D. H., Barrangou, R., Brouns, S. J. J., Charpentier, E., Horvath,
P., Moineau, S., Mojica, F. J. M., Wolf, Y. I, Yakunin, A. F. vd. 2011.
Evolution and classification of the crispr—cas systems. Nature Reviews
Microbiology, 9 (6): 467-477.

Mali, P., Yang, L., Esvelt, K. M., Aach, J., Guell, M., DiCarlo, J. E., Norville, J.
E.,Church, G. M. 2013. Rna-guided human genome engineering via cas9.
Science, 339 (6121): 823.

48



KAYNAKLAR A. KABA

Matsuoka, T., Artner, I., Henderson, E., Means, A., Sander, M.,Stein, R. 2004. The
mafa transcription factor appears to be responsible for tissue-specific
expression of insulin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 101 (9): 2930-2933.

Melloul, D., Marshak, S.,Cerasi, E. 2002. Regulation of insulin gene transcription.
Diabetologia, 45 (3): 309-326.

Miki, R., Yoshida, T., Murata, K., Oki, S., Kume, K.,Kume, S. 2012. Fate maps of
ventral and dorsal pancreatic progenitor cells in early somite stage mouse
embryos. Mechanisms of Development, 128 (11-12): 597-609.

Miller, J. C., Tan, S., Qiao, G., Barlow, K. A., Wang, J., Xia, D. F., Meng, X., Paschon,
D. E., Leung, E., Hinkley, S. J. vd. 2011. A tale nuclease architecture for
efficient genome editing. Nature Biotechnology, 29 (2): 143-148.

Mosley, A. L., Corbett, J. A.,Ozcan, S. 2004. Glucose regulation of insulin gene
expression requires the recruitment of p300 by the beta-cell-specific
transcription factor pdx1. Molecular Endocrinology, 18 (9): 2279-2290.

Noso, S., Kataoka, K., Kawabata, Y., Babaya, N., Hiromine, Y., Yamaji, K., Fujisawa,
T., Aramata, S., Kudo, T., Takahashi, S. vd. 2010. Insulin transactivator mafa
regulates intrathymic expression of insulin and affects susceptibility to type 1
diabetes. Diabetes, 59 (10): 2579-2587.

Noso, S., Kawabata, Y., Babaya, N., Hiromine, Y., Kawasaki, E., Awata, T.,
Maruyama, T., Babu, S., Oiso, N., Kawada, A. vd. 2013. Association study of
mafa and mafb genes related to organ specific autoimmunity, with susceptibility
to type-1 diabetes in japanese and caucasian populations. Journal of Genetic
Syndromes & Gene Therapy, 4 (11): 204.

Nostro, M. C., Sarangi, F., Ogawa, S., Holtzinger, A., Corneo, B., Li, X., Micallef, S. J.,
Park, 1. H., Basford, C., Wheeler, M. B. vd. 2011. Stage-specific signaling
through tgfp family members and wnt regulates patterning and pancreatic
specification of human pluripotent stem cells. Development, 138 (5): 861-871.

Ohneda, K., Ee, H.,German, M. 2000. Regulation of insulin gene transcription.
Seminars in Cell & Developmental Biology, 11 (4): 227-233.

Oliver-Krasinski, J. M., Kasner, M. T., Yang, J., Crutchlow, M. F., Rustgi, A. K.,
Kaestner, K. H.,Stoffers, D. A. 2009. The diabetes gene pdx1l regulates the
transcriptional network of pancreatic endocrine progenitor cells in mice. The
Journal of Clinical Investigation, 119 (7): 1888-1898.

Park, K. S., Lee, D., Lee, H., Lee, Y., Jang, Y. S, Kim, Y. H., Yang, H. Y., Lee, S,
Seol, W.,Kim, J. S. 2003. Phenotypic alteration of eukaryotic cells using
randomized libraries of artificial transcription factors. Nature Biotechnology,
21 (10): 1208-1214.

Pedersen, J. K., Nelson, S. B., Jorgensen, M. C., Henseleit, K. D., Fujitani, Y., Wright,
C. V. E., Sander, M.,Serup, P. 2005. Endodermal expression of nkx6 genes
depends differentially on pdx1. Developmental Biology, 288 (2): 487-501.

Perez-Pinera, P., Kocak, D. D., Vockley, C. M., Adler, A. F., Kabadi, A. M., Polstein,
L. R., Thakore, P. 1., Glass, K. A., Ousterout, D. G., Leong, K. W. vd. 2013.

49



KAYNAKLAR A. KABA

Rna-guided gene activation by crispr-cas9-based transcription factors. Nature
Methods, 10 (10): 973-976.

Plengvidhya, N., Kooptiwut, S., Songtawee, N., Doi, A., Furuta, H., Nishi, M., Nanjo,
K., Tantibhedhyangkul, W., Boonyasrisawat, W., Yenchitsomanus, P. vd. 2007.
Pax4 mutations in thais with maturity onset diabetes of the young. The Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism, 92 (7): 2821-2826.

Prado, C. L., Pugh-Bernard, A. E., Elghazi, L., Sosa-Pineda, B.,Sussel, L. 2004. Ghrelin
cells replace insulin-producing beta cells in two mouse models of pancreas
development. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 101 (9): 2924-2929.

Qi, L. S., Larson, M. H., Gilbert, L. A., Doudna, J. A., Weissman, J. S., Arkin, A.
P.,Lim, W. A. 2013. Repurposing crispr as an rna-guided platform for
sequence-specific control of gene expression. Cell, 152 (5): 1173-1183.

Qiu, Y., Sharma, A.,Stein, R. 1998. P300 mediates transcriptional stimulation by the
basic helix-loop-helix activators of the insulin gene. Molecular and Cellular
Biology, 18 (5): 2957-2964.

Raikwar, S. P.,Zavazava, N. 2009. Insulin producing cells derived from embryonic stem
cells: Are we there yet? Journal of Cellular Physiology, 218 (2): 256-263.

Raisner, R., Kharbanda, S., Jin, L., Jeng, E., Chan, E., Merchant, M., Haverty, P. M.,
Bainer, R., Cheung, T., Arnott, D. vd. 2018. Enhancer activity requires
cbp/p300 bromodomain-dependent histone h3k27 acetylation. Cell Reports, 24
(7): 1722-1729.

Rebar, E. J., Huang, Y., Hickey, R., Nath, A. K., Meoli, D., Nath, S., Chen, B., Xu, L.,
Liang, Y., Jamieson, A. C. vd. 2002. Induction of angiogenesis in a mouse
model using engineered transcription factors. Nature Medicine, 8 (12): 1427-
1432.

Rezania, A., Bruin, J. E., Arora, P., Rubin, A., Batushansky, 1., Asadi, A., O'Dwyer, S.,
Quiskamp, N., Mojibian, M., Albrecht, T. vd. 2014. Reversal of diabetes with
insulin-producing cells derived in vitro from human pluripotent stem cells.
Nature Biotechnology, 32 (11): 1121-1133.

Ruben, S. M., Narayanan, R., Klement, J. F., Chen, C. H.,Rosen, C. A. 1992.
Functional characterization of the nf-kappa b p65 transcriptional activator and
an alternatively spliced derivative. Molecular and Cellular Biology, 12 (2): 444-
454,

Sachdeva, M. M., Claiborn, K. C., Khoo, C., Yang, J., Groff, D. N., Mirmira, R.
G.,Stoffers, D. A. 2009. Pdx1l (mody4) regulates pancreatic beta cell
susceptibility to er stress. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 106 (45): 19090-19095.

Savell, K. E., Bach, S. V., Zipperly, M. E., Revanna, J. S., Goska, N. A., Tuscher, J. J.,
Duke, C. G., Sultan, F. A., Burke, J. N., Williams, D. vd. 2019. A neuron-
optimized crispr/dcas9 activation system for robust and specific gene regulation.
eNeuro, 6 (1): ENEURO.0495-0418.20109.

50



KAYNAKLAR A. KABA

Schulz, T. C., Young, H. Y., Agulnick, A. D., Babin, M. J., Baetge, E. E., Bang, A. G.,
Bhoumik, A., Cepa, I., Cesario, R. M., Haakmeester, C. vd. 2012. A scalable
system for production of functional pancreatic progenitors from human
embryonic stem cells. PloS one, 7 (5): €37004-e37004.

Seipel, K., Georgiev, O.,Schaffner, W. 1992. Different activation domains stimulate
transcription from remote (‘enhancer’) and proximal (‘promoter’) positions.
The EMBO Journal, 11 (13): 4961-4968.

Stanojevic, V., Habener, J. F.,Thomas, M. K. 2004. Pancreas duodenum homeobox-1
transcriptional activation requires interactions with p300. Endocrinology, 145
(6): 2918-2928.

Stoffers, D. A., Zinkin, N. T., Stanojevic, V., Clarke, W. L.,Habener, J. F. 1997.
Pancreatic agenesis attributable to a single nucleotide deletion in the human
ipfl gene coding sequence. Nature Genetics, 15 (1): 106-110.

Tanenbaum, M. E., Gilbert, L. A., Qi, L. S., Weissman, J. S.,Vale, R. D. 2014. A
protein-tagging system for signal amplification in gene expression and
fluorescence imaging. Cell, 159 (3): 635-646.

Terns, M. P.,Terns, R. M. 2011. Crispr-based adaptive immune systems. Current
Opinion in Microbiology, 14 (3): 321-327.

van Belle, T. L., Coppieters, K. T.,von Herrath, M. G. 2011. Type 1 diabetes: Etiology,
immunology, and therapeutic strategies. Physiological Reviews, 91 (1): 79-118.

Wang, D., Zhang, C., Wang, B., Li, B., Wang, Q., Liu, D., Wang, H., Zhou, Y., Shi, L.,
Lan, F. vd. 2019. Optimized crispr guide rna design for two high-fidelity cas9
variants by deep learning. Nature Communications, 10 (1): 4284.

Wang, S., Yan, J., Anderson, D. A., Xu, Y., Kanal, M. C., Cao, Z., Wright, C. V. E.,Gu,
G. 2010. Neurog3 gene dosage regulates allocation of endocrine and exocrine
cell fates in the developing mouse pancreas. Developmental Biology, 339 (1):
26-37.

Wiedenheft, B., Sternberg, S. H.,Doudna, J. A. 2012. Rna-guided genetic silencing
systems in bacteria and archaea. Nature, 482 (7385): 331-338.

Wiedenheft, B., van Duijn, E., Bultema, J. B., Waghmare, S. P., Zhou, K., Barendregt,
A., Westphal, W., Heck, A. J. R., Boekema, E. J., Dickman, M. J. vd. 2011.
Rna-guided complex from a bacterial immune system enhances target
recognition through seed sequence interactions. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 108 (25): 10092-10097.

Yang, B. T., Dayeh, T. A., Volkov, P. A., Kirkpatrick, C. L., Malmgren, S., Jing, X.,
Renstrom, E., Wollheim, C. B., Nitert, M. D.,Ling, C. 2012. Increased DNA
methylation and decreased expression of pdx1 in pancreatic islets from patients
with type 2 diabetes. Molecular Endocrinology, 26 (7): 1203-1212.

Yang, X. F., Ren, L. W., Yang, L., Deng, C. Y..Li, F. R. 2017. In vivo direct
reprogramming of liver cells to insulin producing cells by virus-free
overexpression of defined factors. Endocrine Journal, 64 (3): 291-302.

Yoshihara, E., Wei, Z., Lin, C. S., Fang, S., Ahmadian, M., Kida, Y., Tseng, T., Dai, Y.,
Yu, R. T., Liddle, C. vd. 2016. Erry is required for the metabolic maturation of

51



KAYNAKLAR A. KABA

therapeutically functional glucose-responsive f cells. Cell Metabolism, 23 (4):
622-634.

Zetsche, B., Volz, S. E.,.Zhang, F. 2015. A split-cas9 architecture for inducible genome
editing and transcription modulation. Nature Biotechnology, 33 (2): 139-142.

Zhang, C., Moriguchi, T., Kajihara, M., Esaki, R., Harada, A., Shimohata, H., Oishi, H.,
Hamada, M., Morito, N., Hasegawa, K. vd. 2005. Mafa is a key regulator of
glucose-stimulated insulin secretion. Molecular and Cellular Biology, 25 (12):
4969-4976.

Zhang, X., Ouyang, S., Kong, X., Liang, Z., Lu, J., Zhu, K., Zhao, D., Zheng, M., Jiang,
H., Liu, X. vd. 2014. Catalytic mechanism of histone acetyltransferase p300:
From the proton transfer to acetylation reaction. The Journal of Physical
Chemistry B, 118 (8): 2009-2019.

Zhou, H., Liu, J., Zhou, C., Gao, N., Rao, Z., Li, H., Hu, X, Li, C., Yao, X., Shen, X.
vd. 2018. In vivo simultaneous transcriptional activation of multiple genes in the
brain using crispr—dcas9-activator transgenic mice. Nature Neuroscience, 21
(3): 440-446.

Zhou, Q., Brown, J., Kanarek, A., Rajagopal, J.,Melton, D. A. 2008. In vivo
reprogramming of adult pancreatic exocrine cells to beta-cells. Nature, 455
(7213): 627-632.

Zhu, Y., Liu, Q., Zhou, Z.lkeda, Y. 2017. Pdx1, neurogenin-3, and mafa: Critical
transcription regulators for beta cell development and regeneration. Stem Cell
Research & Therapy, 8 (1): 240-240.

Zhu, Z., Li, Q. V., Lee, K., Rosen, B. P., Gonzélez, F., Soh, C. L.,Huangfu, D. 2016.
Genome editing of lineage determinants in human pluripotent stem cells reveals
mechanisms of pancreatic development and diabetes. Cell Stem Cell, 18 (6):
755-768.

52



OZGECMIS

Adem KABA
admbdmn7@gmail.com

adem.kaba@siirt.edu.tr

OGRENIM BILGILERI

Yiksek Lisans Akdeniz Universitesi

2018-2020 Fen Bilimleri Enstitisl, Tarimsal Biyoteknoloji
Bolumu, Antalya

Lisans Cumhuriyet Universitesi

2013-2017 Fen Fakiltesi, Molekdler Biyoloji ve Genetik
Bolimda, Sivas

MESLEKI VE iDARI GOREVLER

Arastirma Gorevlisi Siirt Universitesi

2020-Devam Ediyor Ziraat Fakdltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Bolum,
Siirt

ESERLER

Uluslararasi hakemli dergilerde yayimlanan makaleler (SCI & SSCI)

1- Cengiz, M.F., Babacan, U., Akinci, E., Tuncer Kesci, S. and Kaba, A. (2020),
Extraction of phenolic acids from ancient wheat bran samples by ultrasound application.
J Chem Technol Biotechnol. doi:10.1002/jctb.6519



Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda basilan bildiriler

1- Akinci E., Kaba A., Badakul G., " Optimization of transfection conditions and
reagents to improve the transfection efficiency of dCas9-Activator plasmid into human
cells". Human Gene Therapy, 2018, vol. 29-12, A72-A72

2- Babacan U., Akinci E., Kesci S., Cengiz M.F., Kaba A., Akar T., "Variations of
Ferulic Acid in Traditional Turkish Wheat Species"”, International 8. Drug Chemistry
Conference, ANTALYA, TURKIYE, 28 Subat -1 Mart 2020, pp.OP64-OP64

3- Babacan U., Akinci E., Kaba A., Akcakale F., Cengiz M.F., "Cell Viability Effects
of Ferulic Acid on Melanoma Cell Line (SK-MEL-30)", International 8. Drug
Chemistry Conference, ANTALYA, TURKIYE, 27 Subat -1 Mart 2020, pp.OP65-
OP65



	ÖZET
	ABSTRACT
	ÖNSÖZ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	ÇİZELGELER DİZİNİ
	1. GİRİŞ
	1.1. Diyabet
	1.1.1. Tip 1 diyabet
	1.1.2. Tip 2 diyabet

	1.2. Pankreas
	1.2.1. İnsülin
	1.2.2. β hücre gelişimi ve olgunlaşması

	1.3. Pdx1, Ngn3 ve MafA’nın Biyolojik Özellikleri
	1.3.1. Pdx1
	1.3.2. Ngn3
	1.3.3. MafA

	1.4. Pdx1, Ngn3 ve MafA Arasındaki Etkileşim
	1.5. CRISPR/dCas9 Aktivasyon Sistemi
	1.5.1. VP64
	1.5.2. VPR
	1. 5. 3. p300


	2. KAYNAK TARAMASI
	3. MATERYAL VE METOT
	3.1. Kullanılan Materyaller
	3.2. Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanması
	3.3. kPZR için Kullanılan Primerler
	3.4. İmmünofloresan Boyama için Kullanılan Antikorlar ve Dilüsyon Oranları
	3.5. DNA ve RNA Örneklerinin Miktar Tayininin Yapılması
	3.6. Kompotent Hücre Hazırlanması
	3.7. Pdx1 ve Ngn3 Genleri için gRNA Primerlerinin Tasarlanması
	3.7.1. pSPgRNA plazmitinin kesim işlemi
	3.7.2. pSPgRNA plazmitinin jelden izolasyonu
	3.7.3. Pdx1 ve Ngn3 gRNA primerlerin birleştirilmesi
	3.7.4. Pdx1 ve Ngn3 gRNA primerlerinin pSPgRNA plazmitine ligasyonu
	3.7.5. Bakteri transformasyonu
	3.7.6. Plazmit izolasyonu

	3.8. HEK293 Hücre Kültürü
	3.8.1. HEK293 hücrelerine transfeksiyon
	3.8.2. RNA izolasyonu
	3.8.3. DNaz uygulaması ve cDNA üretimi

	3.9. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kPZR)
	3.10. İmmünofloresan Boyama
	3.11. İstatiksel Analiz

	4. BULGULAR VE TARTIŞMA
	4.1. Pdx1 Geni için İdeal gRNA’ların Belirlenmesi
	4.1.1. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9-VP64 plazmiti ile transfeksiyonu
	4.1.2. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9- VPR plazmiti ile transfeksiyonu
	4.1.3. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9-p300 plazmiti ile transfeksiyonu
	4.1.4. Pdx1 için belirlenen en iyi 4 gRNA’nın birlikte transfeksiyonu ve Pdx1 gen aktivasyon düzeyi

	4.2. Ngn3 Geni için İdeal gRNA’ların Belirlenmesi
	4.2.1. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9-VP64 plazmiti ile transfeksiyonu
	4.2.2. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9- VPR plazmiti ile transfeksiyonu
	4.2.3. Seçilen gRNA plazmitlerin dCas9-p300 plazmiti ile transfeksiyonu
	4.2.4. Ngn3 için belirlenen en iyi 4 gRNA’nın birlikte transfeksiyonu ve Ngn3 gen aktivasyon düzeyi

	4.3. Pdx1 ve Ngn3 için Belirlenen 8 gRNA’nın Birlikte Transfeksiyonu ve Önemli β Hücresi Genlerin Aktivasyon Düzeyleri
	4.4. Gen Aktivasyonu Sonucu Proteinlerin Belirlenmesi

	5. SONUÇLAR
	6. KAYNAKLAR
	ÖZGEÇMİŞ

