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OZET

ONEMLI PANKREATIK TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ SENTETIK
mRNA’LARININ DiZAYNI, IN VITRO URETIMi VE BETA HUCRESI
FARKLILASMASINDAKI ROLLERININ INCELENMESI

Mehmet YILDIZ

Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal
Damisman: Yrd. Dog¢. Dr. Ersin AKINCI
Haziran 2017, 43 sayfa

Diyabet tedavisinde kullaniminin miimkiin olmasindan dolay1 pankreatik beta
hiicresi programlama biiylik bir ilgi gormistiir. Cesitli calismalarda, viral vektorler
araciligiyla, 6nemli pankreatik transkripsiyon faktorlerinin somatik hiicrelerde yiiksek
ekspresyonu sonucunda somatik hiicrelerden insiilin sentezleyebilen beta hiicresi
programlanabildigi gosterilmistir. Ancak viral vektorlerin kullanimindaki kaygilar,
genin ekpresyonu ve hiicre i¢ine tasmimi konusunda bilim insanlarini yeni arayislara
sokmusgtur. mRNA’larmn in vitro sentezi ve transfeksiyonu gen ekpresyonu i¢in giivenli
bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda 6nemli insan pankreatik transkripsiyon faktorleri
olan Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larinin dizayni ve in vitro liretimi yapilmistir. Ayrica
yapilan ¢aligmada bu mRNA’larin ekpsresyon verimi hiicre kiiltiiriinde gosterilmistir.
Yapilan ¢aligmada oncelikle ilgili genlerin A¢ik Okuma Cergeveleri (ORF) ile modifiye
edilmis 5’ ve 3’ UTR’larin ligasyonu yapilmistir. Ligasyon iiriinii plazmite klonlanmis
ve in vitro transkripsiyon i¢in hazir hale getirilmis, in vitro transkripsiyon yapilmistir.
Olusturulan modifiye mRNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri yapilmis ve proteine
translasyon verimleri incelenmistir. In vitro transkripsiyonu yapilan mRNA’larin insan
fibroblast hiicrelerine basarili bir sekilde transfekte edildigi gosterilmistir. Translasyon
sonucu olusan proteinlerin niikleusta dogru bir sekilde lokalize oldugu gosterilmistir.
Sonug olarak, dizayn edilen ve in vitro iretilen bu onemli pankreatik transkripsiyon
faktorlerinin hiicre programlama caligsmalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Hiicre programlama, in vitro transkripsiyon, MafA,
Ngn3, Pdx1, sentetik mMRNA
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ABSTRACT

DESIGNING AND IN VITRO PRODUCTION OF IMPORTANT PANCREATIC
TRANSCRIPTION FACTORS’ mRNAS and INVESTIGATION of THEIR
ROLES IN BETA CELL FORMATION

Mehmet YILDIZ

MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assistant Professor Dr. Ersin Akinci
June 2017, 43 pages

Direct reprogramming of pancreatic beta cells has a great interest due to its
possible use in diabetes treatment. Various studies demonstrated direct reprogramming
of insulin expressing beta cells from other somatic cells by over-expressing important
pancreatic transcription factors through viral vectors. However, concerns about using
viral vectors in clinic have let the scientist to find new approaches for gene delivery and
expression. In vitro synthesis and transfection of mMRNAs is a safer strategy for ectopic
gene expression. In this thesis study we pursued to design and in vitro synthesize human
pancreatic transcription factors’ mRNAs; Pdx1, Ngn3 and MafA. We also aimed to
assess their expression efficiency in cultured cells. First we ligated the open reading
frames of these genes to modified 5" and 3" UTRs. Ligation products were then cloned
into a plasmid and subjected to in vitro transcription to get their corresponding mRNASs.
Modified mRNAs were subsequently examined for their quality, quantity, and protein
translation efficiency. In vitro-transcribed mRNAs were successfully transfected to the
human fibroblast cells. Efficiently translated proteins were correctly localized into the
nucleus. It is concluded that pancreatic MRNAs designed and in vitro-transcribed in this
study can be used in further direct beta cell reprogramming studies.

KEYWORDS: Direct cell reprogramming, in vitro transcription, MafA, Ngn3, Pdx1,
synthetic mMRNA,
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ONSOZ

Hiicresel programlama deneyleriyle birlikte, zamanin goreliligi hakkindaki
gozlemlerimi de yapmis bulundugum; gegen ii¢ yillik siireyi minik bir an gibi
algiladigim yiiksek lisans egitimimin sonuna geldim.

Bu yorucu ve stresli donemde; hiicrelerimdeki stres gen ekspresyonunu en aza
indiren, viicudumdaki serotonin miktarin1 en yiiksek seviyede tutan giizel insanlara;
Mutluluk Ana Transkripsiyon Faktorlerine tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Bana, laboratuarinda yiiksek lisans yapma sansi taniyan, sordugum sorulara
sabirla cevap veren, Ingilizce 6grenmeme katki saglayan, bilimsel ve teknolojik
gelismeleri takibimde destek olan ve hiicresel tedaviyi ayrintilariyla 6greten hocam;
akademik ahlak ilkelerini 6greten ustam, degerli danigmanim Ersin Akinci’ya sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Universitedeki 6grenim siirem boyunca ayni laboratuarda birlikte ¢alisma sansi
buldugum Pelin Unal ve Gamze Badakul’a rekombinant DNA iiretimi ve Western Blot
deneyleri sirasindaki {istiin ¢abalar1 ve emekleri; stajyer 6grencimiz Hakki Ozkaya’ya
yardimlari i¢in tesekkiir ederim. Bu eglenceli siire¢ onlarsiz ¢ok zor ve karmasik
olabilirdi. Beta hiicrelerimize zarar vermemek i¢in tiikettigimiz tatsiz yiyecek ve
icecekler onlarla lezzet buldu.

Tezin hazirlanmasi sirasinda maddi ve manevi her zaman yanimda olan
kardeslerim Yasin Yildiz, Yakup Yildiz ve Ilyas Yildiz’a; inkiibasyon siirelerinde beni
hi¢ yalniz birakmayan, deneylerimi laboratuvar disina tasimamda yardimct olan
arkadaglarim Sergen Gogen, Oguzhan Mirzaoglu, Gamze Kogak, Filiz Koksel, Sibel
Altm, Bahar Tosun, Ismet Cakmak ve Meltem Ozdemir’e tesekkiir ederim. Bu tezin
hazirlanmasi sirasindaki moral ve motivasyonumu onlara bor¢luyum.

Bu tezin hazirlanmasinda destek veren kuruluslara; TUBITAK ve Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim.

Tezimi, yetistigi sosyal cevrenin yetenegi ve zekasini kesfedemedigi, bana
sagladigi mitokondrilerle yasam enerjisi kaynagim, akademik Kkariyerim igin higbir
fedakarliktan kacinmayan, i¢cinde bulundugu kosullar1 zorlayarak bana her zaman destek
olan ilk hocama; canim anneme ithaf ediyorum.
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GIRiS Mehmet YILDIZ

1.GIRIS

Klasik diyabet tedavisi i¢in kullanilan insiilinle tedavi bireyin saglikli bir yasam
stirmesi icin yeterli degildir. Bu hastalarin kalic1 sekilde tedavisi i¢in gen tedavisi ya da
hiicre nakil c¢alismalar1 olduk¢a 6nemlidir. Farkli hiicre hatlarindan beta hiicrelerinin
programlanmasi, olgunlagmis adacik hiicrelerin replikasyon ¢alismalar1 ve gen terapi
metotlar1 diyabet tedavisinde gen ve hiicresel tedavi ¢alismalarinin baslamasina sebep
olmustur. Beta hiicresinin sadece insiilin sentezlemesi yeterli degildir. Bireylerde glukoz
metabolizmasinin saglikli bir sekilde gergeklesmesi i¢in glukoza duyarli insiilin
sentezleyebilen beta hiicre benzeri hiicreler programlamak olduk¢a onemlidir. Daha
once yapilan c¢alismalarda farkli hiicre kaynaklarindan glukoza duyarli beta hiicre
benzeri hiicreler {iretilebilmis, in vivo aktarim sonucunda organizmadaki glukoz
metabolizmasi diizenlenebilmistir.

Pankreas olusumu ve beta hiicre farklilagmasi sirasinda rol oynayan bircok
transkripsiyon faktorii iyi bilinmektedir. Bu transkripsiyon faktorleri arasindan Pdx1
pankreas olusumu ve beta hiicre farklilagsmasinda kritik bir rol oynar ve beta hiicre
olgunlagmasinin devamliligini saglar. Ngn3, pankreatik endokrin hiicre farklilagsmasinda
onemli bir rol oynayan bir gendir. Insiilin gen transkripsiyonunun giiglii bir aktivatérii
olarak MafA, beta hiicre farklilagsmasi ve fonksiyonunun final basamaginda etkilidir.

Daha Once yapilan bazi arastirmalarda beta hiicresi programlamasi sirasinda
kullanilan Pdx1, Ngn3 ve MafA transkripsiyon faktorleri, beta hiicre programlama
verimliligini ve programlanan hiicrenin islevini arttirmistir. Binden fazla pankreas
baglantili transkripsiyon faktoriiniin arasindan secilen Pdx1, Ngn3 ve MafA
transkripsiyon faktorlerinden olusan kombinasyonla farkli hiicre kaynaklarindan beta
hiicre benzeri hiicreler olusturulabilmistir.

Bu tez caligmasinda, Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF’leri (A¢ik Okuma Cergevesi)
fare beta globin 3’-UTR ve T7 promotorii yaninda giiglii kozak sekansi igeren 5'-UTR
ile rekombinant DNA hazirlanmistir. Hazirlanan bu rekombinant DNA’dan kalitatif ve
kantitatif olarak yiiksek verimde in vitro transkripsiyon yapilmis ve RNA’lar elde
edilmistir. Elde edilen RNA’lar insan hiicrelerine yiiksek oranda transfekte edilmis ve
hiicrelerde toksik etki yaratmamustir. Transkribe edilen RNA’lar dogru bir sekilde
translasyona ugramis ve hiicrede dogru yerde lokalize oldugu gosterilmistir. Beta
hiicresi programlanmasinda giivenle kullanilabilecek, pankreatik gelisim icin gerekli
olan 6nemli transkripsiyon faktorlerinin sentetik mRNA’larinin dizayni, in vitro tiretimi
ve hiicredeki ekspresyonu gosterilmistir. Boylelikle genoma entegre olmayan, dozaj
ayarlamas1 yapilabilen, hiicrede her hangi bir toksik etki yaratmayan ve efektif bir
sekilde hiicre programlanmasinda kullanilabilecek insan Onemli transkripsiyon
faktorleri olan Pdx1, Ngn3 ve MafA sentetik mRNA’lar1 dizayn1 ve in vitro tiretim
protokolii elde edilmistir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Pankreas ve Gelisimi

Insanda, fetiisiin gelisimi sirasinda dordiincii haftada olusmaya baslayan
pankreas, bagirsagin kaudal tarafinda 6n ve arka pankreas tomurcuklari seklinde
gelismeye baslar. Bu tomurcuklar saga dogru yonlenir ve ventral pankreasin basladigi
bolgenin yaninda birlesirler. Daha sonra duodenum ilerledik¢e olusan pankreas da sola
dogru yonelir. Eriskinde basin yalnizca kaudal tarafi ve processus uncinatus on
pankreastan koken alir. Basin kranial boliimi, govdenin tamami ve kuyruk dorsal
pankreastan koken alir. Dorsal pankreas kanalinin ¢ogu bolimii venral pankreas
kanaliyla birlesir, esas pankreas kanali boylelikle olusur. Ufak bir bolge ek kanal
(Santorini) seklinde kalir. Ventral ve dorsal pankreas kanali insanlarin %5-10"unda
birlesmez, pankreas boliimlerinin biiylik bir boliimii Santorini kanaliyla mindr papillaya
acilir. Yalnizca ventral pankreasin ufak bir bolgesi safra kanaliyla birlikte papilla
veteriye acilir (McHenry vd 1997, Junqueira vd 1998).

Pankreas hem endokrin (i¢ salgt bezi), hem de ekzokrin (dis salgi bezi) salgi
yapabilen bir organdir. Bu salgi bezinin dogru bir sekilde ¢aligsmast yasamin devamliligi
icin elzem olup bu salgilar Langerhans adaciklarindan salinirlar (McHenry vd 1997).
Yapilan son tespitlere gore Langerhans adaciklarinin; alfa, beta, delta, epsilon ve
pankreatik polipeptit (PP) olmak iizere 5 farkli hiicre tipinden olustugu gézlenmistir.
Endokrin sistemde gorev alan bu hiicreler, pankreasin yaklasik %1-2’sini
olusturmaktadir. Bu hiicrelerin her biri glisemik kontroliin saglanmasinda biiyiik rol
oynamaktadir. Adacikta bulunan hiicre tipi kompozisyonu, hem bireyler arasinda hem
de pankreasinin farkli bolgelerinde farkliliklar gostermektedir. Ancak bu adaciklarin
ortalama %354’ insiilin ireten beta hiicreleri, %35’1 glukagon sentezleyen alfa
hiicreleri, %11°1 ise somatostatin salgilayan delta hiicreleri ve ¢ok az sayida epsilon ve
pankreatik polipeptit hiicrelerinden olusmaktadir. (Brissova vd 2005, Cabrera vd 2006)

2.2. Onemli Pankreatik Transkripsiyon Faktérleri: Pdx1, Ngn3 ve MafA

Insiilin Promotdr Faktor 1 (IPF1) olarak da bilinen Pankreatik ve duodenal
homeobox 1 (PDX1), homodomain olusumlu, pankreatik B hiicrelerine karakteristik bir
transkripsiyon faktordiir. Pankreasin gelisimi sirasinda, B hiicresi onciil hiicrelerinin 3
hiicresine farklilasmasi ve B hiicre olgunlasmasi icin gereklidir. Postnatal  hiicresinde
insiilin gen ekspresyonu igin anahtar bir diizenleyicidir (Ashizawa vd 2004, Feanny vd
2008). Farelerin erken embriyonik gelisim donemine bakildiginda Pdx1 ekspresyonu ilk
olarak embriyonik 8,5 giinde pankreasin dorsal ve ventral tomurcugunda goriilmeye
baglanir. Pdx1 biiyiik ¢ogunlukla adaciklarda bulunan [ hiicresinde aktiftir. f hiicresi
olgunlagsmasinda ve glukoz duyarli B hiicresi farklilasmasinda; insiilin, glukokinaz,
adacik amiloid polipeptiti ve glukoz tip 2 transportir1 gibi B hiicresi spesifik genlerin
ekspresyonunda onemli bir anahtar rol oynar. Pdx1 genindeki homozigot mutasyonlar
pankreas gelisimindeki olumsuzluklar nedeniyle 6ldiiriiciidiir (Liu vd 2007, Feanny vd
2008). B hiicresinde bu gen knock-out edildiginde diyabet, knock-down yapildiginda ise
insiilin segregasyonunda azalma gozlenmistir (Gidekel vd 2009).
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Pdx1 geninin yiiksek oranda ekpresyonu, bening HEK293 insan hiicrelerinde,
pankreatik kanser hiicre hatlar1 olan PANCI1, MiaPaca2 ve insililinoma hiicreleri olan
Min6 ve BTC6 hiicrelerinde hiicre bdliinmesini, invazyonunu arttirdigi ve bununla
birlikte tiimor olusumunu da arttirdigr gozlenmistir (Tirone vd 2004, Wang vd 2004,
Liu vd 2007, Wu vd 2014, Wu vd 2015).

Pdx1"” mutant insan embriyonik k&k hiicrelerinde yapilan farklilastirma
calismalarinda, kok hiicrelerin endokrin farklasmasi igin Pdx1 geninin sadece bir
kopyasinin yeterli oldugu gozlenmistir (Zengrong vd 2016). Yaslar1 17 ile 67 arasinda
degisen bireyler incelendiginde ise Pdx1 geni heterozigot olan bireylerin diyabet hastasi
oldugu gézlemlenmistir (Stoffers vd 1997). Pdx1 geninin heterozigot olmasi durumunda
beta hiicresi defektlerinin olustugu ve/veya olgun bireylerde beta hiicrelerinin yasamini
devam ettiremedigi gézlemlenmistir (Brissova vd 2002, Johnson vd 2003, Brissova vd
2005). Pdx1™" farelerde ise her hangi bir gelisim abnormalisine rastlanmamistir
(Jonsson vd 1994, Offield vd 1996).

Sonug olarak; Pdx1™~ bireylerde, allellerden birinin kaybi PDX1 proteinin
ekspresyonunda azalma goOstermistir. Bu azalma endokrin hiicre farklagsmasina zarar
vermemis fakat saglikli beta hiicresi olusumunu engellemistir. Pdx1 genindeki bu dozaj
gereksinimi kok hiicrelerin endokrin farklilasmasi, projenitor hiicrelerin beta hiicresine
dontismesi, beta hiicresi olgunlasmasi ve yasamini devamliligi i¢in olduk¢a Onemli
oldugunu gostermistir (Hani vd 1999).

Neurogenin-3 (NGN3) endokrin projenitor hiicrelerde eksprese edilen bir
transkripsiyon faktordiir. Bu transkripsiyon faktdr ayni zamanda pankreas ve ince
bagirsagin o6zellesmesinde de gorev alir. Noroektodermde ndral Onciil hiicrelerinin
farklilagmasinda da  rol  oynayan  basic-heliks-loop-heliks  transkripsiyon
faktorlerinden olusan bir aileye aittir (Wang vd 2006). CRISPR sistemi kullanilarak
embriyonik kok hiicrelerde Ngn3 geninde homozigot delesyon yapilmis; bu delesyonla
protein kodlama sekansi, promotorii ve DNA baglanma domaini olan basic-helix-loop-
helix bolgesini de igeren 526 baz ¢ifti uzunlugunda DNA bolgesi knock-out yapilarak
mutant bir hiicre hatt1 olusturulmustur. Yabanil hiicrelerin ¢ok biiylik bir kisminin
endoderme farklilastirilabildigini, fakat mutant hiicrelerin ¢ok az bir kisminin
endoderme farklilastirildigi, boylelikle insan hiicrelerinin endokrin farklilagsmasi igin
Ngn3 geninin énemli oldugu fakat mutlak sart olmadig1 gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada;
Ngn3”- embriyonik kék hiicrelerinde beta hiicre farklilasmasi protokolii uygulandiginda,
immiinofloresan boyamalar1 ve FACS analizleri sonucunda hiicrelerin yaklasik olarak
%0,5’inin beta hiicre karakterinde oldugu fakat bu hiicrelerin glukoza duyarli olmadigi
gozlenmistir. Bu ylizden Ngn3 geninin glukoz-duyarli B-benzeri hiicrelerin
programlanmasi i¢in oldukc¢a 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Ngn3 geninin zamana
bagl aktivasyonu endokrin farklilagmasinda 6nemli bir doniim noktasidir. Polihormonel
hiicrelerden B hiicresi olusma sirasinda NGN3 ¢ok onemli bir ana transkripsiyon
faktordiir (Zengrong vd 2016).

MafA memelilerde B-hiicre karakterizasyonu ve bu hiicrelerin glukoza duyarli
olmasindan sorumlu bir transkripsiyon faktérii kodlar. Bu zamana kadar yapilan
calismalar bu trankripsiyon faktoriiniin  hiicre olgunlasmasi i¢in gerekli olan ana
transkripsiyon faktorii oldugunu gostermistir (Sharma vd 1994, Ogino vd 1998, Kataoka
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vd 2002, Matsuoka vd 2003). MafA geninin ekspresyon zamani ve miktar1 B hiicre
olgunlagmasi igin kritik bir rol oynar. Kemirgen ve insan f hiicreleri arasinda énemli
birkag farklilik vardir. Ornegin; farelerde beta hiicresi olgunlasmasinda yalnizca MafA
gorev alirken insan hiicrelerinde ise MafA ve MafB gérev alir. Insan hiicrelerinde MafA
ve MafB ayn1 gorevi tstlenirler (Dai vd 2012, Guo vd 2013). Bu nedenle knock-out
caligmalarinda MafA geninin insan B hiicre maturasyonunda ana faktér oldugunu
gostermek zor olsa da in vitro B hiicresi programlamasinda MafA geninin yiiksek dozda
ekspresyonu efektif sekilde kullanilmakta ve beta hiicre olgunlagsmasini gergeklestirdigi
gosterilmektedir. Farelerde yapilan beta hiicre programlama protokolleri insan
hiicrelerine uygulandiginda genellikle basarili sonuglar vermektedir. Bu nedenle hiicre
programlama ¢alismalarinda beta hiicresi olgunlagmasi igin insanlarda da MafA tercih
edilir. Bu gen her ne kadar beta hiicre olgunlasmasi i¢in gerekli olsa da beta hiicresi
fonksiyonlar1 i¢in de anahtar bir rol oynar. MafA knock-out farelerde, embriyonik
donemde ve dogumdan sonra adacik morfolojisinde her hangi bir sorun gozlenmemis,
gelisimin ilerleyen donemlerinde beta hiicresinin glukoz duyarliliginda biiyiik
sorunlarin ortaya ciktigi gosterilmistir (Zhang vd 2005). Farelerde gozlenen spesifik
MafA delesyonlart dogum sonrasi ve ilerleyen gelisim donemlerinde [ hiicresi
fonksiyonlarinda ve glukoz metabolizmasinda sorunlarin oldugunu gostermistir. Bu
mutasyona sahip hayvanlarin beta hiicrelerinde dogum sonrasinda Insl, Ins2, Glut2,
G6pc2 ve Slc30a8 gen ekspresyonlarinda diisiisler gosterilmistir. Dogumdan sonra;
gelisimin ilerleyen donemlerinde, MafA genine bagli olarak plazma insiilin seviyesinin
%40 azaldig1 gosterilmistir (Hang vd 2014).

2.3. insiilin Metabolizmasi

Aclik ya da tokluk fark etmeksizin, bir bireyde, plazmadaki glukoz miktar1 4 ile
7 mM arasinda bir degerde bulunmaktadir. Bagirsaklarda gergeklesen glukoz emilimi,
karacigerde glukoz depolanmasi ve periferal dokulardaki glukoz alimi ile bu hassas
denge siirekli olarak diizenlenmektedir. Insiilin, glukozun kaslarda ve yag dokusunda
farkli formlarda depolanmasini saglarken hepatik glukozun da diretilmesini inhibe
etmektedir. Boylelikle kandaki glukoz seviyesi siirekli bir sekilde dengede
tutulmaktadir. Insiilin ayrica hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasinda da gérev almaktadir,
bazi maddelerin yag olarak depolanmasini tetikler, karaciger ve kanda lipogenezi
kontrol eder, glikojen ve protein sentezinde gorev alir, lipolizi inhibe eder, glikojenoliz
ve protein par¢alanmasida goérev alir. Insiilin yoklugu ya da insiilin direnci bu
siireglerin disregiilasyonuna neden olur. Insiilin, hiicre yiizeyinde bulunan Glukoz
transportirt (GLUT4) yardimiyla hiicre dis1 ortamdan hiicre icersine glukoz alinimini
arttirir.  Plazmada bulunan glukozun yaklasik %75°1 insiilin yardimiyla kaslara
tasinirken, yag dokulara ise kiiciik bir boliimii tagmir (Klip vd 1990). Buna ragmen
insiilin reseptorii agisindan knock-out farelerin kaslarinda normal bir insiilin toleransi
varken (Bruning vd 1998), insiilin duyarli glukoz transportirlart knock-out farelerin
insiilin direncinin bozuldugu ve sismanladiklar1 gézlenmistir. Bu da kas ve karacigerde
meydana gelen insiilin direncinden kaynaklanmaktadir (Abel vd 2001). Insiilin
karacigerde glukoz alimini stimiile etmese de, glikojenoliz glokoneosisi bloklar,
glukojen sentezini stimiile eder bunlar aglik sekerini diizenler. Insiilinin dogru salinmasi
beyin ve pankreatik beta hiicrelerinde glukoz homeostazisinde 6nemlidir (Patti vd 1998,
Kulkarni vd 1999, Gavrilova vd 2000, Abel vd 2001).
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Olgun adaciklarda, glukoza duyarl insiilin segregasyonu; plazmadaki glukoz ve
hiicre icersindeki Ca®* iyon konsantrasyonuna olduk¢a duyarhidir. Hiicre disindaki
glukoz konsantrasyonu bazal diizeyin lizerine ¢iktiginda, glukoz GLUT2 transportiriyla
B hiicrelerine tasinir ve glukokinaz ile metabolize edilir bu da hiicre igerisindeki
ATP/ADP oranini degistirir. Oran degisimiyle K*(ATP) kanallar1 kapanir ve hiicre zar1
depolarizasyona ugrayarak Ca®" kanallariin acilmasi saglanir. Hiicre icerisindeki Ca?*
iyon konsantrasyonunun artmasi insiilinin hiicre disina salinimi i¢in gerekli olan ana
habercidir. Boylelikle insiilin plazmaya salinmis olur (Wolheim vd 1981, Gilon vd
1993, Rutter vd 2001).

2.4. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (seker hastaligi), diinya ¢apinda milyonlarca bireyi etkileyen
yaygin bir hastaliktir. Uzun yillar boyunca diinya sagligi tizerindeki etkisi bilinmeyen
bu hastalik, tanimlandiktan sonra, 21. yiizyilin en biiyilk saglik sorunlarindan biri
oldugu fark edilmistir (Zimmet 2000). Son iki yiizyilda diinya ¢apinda hastalik teshisi
alan insan sayisi dramatik bir sekilde artmaktadir (Amos vd 1997, King vd 1998).
Modern yasamin getirdigi c¢evre sorunlari, bireyin yasam sekli ve beslenme
aliskanliklar, kiiresellesmenin getirdigi yasam sorunlariyla beraber obezite ve diyabet
hastalig1 tanisi alan birey sayist giderek artmaktadir. Bu nedenle son zamanlarda bilim

insanlarmin diyabet {lizerindeki ilgisi artmis ve bu alanda ¢alismalar yogunlagmistir
(Astrup vd 2000).

Diyabetin baslica iki ana formu vardir. Tip 1 diyabet, biiyiik cogunlukla oto-
immiin bozukluklardan kaynaklanan pankreatik adaciklardaki [ hiicrelerinin hasari
sonucunda meydana gelmektedir. Bu hasar sonucunda hiicreler biiyilk ¢ogunlukla
insiilin segregasyonu yapamaz ve insiilin metabolizmasinda bozulmalar meydana gelir.
Bu nedenle tip 1 diyabet hastalari, viicutlarina disaridan verilen insiilin hormonuyla
yasamlarin siirdiirmek zorundadirlar. Tip 2 diyabet ise erigkin diyabeti olarak bilinen,
insiilin  direnci ve/veya insiilin segregasyonunda meydana gelen sorunlardan
kaynaklanan bir hastaliktir. Tip 2 diyabet hastalar1 ¢ogunlukla disaridan verilen insiilin
takviyesine ihtiyac duymazlar. Fakat diyet ve oral hipoglisemik ajanlarla kandaki
glukoz seviyesi kontrol edilemez ise bu hastalara da insiilin takviyesi yapilabilir. Tip 1
diyabet hastalari, tip 2 diyabet hastalarina gore daha azdir. Hastalarin yaklagik %10°u
tip-1 diyabetli iken yaklasik %90°1 ise tip 2 diyabetlidir (Zimmet 1999).

2.5. Diyabet Hastahiginda Hiicresel Tedavi Yaklasimlari

Tip 1 diyabeti tedavi amaciyla Amerika Birlesik Devletleri’nde yilda ortalama
1300 hastaya saglikli pankreas nakli yapilmaktadir. Bu hastalarin yaklasik olarak
%83 linlin bir sene icerisinde sagligina kavustugu kaydedilmistir. Ancak, uygun
donoriin bulunmasindaki giicliik, organ nakli gerceklestirilen hastalarin dmiir boyunca
immiin sistemi baskilayici ilaglar1 kullanmak zorunda olmasi ve bunlarin yaninda
gelisen enfeksiyon riski bu tedavi yontemini olduk¢a zorlastirmaktadir. Bu zorluklar
asmak amaciyla son yillarda organ nakli yerine 6nemli pankreatik salgi hiicrelerini
iceren adacik nakli caligmalari baslamis ama hastalarin yalnizca %8’inde basarili
sonuclar alinmistir. Ancak nakledilen adaciklarin sayisinin arttirtlmasi ve yeni immiin
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baskilayic1 sistemlerin  kullanilmasi son yillarda bu nakillerdeki basar1 oranini
arttirmistir (Shapiro vd 2000).

Pankreatik adaciklarin hasta bireylere nakliyle gerceklesen hiicre aktarim
tedavisi, tip 1 diyabet hastaligimin kalici tedavisini miimkiin kilabilmektedir. Fakat
uygun dondriin bulunmasi, immiinolojik komplikasyonlar ve transplantin 6miir siiresi
gibi sorunlar hiicre transplantasyon sansini azaltmaktadir (Shapiro vd 2006). Bu yiizden,
hasta bireylerde yeterli insiilin iretimi igin gerekli olan hiicreler farkli hiicre
kaynaklarindan tiretilmeye calisilmistir. Bu hiicreler; embriyonik kok hiicreler (ESCs),
indiiklenmis pluripotent kdk hiicreler (iPSCs), hepatik hiicreler, ekzokrin hiicreleri ve
diger endokrin hiicrelerden olusmustur (Zhou vd 2008, Kroon vd 2008, Collombat vd
2009, Talchai vd 2012, Al-Hasani vd 2013, Chera vd 2014, Pagliuca vd 2014, Sangan
vd 2015).

Hiicrelerin beta hiicrelerine programlanmasinda, pankreasin normal gelisim
stirecinde rol oynayan Onemli transkripsiyon faktorlerinin yliksek oranda eksprese
edilmesi saglanmis ve birka¢ farkli calismada ise kiigiik molekiiller kullanilarak bu
onemli genlerin aktivasyonu saglanmaya calisilmistir (Fomina-Yadlin vd 2010, Kubicek
vd 2012, Pennarossa vd 2013, Xie vd 2013, Yi vd 2013).

Pdx1, Ngn3 ve MafA (PNM) DNA tabanli vektor sistemleri, birgok farkl
hiicrede in vitro ve in vivo g¢aligmalarda insiilin pozitif beta hiicre benzeri hiicrelerin
programlanmasinda basariyla kullanilmis ve programlanan hiicrenin epigenetik
markirlarinin dogal beta hiicre markirlariyla ortiistiigii gosterilmistir (Akinci vd 2012,
Banga vd 2012, Yang vd 2013). Fare primer hepatositlerine multisistronik PNM igeren
plazmit lipofektamin yardimiyla transfekte edilmis, transfeksiyon sonucunda hiicrelerin
insiilin salgilayabilen B hiicre benzeri hiicrelere doniistiigii gozlenmistir. Farklilasan
hiicreler, STZ (streptozotosin) uygulamasi yapilmis farelere nakledildiginde hasta
farelerin glukoz metabolizmasinda iyilesme goriilmiistiir (Luo vd 2014).

Her bir PNM geni i¢in adenoviral vektorler dizayn edilmis ve bu vektorlerle in
vivo fare deneyleri yapilmistir. Sadece Ngn3 ile transdiikte olan asinar hiicrelerin
endokrin hiicrelere farklilastiklar1 gozlenmistir. Daha sonra olusan bu endokrin
hiicreleri; yalmizca Ngn3 ile transdiikte edildiklerinde & hiicrelerine farklilasma
gozlenmis, Ngn3’iin yaninda MafA ile transdiikte edildiklerinde o hiicrelerine
farklilasma gozlenmis ancak 6 hiicre farklilasmasi bloklanmistir. Endokrin karakterde
hiicrelere PNM genlerinin ti¢li ayn1 anda transdiikte edildinginde ise B hiicre olusumu
gozlenmis ve ekdokrin hiicrelerinin o ve o hiicrelerine farklilagmasi bloklanmistir. Bu
caligmayla asinar hiicrelerden pankreatik adacikta bulunan a, B ve o hiicrelerinin
olusabilecegi gosterilmistir (Li vd 2014).

PNM geni indiiklenebilir transgenik farelerde PNM ekspresyonu sonucunda ince
bagirsak hiicrelerinden insiilin sentezleyebilen ve glukoza duyarli beta hiicre benzeri
hiicrelerin olustugu gosterilmis, olugan bu hiicrelerin hiperglisemik farelerde iyilestirme
etkisinin oldugu ortaya koyulmustur (Chen vd 2014). Insan troit bezinden izole edilen
troit noroendokrin hiicreleri PNM genleri igeren retroviriisle transdiikte edilmis ve bu
hiicrelerin yaklasik %56’siin insiilin sentezleyebilen, glukoza duyarli ve oto-immiin



KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI Mehmet YILDIZ

reaksiyondan etkilenmeyen beta hiicre benzeri hiicrelere programlandigi gosterilmistir
(Thulé vd 2014).

Insan olgun hepatositleri kimyasal aktivasyonlu kiiltir ortami igersinde
microRNA-302 (miR-302) ile transfekte edildiklerinde, bu hiicrelerin; PNM genleri
acisindan pozitif, insiilin salgiyalabilen [ hiicre benzeri hiicrelere programlandigi
gozlenmistir (Lu vd 2014).

Beyin 6liimii ger¢eklesen hastalardan alinan pankreastan ekzokrin hiicreleri izole
edilmis ve kiiltiire edilmistir. Pdx1, Ngn3, MafA ve Pax4 transkripsiyon faktorleri
adenoviral vektorle hiicrelere transfer edilmistir. Gen transferi sonrasinda hiicrelerin
yaklagik olarak %@45°nin adacik formunda goriildiigii; bu formda olan hiicrelerin
%80’inden fazlasinin monohormonal insiilin hiicresi karakterinde oldugu gosterilmistir
(Lima vd 2016). Baska bir ¢alismada ise; STZ uygulamasi yapilarak B hiicrelerinde
defekt olusturulmus diyabetik farelere PNM genleri adenoviral vektorle in vivo olarak
uygulanmis; sonug olarak pankreatik ekzokrin hiicrelerinden B hiicre benzeri hiicreler
programlandig gosterilmistir (Cavelti-Weder vd 2016).

Mezankimal kok hiicrelerden de B hiicre programlanmasi yapilabilmektedir.
Pankreatik dokudan ekzokrin hiicreleri ayrilmis, izole edilen ekzokrin hiicreleri dnce
slispansiyon kiiltiiriine ardindan da farklilagsma ortami iceren adherent hiicre kiiltiiriine
alinmistir. Bu hiicrelerin yaklasik %90’ninin mezankimal kok hiicre yilizey markirlart
tasidig1 ve hiicrelerin bir kisminin olgun beta hiicre markirlari olan Pdx1, Ngn3 ve MafA
genleri agisindan pozitif oldugu da gosterilmistir. Bu g¢alismayla mezankimal kok

hiicrelerin beta hiicre programlanmasi i¢in iyi birer kaynak oldugu gosterilmistir. (Lee
vd 2016).

Pdxl, Ngn3 ve MafA sentetik mRNA’lar1 AR42J] pankreatik ekzokrin
hiicrelerine transfekte edildiginde bu hiicrelerden insiilin salgilayabilen ayni zamanda
beta hiicre markilari; Surl, Kir6.2, Pcskl, and Pcsk2 genleri agisindan da pozitif olan
hiicrelerin programlandig: gosterilmistir (Kobbas vd 2016).

H9 insan embriyonik kok hiicreleri biyomimetik 3D skaffoltlarinda kiiltiire
edilerek organoidler olusturulmus ve olusan bu organoidlerde pankreatik o, B, o, ve
pankreatik polipeptit (PP) olustugu gozlenmistir. Ngn3, MafA, Pdx1, Ins ve Glut2
genleri agisindan pozitif; beta hiicre benzeri hiicrelerin iiretilmesi basarilmis ve olusan
bu hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun sadece insiilin salgiladig1 fakat polihormonel hiicre
karakterinin bir sonucu olan glukagon, somatostatin, ya da PP segregasyonu yapmadigi
gosterilmistir (Wang vd 2017).

Pdx1, Ngn3 ve MafA genleri adenoviral vektorle makaklarin karacigerlerine in
vivo transfeksiyon yapilmis ve sonug olarak insiilin sentezleyebilen beta hiicre benzeri
hiicrelerin meydana geldigi gosterilmistir (Hill vd 2017).

Transgenik farelerde yapilan c¢alismalar yalnizca MafA geninin  fazla
ekspresyonu sonucu Ngn3 pozitif hiicrelerde Pdx1 geni aktivasyonu saglandigini ve
bunun sonucunda insiilin salgilayabilen B-hiicrelerinin olusabildigini; yalnizca Pdx1
geninin fazla ekspresyonu sonucunda ise a-hiicrelerinden B-hiicrelerinin olustugunu
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gostermistir (Matsuoka vd 2017). Bagka bir ¢calismada ise; PNM polisistronik vektori
hazirlanmis ve farelerde yapilan in vivo deneylerde asinar hiicrelerinden B-hiicre benzeri
hiicrelerin programlandigi gosterilmistir (Cavelti-Weder vd 2017).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Ilgili Genlerin ORF Dizilerinin Cogaltilmasi I¢cin Gereken Primerler

Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin agik okuma c¢ergevelerini (ORF) PCR ile
cogaltmak i¢in gerekli olan primer listesi verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Ilgili genlerin A¢ik Okuma Cergevelerini (ORF) ¢ogaltmak igin gereken
primerler

Gen (Erisim numarasi)  ORF primerleri (5°-3")

Pdx1 (NM_000209.3) F: AACGGCGAGGAGCAGTA (5 fosfat igerir)
R: TCATCGTGGTTCCTGCGG

Ngn3 (NM_020999.3)  F: ACGCCTCAACCCTCG (5 fosfat igerir)
R: TCACAGAAAATCTGAGAAAGCC

MafA (NM_201589.3)  F: GCCGCGGAGCTGGCGATGGGCGCC (5’ fosfat igerir)
R: CTACAGGAAGAAGTCGGCCGTGCC

(F: Forward, R: Reverse)
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3.2. Ligasyon I¢in Kullamlan UTR’lar ve Splint Oligo Dizileri
Pdx1, Ngn3 ve MafA genlerinin g¢ogaltilan agik okuma cergevelerine UTR
ligasyonu yapmak i¢in gerekli olan UTR ve splint oligo dizileri (Cizelge 3.2)

verilmistir.

Cizelge 3.2. Ligasyon i¢in kullanilan UTR’lar ve splint oligolar

Pdx1
5'-Splint GTACTGCTCCTCGCCCTTCATGGTGGCTCTTATATT
TCTTCTTACTCTTCT
3’-Splint CCCGCAGAAGGCAGCTCATCGTGGTTCCTGCGGC
CG
Ngn3
5'’-Splint ACCCGAGGGTTGAGGCGTCATGGTGGCTCTTATAT
TTCTTCTT
3'-Splint CCCGCAGAAGGCAGCTCACAGAAAATCTGAGAAA
GC
MafA
5’-Splint CATCGCCAGCTCCGCGGCCATGGTGGCTCTTATAT
TTCTTCTT
3'-Splint CCCGCAGAAGGCAGCCTACAGGAAGAAGTCGGCC
GT
5'-UTR TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACGACTCACTA
TAGGGAAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAG
AAATATAAGAGCCACCATG
3'-UTR GCTGCCTTCTGCGGGGCTTGCCTTCTGGCCATGCC
CTTCTTCTCTCCCTTGCACCTGTACCTCTTGGTCTT
TGAATAAAGCCTGAGTAGGAAGTGAGGGTCTAGA
ACTAGTGTCGACGC (5’ fosfat icerir)
Template

primerler F: TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACG
R: GCGTCGACACTAGTTCTAGACCCTCA

Kuyruk primerleri F: TTGGACCCTCGTACAGAAGCTAATACG
R: Ta20CTTCCTACTCAGGCTTTATTCAAAGACCA

(3'-UTR dizilerinde alt1 ¢izili GTCGAC Sall, ACTAGT Spel enzim kesim bolgeleri,
5'-UTR dizilerinde alt1 ¢izili TAATACGACTCACTATAGGG T7 promotor dizileridir.)
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3.3. qPCR I¢in Kullanilan Primerler

Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larmin hiicreye transfeksiyonundan sonra qPCR
icin gerekli olan endogen ve ekzogen primer dizileri (Cizelge 3.3) verilmistir.

Cizelge 3.3. qPCR i¢in kullanilan primerler

Gen Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3')
Pdxl1 En GGAACCACGATGAGAGGCAG CCCAAGGTGGAGTGCTGTAG
Pdxl1 Ek TTGGACCCTCGTACAGAAGC CGCGTGAGCTTTGGTAGACT
Ngn3 En TCACCAAGATCGAGACGCTG CCCTTACCCTTAGCACCCAC
Ngn3 Ek CCCTCGTACAGAAGCTAATACG TCGATCTTGGTGAGCTTCGC
MafA  En GTCATCCGGCTCAAGCAGAAG GAGGCCTGCGCGAACTTGTC
MafA  Ek TTGGACCCTCGTACAGAAGC TTGAGGTGATGCTGGTAGCC
Ins En GCAGCCTTTGTGAACCAACAC TTGTACAGGTCCCGCTCTTT
B-aktin En GCCTCGCCTTTGCCGA GGAATCCTTCTGACCCATGC
Gapdh En AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT CCCCACTTGATTTTGGAGGGA

(En: Endogen, Ek: Ekzogen)
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3.4. iImmiinofloresan ve Western Blot I¢cin Kullanilan Antikorlar
In vitro translasyon sonrast PDX1, NGN3 ve MAFA proteinlerini géstermek
amaciyla Immiinofloresan ve Western Blot i¢in kullanilan birincil ve ikincil antikorlar

ve diliisyon oranlar1 verilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Immiinofloresan ve Western Blot i¢in kullanilan birincil ve ikincil

antikorlar

Antikor Sirket Diliisyon/Deney

Rb monoklonal anti-Pdx1 Abcam (ab134150) 1:200 IF
1:1000 WB

Rb poliklonal anti-Ngn3 Abcam (ab38548) 1:200 IF
1:1000 WB

Rb poliklonal anti-MafA Abcam (ab26405) 1:200 IF
1:1000 WB

Ms monoklonal anti-Beta aktin Abcam (ab6276) 1:5000 WB

Gt anti-Rb IgG Dylight 488 Thermo Scientific (35552) 1:500 IF
Gt anti-Rb IgG HRP konjugat  Thermo Scientific (31460) 1:3000 WB

Gt anti-Ms IgG HRP konjugat  BioRad (170-6516) 1:5000 WB

(Rb: rabbit, Gt: goat, Ms: mouse, HRP: horseradish peroxidase, IF:immiinofloresan,
WB: western blot)
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3.5. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

v

TBE tamponu (10X): 108gr Tris Base (Fisher, BP152),155gr Borik Asit
(Merck) tartildi ve 40ml 500mM EDTA (pH:8,0) karistirildi, bidistile su ile 1
litreye tamamlandi. HCI ile pH 7,4’¢e ayarland.

TBE tamponu (1X): 100ml 10X TBE stok ¢6zeltisi alinarak 900 ml bidistile su
ile 1litreye tamamlandi.

1M Tris-HCI: 121,19 Tris tartild1, 800ml bidistile su ile ¢dzdiiriildi. HCI ile pH
7,4 degerine ayarlandi ve bidistile su ile hacim 1litreye tamamlanda.

PBS hazirlanmasi: 5 tane PBS tablet (Life Technologies, 00302) son hacim
500 ml olacak sekilde bidistile suda ¢oziildii.

50 mM CacClz /10 mM Tris (pH:7,4): 5,55gr CaCl> tartildi, 900ml bidistile
suda ¢ozildi. 10ml 1M Tris-HCI (pH7.4) eklenerek son hacim bidistile su ile
1000mI’ye tamamlanda.

%0.8’lik agaroz jel: 3,2g agaroz tartildi ve 400ml 1X TBE tamponunda
¢oziildii. Agaroz tamamen c¢oziinene kadar yaklasik olarak 9 dk mikrodalga
firinda bekletildi. Cozeltinin sicakligi yaklasik olarak 50 °C’ye kadar diisdiikten
sonra 9ul Et-Br ya da GelStar eklendi. Taraklar1 6nceden yerlestirilmis yatay

elektroforez kiivetine kabarcik kalmadan dokiildi ve jelin polimerlesmesi
beklendi.

%1,5’luk agaroz jel: 6g agaroz tartildi ve 400ml 1X TBE tamponunda ¢oziildii.
Agaroz tamamen c¢Oziinene kadar yaklasik olarak 9dk mikrodalga firinda
bekletildi. Cozeltinin sicakligi yaklagik olarak 50°C’ye kadar soguduktan sonra
9ul Et-Br ya da GelStar boyasi eklendi. Taraklar1 dnceden yerlestirilmis yatay
elektroforez kiivetine kabarcik kalmadan dokiildii ve jelin polimerlesmesi
beklendi.

%0,2’lik jelatin c¢ozeltisi: 0,59 domuz jelatini son hacmi 250ml olan saf suyun
icerisinde ¢oziildiikten sonra 121°C’de 30dk otoklav yapildi. Hazirlanan ¢ozelti
soguduktan sonra +4°C’de muhafaza edildi. 75cm?’lik kiiltiir kaplarina 10ml, 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her bir kuyucuguna 1ml jelatin ¢ozeltisi kullanildi.

2X dondurma ortam: 8ml FBS, 2ml DMSO karistirildi ve 22um’lik filtre
yardimiyla sterilize edildi. Daha sonraki kullanimlar i¢in -20°C’de muhafaza
edildi.

%0,1°lik Tween-20 ¢ozeltisi: 100ul Tween-20 alinarak PBS igerisinde ¢oziildii.

Son hacim PBS ile 100ml’ye tamamladi. Daha sonra kullanilmak iizere,
hazirlanan ¢6zelti +4°C’de muhafaza edildi.
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v %71’lik BSA ¢ozeltisi: 100 pul Tween-20 ve 1g BSA alindi ve PBS igersinde
¢oziildi. Son hacim PBS ile 100ml’ye tamamladi. Daha sonra kullanilmak
tizere, hazirlanan ¢ozelti +4°C’de muhafaza edildi.

V' %0.2°lik TritonX-100 ¢ozeltisi: 200ul TritonX-100 alinarak PBS igerisinde
¢oziildi. Son hacim PBS ile 100ml’ye tamamladi. Daha sonra kullanilmak
tizere, hazirlanan ¢ozelti +4°C’de muhafaza edildi.

v' Birincil antikor (Immiinositokimyasal boyama) (1:200): 3ul antikor alind1 ve
600ul %1°lik BSA igerisinde ¢oziildii.

v Tkincil antikor (Immiinositokimyasal boyama) (1:500): 1,2ul antikor alind
ve 600ul %1°lik BSA igerisinde ¢6ziildii.

v DAPI (immiinositokimyasal boyama) (1:500) 1,2ul DAPI alind1 ve 600pul
%1°lik BSA igerisinde ¢oziildii.

v' Antibiyotik: 1g Antibiyotik suda ¢oziildi ve son hacim suyla 10 ml’ye
tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 22um’lik filtre yardimiyla sterilize edildi. 1’er
ml boliinerek daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

v' LB-Broth: 2,59 Tripton, 1,259 Yeast Extrat, 2,5g NaCl saf su i¢ersinde ¢6ziildii.
Son hacim su ile 250ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20dk otoklavlandi. Daha
sonra kullanilmak tizere; hazirlanan ¢ozelti +4°C’de muhafaza edildi. Eger
antibiyotikli ortam kullanilacaksa; daha once hazirlanmis olan stoktan 250ul
antibiyotik ¢ozeltisi alindi1 ve sogumus olan 250ml LB ortamina eklendi.

v' LB-Agar: 2,59 Tripton, 1,259 Yeast Extrat, 2,59 NaCl, 3,759 Agar saf su
icersinde ¢oziildi. Son hacim su ile 250ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20dk
otoklavlandi. Cozeltinin sicakligi yaklasik 50°C’ye distiigiinde steril kabin
icerisinde petri kaplarina dokiiltii. Polimerlesme tamamlandiktan sonra daha
sonra kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza edildi. Eger antibiyotikli ortam
kullanilacaksa; daha 6nce hazirlanmis olan stoktan 250ul antibiyotik ¢ozeltisi
alind1 ve sogumus olan 250ml LB ortamina eklendi ve petri kaplarina dokme
islemi gerceklestirildi.

v' %10’luk APS: 60mg APS tartild1 ve son hacim 600l olacak sekilde bidistile su
igersinde ¢oziildii.

v' Kazein ¢ozeltisi: 1g Kazein son hacim 200ml olacak sekilde PBS igerisinde
¢oOzildii.

v" %10’luk Resolving jel: 3,58ml bidistile su, 2,43ml %40 Akrilamit, 1,34ml %2

Bisakrilamit, 2,5ml 1,5M Tris-HCI, 100ul %10 SDS, 5ul TEMED ve 50ul
%10’luk APS eklenerek hazirland.
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v’ Stacking jel: 2,92ml bidistile su, 480ul %40 Akrilamit, 260ul %2 Bisakrilamit,
1,26ml 1,5 M Tris-HCI, 50ul TEMED, 25ul %10’luk APS ve 50ul %10’luk
SDS karistirilarak hazirlandi.

v" 1X Running tamponu: 3,03g Tris, 14,3g glisin, 10 ml %10 SDS alinarak son
hacim 1000ml olacak sekilde bidistile su igerisinde ¢oziildii.

v' 5X TBS hazirlanmasi: (20 mM Tris (pH:5,5), 150 mM NacCl), 12,115 g Tris,
43,88 g NaCl, 800 ml bidistile su igerisinde ¢ozildi. pH:7,5 olana kadar HCI
eklendi ve son hacim bidistile su ile 1000 m1’ye tamamlandi.

v 1X TBS hazirlanmasi: 100ml 5X TBS alindi ve son hacim 500ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢oziildii.

v' 1X Transfer tamponu: 5,8g Tris, 2,93g glisin ve 0,37ul %10’luk SDS alindi
son hacim 1000ml olacak sekilde bidistile su igerisinde ¢oziildii.

v' 1X TBS-T: 200ml 5X TBS ve 1ml Tween-20 alindi ve son hacim 1000mi
olacak sekilde bidistile su ile ¢oziildii.

v' %70’lik alkol: 70ml etil alkol son hacim 100ml olacak sekilde bidistile su ile
karigtirildi.

v I-block: 0,5g kazein son hacim 100ml olacak sekilde 1X TBS igerisinde,
manyetik karistirici ile 3-5 saatte ¢oziilddi.

v" Birincil antikor (Western Blot) (1:1000): 10ul antikor alind1 ve 10ml I-block
i¢cerisinde ¢oziildii.

v Tkincil antikor (Western Blot) (1:2000): 5ul antikor alind1 ve 10ml I-block
igerisinde ¢oziildii.

v Kemiluminesans: Uretici firmanin &nerdigi protokole gore; (Thermo,
SuperSignal 34078) 1ml Ajan A, 1ml Ajan B ve 10ul H20: karistirilarak
karanlik ortamda bekletildi ve taze olarak kullanildu.

v" RNase icermeyen bidistile su: 1ml DEPC (Gold Biotechnology, 1609-47-8)
alindi ve bidistile su ile son hacim 1000ml’ye tamamlandi. Gece boyunca
calkalamali inkiibatorde 25°C’de bekletildi. 121°C’de 20dk otoklavlandi.

v" MOPS tamponu: 100ml 10X MOPS buffer (Lonza, 50876), RNase igermeyen
bidistile su ile son hacim 1000ml’ye tamamlandi.

v Jel boyama soliisyonu (RNA i¢in): 50ml RNase igermeyen 1X TE igerisinde
Sul Etidyum Bromiir ¢oziildii.
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3.6. DNA Orneklerinin Yiiriitiilmesi

Hazirlanan agaroj jel, i¢ci 1X TBE tamponuyla doldurulmus olan kiivete
yerlestirildi. 20ul DNA ¢ozeltilerinin lizerine 4pul 6X yiikleme tamponu eklendi. DNA
jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Birinci kuyucuga referans olarak 3ul 1kb DNA Lader
(New England Biolabs, N32325) yiiklendi. Ornekler tamamen agilana kadar 100V’da
yiriitildi.

3.7. RNA Orneklerinin Yiiriitiilmesi

RNA o6rneklerinin tizerine hacimce 1:1 oraninda formaldehit soliisyonu (Lonza,
50571) eklendi ve 60°C’de 15dk inkiibasyon yapildi. Daha sonra ornekler 1dk buz
tizerinde bekletildi. Ticari olarak satin alinmis Reliant Gel System agaroz jel ( Lonza,
54922) 1X MOPS tamponu iceren yatay elektroforez tamponu igerisine yerlestirildi.
Hazirlanan 6rnekler kuyucuga yiiklendi. 2 saat 50V’da yiiriitme islemi gerceklestirildi.
Jel boyama soliisyonu igerisinde gece boyunca bekletildi ve UV goriintiileme cihazinda
goriintiilendi.

3.8. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Onceden -80°C’de dondurulmus DH5a E.coli bakterilerinden 40ul alindi, 40ml
LB broth i¢ine eklendi ve 37°C’de 200rpm ¢alkalamali inkiibatérde bir gece
inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonucunda gogalan bakterilerden 1ml alinarak 200ml
LB besiyerine eklendi ve 4 saat 37°C’de inkiibatérde ¢ogaltildi. Bakterilerin 600nm
dalga boyundaki optik dansitesi 0,4 noktasina ulastiktan sonra, buz iizerine alinip 10dk
sogumasi i¢in bekletildi. 50ml’lik falkon tiiplere boliintip, +4°C ve 2000rpm’de 5dk
santrifiij edildi. Siipernatant atilip, her bir tiipe 25ml 50mM CaCl2/10mM Tris (pH:7,4)
ilave edildi ve 15dk buzda bekletildi. Ardindan, yine +4°C ve 2000rpm’de 5dk santrifiij
edildi. Stipernatant atilip, ¢okelti izerine 9ml SOmM CaCl./10mM Tris (pH:7,4) ve 1ml
%100 gliserol eklenip homojenize edildi. 100ul’lik hacimlere ayrilip -80°C’ye
kaldirildi.

3.9. DNA ve RNA Orneklerinin Miktar Tayininin Yapilmasi

Hazirlanan DNA ve RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop
spektrofotometresi (Thermo Scientific, Waltham, MA) kullanilarak yapildi. Cihaz
oncelikle 1ul bidistile su ile temizlendi. Ardindan DNA ya da RNA’nin ¢oziilmiis
oldugu ¢ozeltiden 1ul alnarak olgiim degeri sifirlandi. izole edilen DNA ya da
RNA’dan 1ul alinarak 230, 260 ve 280nm dalgaboyunda &lgiim yapildi. Olgiim
sonucunda elde edilen RNA’lar son konsantrasyonu 100ng/ul olacak sekilde TE
tamponuyla seyreltildi.

3.10. Cift Zincirli DNA’nin Tasarimi ve Hazirlanmasi

Insan Pdx1 (SC300025), Ngn3 (SC304889) and MafA (SC308064) cDNAlar
liyofilize edilmis olarak OriGene company (Rockville, MD) sirketinden satin alind1 ve
tiretici firmanin 6nerdigi protokole gore ¢oziildii. Herbir cDNA 6rneginin agik okuma
cercevesi (Open reading frames- ORFs) PCR yontemiyle ¢ogaltildi. 0,2pul (2U/ul)

16



MATERYAL ve METOD Mehmet YILDIZ

Phusion DNA polimeraz (Phusion high fidelity DNA polymerase enzyme) (Thermo
Scientific, Waltham, MA), 4ul tampon, 0,5ul (~1ng) cDNA, 0,5’er ul ORF primerleri
(Cizelge 3.1), 4pl betaine (Sigma, St. Louis, MO), 0.4ul dNTP, 0,6u1 DMSO ve 9,3ul
dH20 igeren 20ul PCR karisimi hazirlandi. PCR kosullari: 98°C’de 30s baslangig
denatiirasyonu, 98°C 10s denatiirasyon, 60°C’de 30s baglanma, 72°C’de 1 dk uzama ve
72°C 5 dk final uzamas: yapilarak 30 dongiide PCR tamamlandi. PCR {iriinleri %0,8
TBE GelStar (Lonza, Basel, Switzerland) jel boyasi igceren agaroroz jel igerisinde
kosturuldu. Jel PrepOne Sapphire blue light box (EmbiTec, San Diego, CA)
gorlintiilleme cihazinda goriintiilendi. Uygun biiyiikliikte olan DNA’lar1 iceren bantlar
jelden bistiiri ile kesilip alindi ve GeneJET (Thermo Scientific, Waltham, MA) jelden
DNA izolasyon kitiyle, iiretici firmanin 6nerdigi protokolle DNA’lar jelden izole edildi.

Pdx1, Ngn3 and MafA ORF’lerinin 5’ ve 3’ transkribe olmayan bdlgeleri
(untranslated regions - UTRS) ile ligasyonu yapildi (Cizelge 3.2). Splint oligo primerler,
(Cizelge 3.2) UTR ve ORF baglanmasi i¢in adaptor olarak kullanildi. Ligasyon
reaksiyon karisgimi 1pl ligaz enzimi (Ampligase thermostable DNA ligase) (5U/ul)
(Epicentre, Madison, WI), 5ul tampon ¢ozelti, 25ul (~500ng) cDNA, 1ul 5'-UTR, 1ul
3’-UTR, 0,5ul 5'-splint oligo primeri (10uM), 0,5ul 3’-splint oligo primeri (10uM), 10ul
betaine ve 6ul dH20 olacak sekilde toplamda 50ul hazirlandi. Ligasyon kosullari: 95°C
10s denatiirasyon, 45°C 60s, 50°C 60s, 55°C 60s baglanma i¢in toplamda 5 dongii
olacak sekilde yapildi. Ligasyon sonucunda olusan iiriinler saflagtirilmadi.

UTR ile ligasyonu gerceklesen cDNA’lar template primerleriyle PCR ile
cogaltildi (Cizelge 3.2). PCR karisimi 0,2ul Phusion HF DNA polimeraz enzimi
(2U/ul), 4ul tampon, 0,5ul (~1ng) kalip olarak kullanilacak olan cDNA, 0,5ul template
primeri, 4ul betaine, 0,4ul dNTP, 0,6ul DMSO ve 9,3ul dH20 olacak sekilde 20ul
olacak sekilde hazirlandi. PCR kosullari: 98°C 30s baslangi¢ denatiirasyonu , 98°C 10s
denatiirasyon, 60°C 30s baglanma, 72°C 1 dk uzama ve 72°C 5 dk final uzamasi olacak
sekilde toplamda 35 dongiide PCR tamamlandi. UTR ligasyonunu kontrol etmek ve bu
riinleri elde etmek amaciyla PCR iiriinleri GelStar jel boyasi iceren %0,8 TBE
tamponuyla hazirlanmis agaroz jelde yiiriitildi. Ydriitme sonrasinda jel PrepOne
Sapphire blue light box goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Uygun boyutta olan DNA
jelden kesilerek alind1 ve GeneJET jel izolasyon kitiyle izole edildi. Elde edilen iiriiniin
niikleotid sekansin dogrulugunu test etmek amaciyla ligasyon ornekleri kiit uglu
klonlama vektoriine (pJET1.2/blunt), CloneJet PCR klonlama kitiyle (Thermo
Scientific, Waltham, MA), diretici firmanin 6nerdigi protokolle klonlandi. Plazmit
DNA’s1 kimyasal olarak kompetan hale getirilmis E. coli (Dh5a) bakterisine 1s1 sok
protokolii uygulanarak aktarildi. Bunun i¢in 5ul klonlama i¢in elde edilmis plazmit ile
300ul kompetan hiicre 1,5ml tiipiin igerisinde karistirildi. Bu karisim 30 dk boyunca
buzun igerisinde bekletildi ardindan 30s 42°C su banyosunda bekletildi. Bu islemlerin
ardindan karisim tekrardan 2 dakika buzda bekletildi. Karisimin tizerine 250ul SOC
ortami eklendi ve 1 saat 37°C 200rpm’de calkalamali inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyonun ardindan ampisilin iceren LB agarda bir gece boyunca 37°C inkiibatdrde
bekletildi. Bir sonraki giin her petri kabindan 10 bakteri kolonisi alindi ve ampisilin
iceren LB broth icerisine inokiile edildi ve 1 gece boyunca 37°C 200 rpm’de c¢alkalamali
inkiibatorde bekletildi. Plazmit DNA’s1t GeneJET plazmit mini prep kit (Thermo
Scientific, Waltham, MA) ile iiretici firmanin 6nerdigi protokolle izole edildi. Elde
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edilen iirlinlerin sekans1 Macrogen Company (Amsterdam, Netherland) sirketi araciligla
yapildu.

Sekans dogrulugu kontrol edilen plazmitleri linerize hale getirmek igin Sall
enzimiyle (Thermo Scientific, Waltham, MA) kesim yapildi. Kesim kosullar: 1pul
(~500ng) plazmit DNA, 1ul Sall enzimi, 2ul tampon ve 16ul dH20 olacak sekilde
toplamda 20ul hazirlandi. Hazirlanan bu karisim 6ncelikle 37°C’de 2 saat ardindan 80°C
20dk bekletildi. Linerize edilmis DNA’lara Poly(T) kuyrugu eklemek amaciyla; 100pul
KAPA HiFi hot start ready mix karisimi (Kapa Biosysytems, Wilmington, MA), 1ul
linerize edilmis plazmit DNA, 6ul kuyruk primerleri (Cizelge 3.2) ve 87ul dH20 olacak
sekilde 200ul hazirlandi. Hazirlanan karisim 8 PCR tiipine 25ul olacak sekilde
paylastirildi. PCR kosullart: 95°C 3dk baslangi¢ denatiirasyonu, 98°C 20s denatiirasyon,
60°C 15s baglanma, 72°C 1 dk uzama ve 72°C 3 dakika final uzamasi olacak sekilde,
Pdx1 ve Ngn3 i¢in 30 dongii, MafA icin 28 dongii yapildi. Her tiipten 2ul 6rnek EtBr
iceren %1,5 TBE agaroz jelinde kosturuldu ve UV tabanl jel goriintiileme sisteminde
goriintiilendi. Poly(T) kuyrugu eklenmis olan ornekler tek bir tiipte toplandi ve
GeneJET PCR purification kit (Thermo Scientific, Waltham, MA) ile iiretici firma
tarafindan onerilen protokol yardimiyla saflagtirild.

3.11. In vitro Transkripsiyon Reaksiyonu (IVT)

Oncelikle deney yapilacak olan ortam, pipetler ve kullanilacak olan diger
malzemeler RNaseZap (Ambion, AM9780) ile silinerek ortamdaki RNAase enzimleri
denatiire edildi. Pdx1, Ngn3 ve MafA modifiye mRNA’lar1, poly(T) kuyrugu eklenmis
ve saflagtirllmis PCR iriinleri kullanilarak mMessage mMachine T7 transktipsiyon
kitle, (Ambion, Austin, TX) {iretici firmanin 6nermis oldugu protokole uygun olarak
sentezlendi. IVT reaksiyon karisimi; 16ul (~1-2pg) poly(T) kuyrugu eklenmis PCR
trtindi, 4ul T7 enzimi, 4ul tampon ¢6zeltisi, 2,51l Anti Reverse Cap Analog (ARCA, 3'-
O-Me-m’G(5")ppp(5)G) (Trilink, San Diego, CA), 0,8ul GTP, 4ul ATP, 3pul 5-
metilsitozin (5-me-CTP) (Trilink, San Diego, CA), 3ul psodotiridin (pUTP) (Trilink,
San Diego, CA) ve 2,7ul dH20 olacak sekilde 40ul hazirlandi. Hazirlanan IVT karisimi
37°C 4 saat bekletildi. Reaksiyon sonucunda DNA’y1 ortamdan uzaklastirmak igin 2ul
Turbo DNase enzimi karisima eklendi ve 37 °C 15 dk bekletildi. IVT reaksiyon triinii
MEGAclear tranksripsiyon temizleme Kiti (Ambion, Austin, TX) ile iretici firmanin
onermis oldugu protokolle saflastirildi. Saflagtirilan IVT {iriinline 2pul Antartik Fosfataz
(NEB, Ipswich, MA) ve 10ul tampon ¢ozelti eklendi ve 37°C’de 1 saat bekletildi.
Reaksiyon iirlinii tekrardan MEGAclear transkripsiyon temizleme kiti ile tiretici
firmanin 6nermis oldugu protokolle saflagtirildi. Hazirlanan RNA’larin kalitatif ve
kantitatif analizleri NanoDrop spektrofotometresi (Thermo Scientific, Waltham, MA)
kullanilarak yapildi. Elde edilen RNA’larin son konsantrasyonu TE tampon ¢ozeltisiyle
100ng/ul olacak sekilde ayarlandi ve -80 °C’de saklanda.

3.12. Insan Hiicre Kiiltiirii
ATCC (Manassas, VA) firmasindan satin alinan insan deri fibroblast hiicreleri
(BJ fibroblast) kiiltiir islemine kadar sivi azotta (-196 °C) saklandi. Sivi azottan alinan

hiicreler 37°C sicakliktaki su banyosunda, tiipiin igerisinde kiiglik bir buz pargasi
kalacak sekilde eritildi. Tiip %70’lik etil alkol ile sterilize edildi ve steril kabine
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koyuldu. 2ml’lik serolojik pipet yardimiyla hiicreler tiipiin igerisinden alindi ve 15ml’lik
tiipiin icerisine aktarildi. 37°C ve %5 CO2’li ortamda 1sitilmus, yiiksek glukozlu DMEM
(Gibco, Waltham, MA), 10% FBS (Gibco, Waltham, MA), 1X L-glutamin (Gibco,
Waltham, MA), 1X NEAA (Gibco, Waltham, MA) ve 1X antibiyotik-antimikotik(anti-
anti) (Gibco, Waltham, MA) igeren besin ortamindan 2ml alind1 ve kii¢iik damlalar
halinde 15ml tiipiin icerisindeki hiicrelerin iizerine birakildi. Bu islem yapilirken tiip
yavasca calkalandi. Tiiplin igerisine son hacim 12ml olacak sekilde besin ortami
eklendi. 270g 37°C’de 5dk santrifiij yapildi. Siipernatant kismi atildi. Hiicre peleti 12ml
besin ortami igerisinde ¢oziildii ve onceden %0,2 jelatin kapli T-75 kiiltiir kabina
(Corning, Corning, NY) aktarildi. Hiicre yogunlugu %60-80 oluncaya kadar her giin,
10ml PBS ile yikandiktan sonra hiicrelerin besin ortami degistirildi.

Deneylerin yapilmasi amaciyla hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina pasajlandi.
Pasaj sirasinda T75 kiiltlir ortaminda bulunan hiicrelerin besin ortamlar1 pipet
yardimiyla alindi. 10ml PBS ile yikama islemi yapildi. 3ml Tripsin enzimi eklendi ve
5dk 37°C ve %5 CO2’li inkiibatérde (Thermo) bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin
kalktig1 gozlemlendiginde 10ml kiiltiir ortam1 eklendi ve hiicre karisimi serolojik pipet
yardimiyla 12ml tiipe kuyuldu. 5 dk 37°C 270g santriflij yapildi. Siipernatant atildi ve
hiicre peleti besin ortamiyla ¢ozdiiriildii. Her kuyusunda 3x10° hiicre olacak sekilde 6
kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning, Corning, NY) pasaj yapildi. Geri kalan hiicreler
alinarak tizerine esit hacimde 2X dondurma ortami eklendi ve 6ncelikle -80°C’de bir
gece bekletildi ardindan uzun siire saklamak amaciyla siv1 azota kaldirilda.

3.13. mRNA’larn Insan Hiicrelerine Transfeksiyonu

Transfeksiyondan 12 saat 6nce hiicrelerin besin ortami; 6nceden 37°C ve %5
CO2’li ortamda 1sitilmisg, yiiksek glukozlu DMEM (Gibco, Waltham, MA), 10% FBS
(Gibco, Waltham, MA), 1X L-glutamin (Gibco, Waltham, MA), 1X NEAA (Gibco,
Waltham, MA) ve 1:2400 oraninda B18R (Stemgent, Cambridge, MA) iceren
transfeksiyon besin ortamui ile degistirildi.

Transkefsiyon kiiltiir ortamimin degisiminden 12 saat sonra hiicrelere RNA
transfeksiyonu yapildi. Bu islem i¢in iki ayn tiipte karisimlar hazirlandi. Birinci tiipe
15ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) alindi, iizerine 35ul Opti-MEM
(Gibco, Waltham, MA) eklendi ve yavasca pipetaj yapildi. ikinci tiipe 30ul (3mg) alind:
ve lizerine 20ul Opti-MEM eklenerek pipetaj yapildi. Birinci tiip igerisindeki 50ul
karisim almarak ikinci tiip igerisindeki 50ul karisim iizerine eklendi ve hazirlanan bu
100ul karisgim yavasca pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 20dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 100ul olan karisim bir kuyucuga yavasca calkalanarak ekildi.
Islemin ardindan hiicreler tekrardan 37°C %5 CO; inkiibatére koyuldu ve 6 saat
inkiibasyona birakildi. 6 saat sonra transfeksiyon besin ortami degisimi yapildi.
Oncelikle hiicrenin iizerinde bulunan transfeksiyon besin ortami1 — RNA karisimi alind.
2ml PBS ile hiicreler yikandi. Hiicrelerin iizerine, onceden 37°C ve %5 CO2’li
inkiibatorde 1sitilmis transfeksiyon besin ortamindan eklendi. Transfeksiyondan 16 saat
sonra hiicreler mRNA izolasyonu, immiinositokimyasal boyama, protein izolasyonu i¢in
kullanildi.
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3.14. Immiinofloresan Boyama

Kiiltiirdeki hiicrelerin besin ortami pipet yardimiyla uzaklastirildi. Hiicreler 5dk
Iml PBS (Lonza, Basel, Switzerland) ile yikandi. Bu islem ii¢ kere tekrarlandi.
Hiicrelerin iizerine fiksatif olarak 1 ml %10 formalin (Sigma, St. Louis, MO) eklendi ve
15 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilarak fiksasyon islemi gerceklestirildi.
Hiicrelerin tizerinde bulunan formalin pipet yardimiyla uzaklastirildi. Hiicreler 5dk 1 ml
%0,1 PBS-Tween ¢ozeltisiyle yikandi. Bu islem {i¢ kere tekrarlandi. Hiicrelerin iizerine
PBS ile hazirlanmis 1ml %0,2 (v/v) Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO) ¢ozeltisi
eklendi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan
hiicreler 5dk 1ml %0,1 (v/v) Tween-20 (Sigma, St. Louis, MO) ile yikandi. Bu islem ii¢
kere tekrarlandi. Yikamanin ardindan hiicrelerin lizerine Iml %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi
eklendi ve oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakilarak bloklama islemi yapildi.
Bloklama islemin ardindan 1ml %0,1 (v/v) Tween-20 ile 5dk yikama yapildi. Bu islem
¢ kere tekrarlandi. Birincil antikorlar %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi i¢inde 1:200 oraninda
hazirlandi ve her bir kuyucuga 600ul eklendi. Gece boyunca +4°C sicaklikta
inkiibasyondan sonra hiicrelerin iizerinde bulunan birincil antikor uzaklastirildi ve
hiicreler 5dk 1ml %0,1 (v/v) Tween-20 ¢ozeltisiyle yikandi. Bu islem ¢ kere
tekrarlandi. Yikamanin ardindan hiicrelerin iizerine 600ul %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi
icinde 1:500 oraninda hazirlanmis ikincilantikorlar eklendi ve oda sicakliginda 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan ikincil antikor karisimi hiicrelerden
uzaklastirildi ve hiicreler 5dk 1ml %0,1 (v/v) Tween-20 ¢ozeltisiyle yikandi. Bu islem
ii¢ kere tekrarlandi. Yikamanin ardindan %1 (w/v) BSA c¢ozeltisi ile hazirlanmis 1:500
oraninda Hoechst (1:500) (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA) hiicrelere
eklendi ve oda sicakliginda 20dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan hiicre
tizerindeki ¢ozelti uzaklastirildi ve hiicrelerin iizerine PBS eklendi ve oda sicakliginda
5dk inkiibasyona birakildi. Bu islemin ardindan hiicre iizerinde bulunan PBS
uzaklastirildi ve yeni PBS eklenerek hiicreler mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan)
altinda goriintiilendi. (Kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin listesi Cizelge 3.4°de
gosterilmistir.)

3.15. Hiicre Canlilik Testi

BJ fibroblast hiicreleri her bir kuyucukta 1.5x10* hiicre olacak sekilde 180pul
besin ortaminda 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. RNA transfeksiyon protokolii
uygularak her bir kuyucukta 110ng RNA olacak sekilde transfeksiyon yapildi.

RNA transfeksiyonu i¢in iki ayri tlipte karisimlar hazirlandi. Birinci tiipe 0,5pl
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) alindi, iizerine 9,5ul Opti-MEM (Gibco,
Waltham, MA) eklendi ve pipetaj yapildi. Ikinci tiipe 1ul (100 ng) RNA alindi ve
iizerine 9ul Opti-MEM eklenerek pipetaj yapildi. Birinci tiip icerisindeki 10ul karigim
alinarak ikici Tip igerisindeki 10ul karisim iizerine eklendi ve hazirlanan bu 20ul
karisim pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 20dk inkiibasyonun ardindan 20ul olan karisim
bir kuyucuga yavasca calkalanarak ekildi. Her bir kuyucuga bir genin RNA’s1 (Pdx1,
Ngn3 ve MafA) transfekte edildi. Kontrol olarak bir kuyucuga hi¢c RNA kullanilmadan
transfeksiyon karisimindan verildi. islemin ardindan hiicreler tekrardan 37°C %5 CO;
inkiibatore koyuldu ve inkiibasyona birakildi.
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Transfeksiyondan 20, 44 ve 68 saat sonra CellTiter-Blue cell viability assay kit
(Promega, Madison, WI) karigimindan 40ul alinarak hiicrelerin iizerinde bulunan 200l
besin ortaminda eklendi ve 37°C ve %5 CO2’li inkiibatorde 4 saat beklendi.
Inkiibasyonun ardindan Multiskan Go microplate spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA) cihazinda 560 nm dalga boyunda absorbans degerleri
ol¢iildii.

3.16. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

Transfeksiyondan 16 saat sonra Purelink RNA mini kit (Invitrogen, Carslbad,
CA\) kullanarak iiretici firmanin dnerdigi protokolle total RNA izolasyonu yapildi. Izole
edilen RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop spektrofotometre
kullanilarak 6l¢iildii. Izole edilen RNA’lardan 2pg alinarak Maxima first strand cDNA
sentez kiti (Thermo Scientific, Waltham, MA) kullanirak, iiretici firmanin 6nerdigi
protokolle cDNA sentezlendi. cDNA &rnekleri kantitatif PCR yapilarak Light Cycler 96
system (Roche, Basel, Switzerland) cihazinda analiz edildi. gPCR karigimi: 10ul KAPA
SYBR FAST gPCR ana karisimi1 (KAPA Biosystems, Wilmington, MA), 0,4ul forward
ve reverse primerler (Cizelge 3.3), 1ul DNA (~20 ng) ve 8,2ul dH2O olacak sekilde
20pl hazirlandi. ki tekrar halinde yapilan qPCR kosullari: 95°C 3dk baslangic
denatiirasyonu, 95°C 10s denatiirasyon, 60°C for 30s baglanma ve uzama, olacak
sekilde 45 dongii olarak yapildi. Karsilastirmali dlgiim 2724¢ ile hesaplandi, Ins igin
Beta-aktin; Pdx1, Ngn3 ve MafA i¢in Gapdh ekspresyonuyla normalize edildi.

3.17. Western Blot

Transfeksiyondan 16 saat sonra BJ hiicrelerinden total protein izolasyonu
yapildi. Protein izolasyonu i¢in 10° hiicre tripsinize edildi ve santrifiij yardimiyla hiicre
peleti elde edildi. 5ul PIC (Thermo Scientific, Waltham, MA) i¢eren 0,5ml RIPA liziz
ve izolasyon tamponu (Thermo Scientific, Waltham, MA) hiicre peletinin {izerine
eklendi. Hiicreler 5 kere vortekslendi ve 2dk buz igerisinde bekletildi. Karisim 15000g,
4°C’de 10dk santrifiij yapildi. Siipernatant peletten alindi ve ¢alismada kullanildi.

%10’luk Resolving Jel hazirland1 ve cam yiizeye aktarildi. Cam ylizeyin tizeri
tasana kadar izopropanol eklendi. 45dk sonra jelin yiizeyindeki izopropanol dokiildi ve
hi¢ izopropanol kalmayacak sekilde kurutma kagidiyla kurutuldu. Stacking jel
hazirlandi ve polimerlesen %10’luk Resolving Jelin iizerine dokiildii ve hemen taraklar
takildi ve jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesmenin ardindan jel sistemi Running
tamponu ile doldurulmus olan tankin igerisinde dik bir sekilde konumlandirildi.

Jele yiiklenecek oOrnekler hazirlandi. Bunun ig¢in 20ul izole edilen protein
karigimindan, 5ul laemli ¢ozeltisi eklendi ve ornekler daha sonra kullanilmak {izere
-20°C’ye kaldirildi. Yiikleme 6ncesi 6rnekler 5dk 95°C’de sicak su banyosunda inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hazirlanan ornekler pipet yardimiyla kuyucuklara
yiiklendi. 80V 90dk yiiriitme islemi yapildi. Protein markirmin yeteri kadar acildigi
goriildiikten sonra yiiriitme islemi durduruldu.

Yiiritmenin ardindan bos bir kaba 1X Transfer tamponundan koyuldu. Bu
tamponun igersine alttan {iste sirasiyla; siinger, blotlama kagidi, protein yiiriitiilmiis jel,
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membran, blotlama kagidi ve siinger yerlestirilerek sandvi¢ aparati kapatildi. Aparat
tanka yerlestirildi ve bir gece boyunda 32V +4 °C’de yiiriitiildii. Yiriitmenin ardindan
membran transfer tamponundan alindi ve 3 kere 5dk TBS-T soliisyonunda yikama
yapildi. Daha sonra memran I-block soliisyonunda 60dk bekletildi. Daha once
hazirlanan birincil antikor membran iizerine eklendi ve 25°C’de 4 saat inkiibasyona
birakildi. TBS-T soliisyonunda 5dk yikama yapildi. Bu islem ii¢ kere tekrarlandi.
Membran daha Onceden hazirlanmis ikincil antikor ¢6zeltisinde 60dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonun ardindan 3 kere 5dk TBS-T soliisyonunda yikama yapildi.
Hazirlanan kemiluminesans ¢6zeltisi membran tizerine eklendi ve 5dk karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. Mebran Syngene Genegenome cihazinda goriintiilendi.

3.18. Hiicre Farkhlastirma Deneyi

Insan BJ hiicreleri (ATCC HB-8065) her bir kuyucukta 5x10* hiicre olacak
sekilde 500ul besin ortaminda 24 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. RNA transfeksiyon
protokolii uygularak; her bir kuyucukta 275ng Pdx1, 275ng Ngn3, 275ng MafA RNA’s1
olacak sekilde toplamda 825ng RNA transfeksiyonu yapildi.

Transfeksiyondan 12 saat Once hiicrelerin besin ortami; 37°C ve %5 CO2’li
ortamda 1sitilmig Pluriton Reprogramming Medium (Stemgent, 01-0015), 2500X
Pluriton Supplement (Stemgent, 01-0016), 1:2400 oraninda BI8R (Stemgent,
Cambridge, MA) igeren programlama ortami ile degistirildi. Bu islem i¢in hiicrelerin
tizerindeki besin ortamu pipet yardimiyla ¢ekildi ve her bir kuyucuga 1ml PBS eklendi.
PBS alind1 ve her bir kuyucuga 450pul transfeksiyon besin ortami eklendi.

RNA transfeksiyonu icin iki ayri tiipte karisimlar hazirlandi. Birinci tiipe
4,125ul Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) alindi, {izerine 20,875ul Opti-
MEM (Gibco, Waltham, MA) eklendi ve pipetaj yapild:. Ikinci tiipe 8,25ul (825ng)
RNA karisimi alindi ve tizerine 16,75ul Opti-MEM eklenerek pipetaj yapildi. Birinci
tip igerisindeki 25ul karigim alinarak ikici Tip igerisindeki 25ul karigim {izerine
eklendi ve hazirlanan bu 50ul karisim pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 20dk
inkiibasyonun ardindan 50pl olan karigim bir kuyucuga yavase¢a calkalanarak ekildi. Her
bir kuyucuga ti¢ genin RNA karisimi (Pdx1, Ngn3 ve MafA) transfekte edildi. Kontrol
olarak bir kuyucuga hi¢ RNA kullanilmadan transfeksiyon karisimindan verildi. islemin
ardindan hiicreler tekrardan 37°C %5 CO: inkiibatore koyuldu ve inkiibasyona birakildi.
Transfeksiyondan 6 saat sonra hiicrelerin programlama ortami degistirildi. Bu islem
icin; Oonceden verilen programlama ortami pipet yardimiyla alindi. Hiicrelerin {izerine
1ml PBS eklendi ve pipet yardimiyla PBS alindi. Hiicrelerin iizerine taze programlama
ortami eklendi. Transfeksiyon islemi on giin boyunca her giin tekrarlandi. Son
transfeksiyondan 16 saat sonra hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. Pdx1, Ngn3 ve MafA Cift Zincirli Kalip DNA’larinin Uretilmesi

Insan Pdx1, Ngn3 ve MafA cDNA o&rneklerinin her birinin Ac¢ik Okuma
Cercevesi (Open Reading Frame: ORF) PCR yontemiyle ¢ogaltildi. PCR f{iriinleri 0.8%
TBE GelStar jel boyasi igeren agaroroz jel igerisinde yiiriitiildii ve goriintiilendi (Sekil
4.1). Uygun biiyiikliikkte olan DNA’lar1 i¢eren bantlar jelden kesilip alindi ve DNA’lar
jelden izole edildi.

M

1000 bp
750 bp

500 bp

Sekil 4. 1. Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF’lerinin PCR sonrasi agaroz jel goriintiisii

Pdx1, Ngn3 and MafA ORF’lerinin 5’ ve 3' transkribe olmayan bolgeler
(Untranslated Regions: UTR) ile ligasyonu yapildi. Splint oligo primerler, UTR ve
ORF’lerin baglanmas1 i¢in adaptor olarak kullanildi. Ligasyon sonucunda olusan
rtinler saflagtirlmadi. UTR ile ligasyonu gerg¢eklesen cDNA’lar template primerler
kullanarak PCR’da ¢ogaltildi. UTR ligasyonunu kontrol etmek ve bu iriinleri elde
etmek amaciyla PCR fdirlinleri GelStar jel boyasi igeren %0,8 TBE tamponuyla
hazirlanmis agaroz jelde yiiriitiildii. Kosturma sonrasinda jel PrepOne Sapphire blue
light box goriintiileme cihazinda goriintiilendi (Sekil 4.2). Uygun boyutta olan DNA’lar
(okla gosterilen bantlar) jelden kesilerek alind1 ve GeneJET jel izolasyon kitiyle izole
edildi.
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Sekil 4. 2. Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF’lerin 5’ ve 3’ UTR’ler ile ligasyonu sonrasi
agaroz jel goriintiisii

DNA’lara PCR yardimiyla Poly(T) kuyrugu eklendikten sonra; Poly(T) eklenen
ve eklenmeyen DNA ornekleri EtBr igeren %1,5’luk TBE agaroz jelinde kosturuldu ve
UV tabanli jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi (Sekil 4.3).

Q&Q‘ \‘% 0&

) = @“’ T

1000 bp
750 bp

500 bp

Sekil 4. 3. UTR eklenmis Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF’lerinin PCR sonrasi jel gériintiisii
ve PCR ile Poly(T) kuyrugu eklendikten sonra agaroz jel gortintiisii.

4.2. Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larimn In vitro Transkripsiyonun Gosterilmesi

Pdx1, Ngn3 ve MafA modifiye mRNA’lari, poly(T) kuyrugu eklenmis ve
saflastirilmis PCR f{iriinleri kullanilarak mMessage mMachine T7 transktipsiyon Kkitle,
(Ambion, Austin, TX) fretici firmanin Onermis oldugu protokolle sentezlendi.
Hazirlanan RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop spektrofotometresi
kullanilarak yapild: (Sekil 4.4). Ornekler agaroz jelde yiiriitiilerek uygun bant boyutu
gosterildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 4. In vitro transcribe edilen Pdx1, Ngn3, MafA ve GFP RNA’larinin
spektrofotometre ile OD degerinin 6¢iilmesi.
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Sekil 4. 5. In vitro transkribe edilen Pdx1, Ngn3, MafA ve GFP RNA’larinin denatiire
agaroz jel goriintiisii.

4.3. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larnmn Insan BJ Fibroblast
Hiicrelerinde Transfeksiyonun Gosterilmesi

Transfeksiyondan 16 saat sonra total RNA izolasyonu yapildi. izole edilen
RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop spektrofotometre kullanilarak
olciildii. Izole edilen RNA’lardan cDNA sentezlendi. cDNA o6rnekleri kantitatif PCR
yapilarak Light Cycler 96 system (Roche, Basel, Switzerland) cihazinda analiz edildi.
Karsilastirmali 6lgiim 2724t ile hesaplandi ve Gapdh ekspresyonuyla normalize edildi
(Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. a) In vitro transkribe edilen Pdx1, Ngn3 ve MafA RNA’larinin insan
fibroblast hiicrelerinde ekpresyonu. /n vitro transkribe edilen Pdx1, Ngn3
ve MafA RNA’larinin Gapdh ekpresyonuna gore normalize edilmis qPCR
sonuclar1 (Hata ¢izgisi standart sapmayr gostermektedir; n=3.)
b) gPCR sonuglarmin jel goriintiisii.

4.4. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larimin insan Hiicrelerinde In vivo
Translasyonu ve Dogru Lokalizasyonunun Gosterilmesi

. Transfeksiyondan 16 saat sonra hiicrelerden total protein izolasyonu yapildi.
Izolasyonun ardindan proteinler jele yiiklenerek Western Blotlama islemi yapildi.

Goriintiileme cihazinda proteinler goriintiilendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. Insan hiicrelerindeki PDX1, NGN3 ve MAFA proteinlerinin Western
Blot goriintiileri.
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Kiltiir ortaminda BJ hiicrelerine farkli sentetik mRNA’larin transfeksiyonu
yapildi. Transfeksiyondan 16 saat sonra hiicrelere immiinositokimyasal boyama yapildi
(Sekil 4.8). Her bir kiiltiire ait 10 farkli noktadan mikroskop goriintiisii alindi. Bu deney
bagimsiz olarak 2 kere tekrarlandi. Her deneyde elde edilen fotograflardaki DAPI
pozitif ve transkripsiyon faktorii pozitif hiicreler sayildi. DAPI pozitif hiicrelerde
transkripsiyon faktorii pozitif olan hiicrelerin yiizdesi hesaplanarak grafik ¢izildi (Sekil
4.9).

Pdx1 Ngn3 MafA

Alexa Fluor 488

DAPI

Sekil 4. 8. Insan hiicrelerindeki PDX1, NGN3 ve MAFA proteinlerinin immiinofloresan
goriintiileri. (Bar 100pum’dir.)

Pdx1 Ngn3 MafA
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- N W p
S O OO

DAPI pozitif hiicrelerdeki pankreatik
TF pozitif hiicrelerin yiizdesi
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Sekil 4. 9. In vitro transkribe edilen Pdx1, Ngn3 ve MafA RNA’larmin insan fibroblast
hiicrelerinde transfeksiyon ve translasyon verimleri. (Hata ¢izgisi standart
sapmay1 gostermektedir; n=2.)
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4.5. Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larinin Insan Hiicrelerine Transfeksiyonundan
Sonra Hiicrelerin Canhliklarimin incelenmesi

BJ hiicreleri her bir kuyucukta 1.5x10% hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir
kabina ekildi. RNA transfeksiyon protokolii uygulayarak her bir kuyucukta 110 ng
RNA olacak sekilde transfeksiyon yapildi. Her bir kuyucuga bir genin RNA’s1 (Pdx1,
Ngn3 ve MafA) transfekte edildi. Kontrol olarak bir kuyucuga RNA icermeyen
transfeksiyon karisimindan verildi. islemin ardindan hiicreler tekrardan 37 °C %5 CO;
inkiibatore koyuldu ve inkiibasyona birakildi. Transfeksiyondan 20, 44 ve 68 saat sonra
CellTiter-Blue cell viability assay kit (Promega, Madison, WI) karigimindan 20 pl
alinarak hiicrelerin tizerinde bulunan 200 pl besin ortamina eklendi ve 37 °C ve %5
CO2’li inkiibatérde 4 saat beklendi. Inkiibasyonun ardindan Multiskan Go microplate
spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA) cihazinda 560 nm dalga boyunda
absorbans degerleri 6lciildii. Deney bagimsiz olarak 3 kere tekrarlandi. Ug deneyin
ortalamasi alinarak standart sapma hesaplandi ve grafik ¢izildi (Sekil 4.10).
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'c',: L4 [ | Kontrol
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G Ngn3 RNA
£ 0,50 N\ MafA RNA
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24 saat 48 saat 72 saat
Sekil 4. 10. In vitro transkribe edilen Pdx1, Ngn3 ve MafA RNA’larmin

transfeksiyonundan sonra insan hiicrelerinin canlilik testi. (Hata ¢izgisi
standart sapmay1 gostermektedir; n=3.)
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5. TARTISMA

Bir¢ok hiicrede ana transkripsiyon faktorlerinin ekpresyonu, hiicre
programlanmasi igin gereklidir (Fomina-Yadlin vd 2010, Kubicek vd 2012, Pennarossa
vd 2013, Xie vd 2013, Yi vd 2013). Ozellikle beta hiicresi programlanmasinda ana
transkripsiyon faktorleri kullanilarak basarili ¢aligmalar yapilmistir. Bu caligmalarda,
Pdx1, Ngn3 ve MafA kombinasyonunun pankreas ve beta hiicresi gelisimi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir (Akinci vd 2012, Banga vd 2012, Yang vd 2013, Thulé vd 2014,
Chen vd 2014, Luo vd 2014, Li vd 2014, Cavelti-Weder vd 2016, Lee vd 2016, Lima vd
2016, Wang vd 2017, Hill vd 2017, Matsuoka vd 2017, Cavelti-Weder vd 2017).Bu
nedenle bu tez ¢alismasinda; 6nemli pankreatik transkripsiyon faktorlerinin genleri olan
Pdx1, Ngn3 ve MafA secilmis, bu genlerin sentetik mRNA’lar1 dizayn edilmis, in vitro
iiretilmis ve insan hiicrelerindeki etkisi gosterilmistir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, genlerin hiicreye tasinmasi sirasinda kullanilan
yontemler, bazi sorunlar1 ortaya cikarmistir. Vektorlerin diisiik transgen ekspresyonu,
diisiik transdiksiiyon verimi, konak¢1 genomuna rastgele entegre olmalar1 ve transgenin
daha sonra hiicre tarafindan susturulmasi gibi sorunlar bu vektorlerin gen aktarimi
calismalarindaki kullanimlarini kisitlamistir (Saha vd 2009). Yiiksek ekspresyon verimi
olan lentiviral ve retroviral vektorler genoma entegre oldugundan dolayr tiimor
olusturma riskleri vardir. Adenoviral vektorler genoma entegre olmazlar fakat
retroviriislere gore ekspresyon verimleri diisiiktiir. Bu nedenle tedavi amaciyla yapilan
hiicresel programlama deneylerinde genoma entegre olmayan vektorler kullanilmalidir.
Bunlar; epizomal vektorler, rekombinant sinyal molekiilleri, Sendai RNA virisii,
miRNA’lar ve sentetik RNA’lardir (Kobbas vd 2016). Yapmis oldugumuz calismada,
yiiksek transfeksiyon verimi olan, genoma entegre olmayan ve hiicrelerde toksik etki
gostermeyen Onemli insan pankreatik transkripsiyon faktorleri: Pdx1, Ngn3 ve MafA
genlerinin sentetik mRNA’lar1 dizayn edilmis ve tiretilmistir.

Daha once yapilan ¢aligmalarda fare Pdx1, Ngn3 ve MafA sentetik mRNAlar1
dizayn edilmis ve iiretilen bu RNA’lar ile pankreatik AR42J ekzokrin hiicreleriden beta
hiicre benzeri hiicreler programlanmaistir. Dizayn edilen bu mRNA’larda; translasyonun
gerceklesmesi i¢in gii¢lii bir KOZAK dizisi igeren 5° UTR, alfa globin 3> UTR, ORF
dizileri ve poly(A) kuyrugu igin gerekli olan oligo(dT) dizisi igermektedir (Kobbas vd
2016). Bu tez ¢alismasinda diger ¢alismalardan farkli olarak insan Pdx1, Ngn3 ve MafA
genlerinin sentetik RNA’lar1 dizayn edilmis ve sentezlenmistir.. Oncelikle ¢ift zincirli
DNA tasarlanmis ardindan bu DNA’dan in vitro olarak sentetik RNA transkribe
edilmistir. PCR sonuglar1i ORF ve UTR ligasyonunun spesifik olmayan diiriinler
verdigini de goOstermistir (Sekil 4.2). Bu durum PCR i¢in smirli sayida primer
tasarlanabilme olanagindan kaynaklanmaktadir. Spesifik olmayan iiriinlerden kurtulmak
icin uygun boyuttaki DNA fragmentleri jelden izole edilmis ve saflastirilmistir.
Saflastirilan bu DNA’larin ilgili genlere ait olup olmadigi DNA sekanslama sonucunda
belirlenmistir. Calismada yiiksek dogrulukta PCR reaksiyonu gerceklestiren DNA
polimerazlar tercih edilmis ve ¢alisma en az baz hatasiyla tamamlanmistir. Dizayn
edilen DNA ve tiiretilen RNA’larin kalitesini karsilagtirmak amaciyla; Derrick Rossi
tarafindan tretilmis (Addgene plasmid #26820) pcDNA3.3 NDG plazmitinden IVT
reaksiyonuyla GFP RNA’s1 tiretilmistir (Warren vd 2010). Elde edilen GFP RNA’s1 ile
ilgili RNA’larin kalitesi NanoDrop Spektrofotometresi (Sekil 4.4) ve denature agaroz
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jelde (Sekil 4.5) karsilastirilmistir. Sonug olarak yiiksek verimde ve dogrulukta RNA
retildigi gosterilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5).

Okaryotik mRNA’larda 5'ugta m’G(7-metil-guanozin) modifikasyonu vardir. 5
guanin cap; metillenmis Guaninin ilk transkribe olan niikleotide 5'-5'-trifosfat
araciligryla baglanmasiyla olusur (Wei vd 1975). mRNA’nin hiicre igerisindeki yari
omriinii uzatmak ve verimli bir translasyon i¢in IVT mRNA’da 5’ guanin cap ¢ok
onemlidir (Yisraeli vd 1989). Sitozolde bulunan mRNA’larin 5'-3” ekzoniikleazlar
tarafindan taninmamasini, dolayisiyla da yikilmasini engeller ve translasyonun
baglamasi icin gorev alir. Ayn1 zamanda niikleusta bulunan pre-mRNA’nin dogru bir
sekilde alternatif kesip ekleme islemi yapmasina yardimei olur ve olgun mRNA’nin
niikleustan stoplazmaya gegmesine yardimci olur (Ramanathan vd 2016, Topisirovic vd
2011). 5’ guanin cap olmayan RNA’lar hiicrede RIG-I sinyalini tetikler ve hiicrede stres
yaratir (Pichlmair vd 2006). Yapmis oldugumuz calismada in vitro iiretilen sentetik
mRNA’larin hiicre igerisindeki degredasyonunu 6nlemek, hiicrelerdeki sitotoksik etkiyi
azaltmak ve dogru translasyon saglamak amaciyla 3'-0-Me-m’G(5")ppp(5')G ARCA cap
analogu kullanilmistir. Deneysel hata sonucu reaksiyon ortaminda analog baglanmamais
mRNA miktarin1 azaltmak i¢in IVT mRNA’lara antartik fosfataz uygulanarak 5’ ucta
bulunan serbest fosfatlar uzaklastirilmistir. Bu modifiye bazlar ile yiiksek kalitede RNA
sentezlenmis (Sekil 4.4, Sekil 4.5) ve hiicrelere transfeksiyonda herhangi bir sitotoksik
etki goriilmemistir (Sekil 4.10).

Okaryotik mRNA’larda bulunan bazlar bazi modifikasyona ugrarlar. Bu
modifikasyonlarin yoklugu hiicrede RIG-I ve PKR sinyallerini arttirdig1 i¢in hiicredeki
sitotoksik etki artmaktadir. Bu nedenle bu modifikasyonlarin gerceklesmesi hiicrenin
yasayabilirdigi i¢in onemlidir (Karik6 vd 2007, Uzri vd 2009). Yapmis oldugumuz
calismada PNM IVT RNA’larinin hiicre igerisindeki toksik etkisini azaltmak igin
modifiye bazlar kullanildi. Sitozin yerine 5-metilsitozin (5mC), urasil yerine
psddourasil kullanilarak IVT reaksiyonu gerceklestirildi. Sonu¢ olarak hiicrede
sitotoksik etki goriilmemistir (Sekil 4.10).

B18R proteini, hiicrenin dogal bagisiklik sistemini baskilar. Boylelikle hiicrenin
RNA viriislerine ve yabanci RNA molekiiliine gosterdigi immiin yanit azaltilir ve
hiicredeki sitotoksik etki fark edilemeyecek kadar azalir (Fritz-Frenh vd 2014). Yapmis
oldugumuz c¢alismada, hiicrelerdeki sitotoksik etkinin azalmasi i¢cin IVT mRNA’larin
sentezlenmesi sirasinda 5’ cap ve modifiye bazlar kullanilmistir. Ancak iretilen IVT
mRNA’larin hiicrerele transfeksiyonu sirasinda yine de sitotoksik etkiler gdzlenmistir.
Transfeksiyondan 12 saat Once hiicre kiiltiir ortamina B18R rekombinant proteini
eklendiginde sitototoksik etkinin ortadan kalktig1 ve transfeksiyondan 3 giin sonra bile
hiicrelerde her hangi bir sitotoksik etki gozlenmedigi deneysel olarak gosterilmistir
(Sekil 4.10).

Dizayn edilen mRNA’larin UTR boélgeleriyle hiicre icerisinde dogal olarak
bulunan Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’sinda bulunan UTR dizileri bir birinden farklidir.
Yapmis oldugumuz c¢alismada elde edilen qPCR verileri, hazirlanan Pdx1, Ngn3 ve
MafA IVT mRNA’laryla insan BJ hiicresinin yiiksek oranda transfekte edildigini
gostermistir (Sekil 4.9). Bu islem sirasinda sadece hiicre disindan transfekte edilen
RNA’lar1 tespit etmek amaciyla primerler (Cizelge 3.3) ORF ve UTR bolgelerinden

30



TARTISMA Mehmet YILDIZ

secilmistir. Ilgili ii¢ gen icin de sonuglar gdsterilmistir (Sekil 4.6). Proteinlerin
translasyonu ve dogru lokalizasyonu WB ve IF ile gosterilmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8).

PDX1 proteininin ~ 40 kD oldugu Western Blot deneylerinde anti-Pdx1 antikoru
(Abcam, ab134150) ile gosterilmis ve elde edilen sonuglar iiretici firmanin gosterdigi
sonuglarla tutarli oldugu goriilmistiir. NGN3 proteininin ~ 30 kD oldugu anti-Ngn3
antikoru (Abcam, ab38548) ile gosterilmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen NGN3
protein boyutunun Pinney (2011) tarafindan ayni antikor kullanilarak yapilan ¢alismada
elde edilen sonugla tutarli oldugu gosterilmistir (Pinney vd 2011). MAFA proteininin
~48 KDa oldugu anti-MafA antikoru (Abcam, ab26405) ile gosterilmistir. Yapilan
calismada elde edilen MAFA protein boyutunun Kondo (2009) tarafindan ayni antikor
kullanilarak yapilan ¢alismadan elde edilen sonugla (Sekil 4.7) tutarli oldugu
gosterilmistir (Kondo vd 2009).

Transkripsiyon faktorleri hedef RNA’larin sentezlenmesi i¢in gerekli olan cis-
diizenleyici elementlerdir. Okaryotik hiicrelerde bu islemin yapilabilmesi icin niikleusa
taginirlar ve  DNA’ya baglanma domainleri bulundurmalar1 sebebiyle 6zel DNA
dizilerine baglanarak goérev yaparlar (Todeschini vd 2014). Daha 6nceki ¢aligmalarda
yapilan immiinofloresan boyamalarda PNM transkripsiyon faktorlerinin hiicrenin
niikleusunda lokalize oldugu gosterilmistir (Akinci vd 2012, Banga vd 2012, Yang vd
2013). Yaptigimiz bu ¢alismada immiinofloresan boyama ile PDX1, NGN3 ve MAFA
proteinlerinin hiicrenin niikleusunda lokalize oldugu gosterilmistir. Ayni kiiltiir
hiicrelerine ikinci bir Hoechst boyamasi yapilarak proteinlerin nukleusta konumlandigi
kesinlestirilmistir (Sekil 4.8).

mRNA’larin hiicre igerisindeki stabilizasyonu ve degredasyon siiresi, liretilecek
olan protein miktarin1 dogrudan etkiler. Hiicresel farklilagsma ve hiicre programlamasi
icin hiicre igerisinde olusan proteinin miktar1 ve olusma zamani olduk¢a 6nemlidir.
Dogal bir hiicresel farklilasmayi gergeklestirmek amaciyla hiicre igerisindeki protein
miktar1 ve o proteinin hiicre icerisinde bulunma zamanlarini taklit etmek gerekir. Ayn
proteinin bir hiicrede az sentezlenmesi gerekirken baska bir hiicrede fazla sentezlenmesi
gerekebilir. Bir hiicre i¢in gereken mRNA stokiyometrisi baska bir hiicre i¢in farkl
olabilmektedir. Bu nedenle hiicre igerisindeki mRNA stokiyometrisi olduk¢a dnemlidir
(White vd 2008, Schwitzgebel vd 2000, Arda vd 2013). Yapmis oldugumuz bu
calismada iiretilen Pdx1, Ngn3 ve MafA RNA’lar1 hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
transfekte edilebilmektedir. Hatta bu mRNA’lar istenilen kombinasyon ve
stokiyometride hazirlanarak hiicrelerde farklilastirma c¢alismalar1 denenebilir ve
fonksiyonel genomik ¢alismalarinda kullanilabilir. Boylelikle hiicrelerin beta hiicresine
programlanmasi i¢in gerekli olan dozaj stokiyometrisi bulunabilecektir.

Sentetik mRNA’larla hiicresel programlamanin olumsuz yonleri de vardir.
Sentetik mRNA’larin  periyodik olarak hiicreye transfeksiyonu hiicrelerdeki
kontaminasyon riskini arttirmakta aym1 zamanda disaridan verilen mRNA hiicrede
sitotoksik etkiler yaratabilmektedir. Bunlara ragmen, sentetik mRNA’larda dozaj
ayarlamasi yapilabildiginden dolayr hiicrede en az sitotoksik etki yaratacak Kkritik
mRNA konsantrasyonu bulunabilir (Warren vd 2010). Yapilan ¢alismada hiicrelere
transfekte edilen RNA miktar1 iiclincli glinlin sonunda bile her hangi bir toksik etki
yaratmamis (Sekil 4.10) ve hiicrelerin biiylik bir kism1 basarili sekilde transfekte olmus
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(Sekil 4.9) ve sentetik mRNA’nin in vivo translasyonu sonucu yiiksek miktarda protein
uretilmistir (Sekil 4.7).

Hiicrelerin dogal farklilasma siirecinde, hiicredeki proteinlerin miktar,
ekspresyon zamani ve stokiyometrisi olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle, hiicre
programlamasi sirasinda gerekli olan protein miktar1 ve stokiyometrisi hiicreden
hiicreye farklilik gostermektedir (White vd 2008, Schwitzgebel vd 2000, Arda vd 2013).
Yapmis oldugumuz ¢alismada; Insan BJ hiicrelerine esit miktarda Pdx1, Ngn3 ve MafA
RNA’s1 transfekte edilmis ve Ins ekpresyonuna bakilmis, sonug olarak hiicrelerde Ins
ekpresyonu gozlenmemistir. Bu tez ¢alismasinda iiretilmis olan IVT RNA’lar hiicrelere
farkli stokiyometrilerde transfekte edilerek farklilagtirma deneyleri yapilabilir.

Daha oOnce yapilan calismalarda; Pdx1, Ngn3 ve MafA kombinasyonunun
pankreas ve beta hiicresi gelisimi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismalarda
gelisim evresi beta hiicresine yakin olan hiicreler kullanilmis ve farklilastirma deneyleri
sonrasinda Ins ekpresyonu saglandigi gosterilmistir (Akinci vd 2012, Banga vd 2012,
Yang vd 2013, Thulé vd 2014, Chen vd 2014, Luo vd 2014, Li vd 2014, Lee vd 2016,
Lima vd 2016, Wang vd 2017, Hill vd 2017, Matsuoka vd 2017, Cavelti-Weder vd
2017). Yapmis oldugumuz tez calismasinda, farklilastirma deneylerinde insan BJ
hiicreleri kullanilmig ve bu hiicrelerde Ins ekpresyonu gozlenmemistir. Daha sonra
yapilacak olan ¢aligmalarda, bu tez calismasinda iiretilmis olan IVT RNA’lar
kullanilarak, gelisim evresi beta hiicresine yakin hiicrelerde farklilastirma deneyleri
yapilabilir boylelikle Ins ekspresyonu saglanabilir.

Sonug olarak, bu tez calismasinda Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF’leri fare beta
globin 3’-UTR ve T7 promotdrii yaninda gii¢lii bir KOZAK sekansi igeren 5'-UTR ile
birlestirilerck rekombinant DNA kaliplar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bu rekombinant
DNA’lardan kalitatif ve kantitatif olarak yiiksek verimde in vitro transkripsiyon
gerceklestirilmis ve sentetik RNA’lar elde edilmistir. Elde edilen RNA’lar insan
hiicrelerine yliksek oranda transfekte edilmis ve hiicrelerde toksik etki yaratmamuistir.
Transkribe edilen RNA’larin ayrica dogru bir sekilde translasyona ugradigi ve hiicrede
dogru yere lokalize oldugu gosterilmistir. Bu calismada, beta hiicresi
programlanmasinda giivenle kullanilabilecek, pankreatik gelisim igin gerekli olan
onemli transkripsiyon faktorlerinin sentetik mRNA’larinin dizayni, in vitro iretimi ve
hiicredeki ekspresyonu gosterilmistir.
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6.SONUC
6.1. Pdx1, Ngn3 ve MafA Cift Zincirli Kalip DNA’nin Tasarimi

Uzun siireli stabilite ve dogru bir translasyon ig¢in in vitro transkripsiyonda
genlerin modifiye edilmis UTR bolgeleriyle ligasyonu yapilmalidir. Bu nedenden dolay1
deneyde UTR bolgelerinin ilgili genlerin ¢ift zincirli DNA’lar1 ile ligasyonunun dogru
bir sekilde yapilmasi 6nemlidir. Baslangi¢ olarak Pdx1, Ngn3 ve MafA ORF bolgeleri
PCR yardimiyla ¢ogaltilmis ve agaroz jelde gosterilmistir. Jele UV 15181 altinda
bakilmig ve Pdx1 849 bp, Ngn3 643 bp ve MafA 1059 bp olarak istenilen uzunlukta
gosterilmistir (Sekil 4.1). 5" UTR (87 bp) ve 3' UTR (119 bp), ligasyonu yapilan iiriinler
PCR ile ¢ogaltilmig ve agaroz jelde gosterilmistir. Jele UV 15181 altinda bakilmis ve
Pdx1 1055 bg¢, Ngn3 849 bg ve MafA 1265 bg olarak istenilen uzunlukta gosterilmistir
(Sekil 4.2). Ligasyon iiriiniinlerine PCR yardimiyla Poly(T) Kuyrugu (T120) eklenmis ve
ornekler agaroz jelde kosturulmustur. Jelin goriintiilenmesi UV 15181 altinda yapilmis ve
120 bp Poly(T) kuyrugunun ligasyonla eklendigi gosterilmistir (Sekil 4.3). UTR
ligasyonu yapilmis ORF’ler sekanslama i¢in Macrogen sirketine gonderilmistir.
Sekanslama sonucu her bir genin klonlamasi ve PCR’min yiiksek oranda dogru olarak
yapildigimi gostermistir (Pdx1 i¢in % 99.7 ,Ngn3 i¢in %99.8 ve MafA igin %99.9).
Sonuglar NCBI verileriyle karsilagtirildiginda Pdx1’da aminoasit degisimine neden
olmayan iki niikleotid degisimi gézlenmis, Ngn3’de F199S amino asit degisimine neden
olan bir niikleotid degisimi gbzlenmis ve son olarak MafA’da aminoasit degisimine
neden olmayan bir niikleotid degisimi gdzlenmistir.

6.2. Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larinin in vitro Transkripsiyonu (1VT)

In vitro transkribe edilen RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizinin yapilmasi
icin NanoDrop Spektrofotometresinde OD (Optik Dansite) degerleri olglilmiistiir.
Sentezlenen biitin RNA orneklerinde OD degerleri beklenen araliktadir. RNA
orneklerinin safliklar1 igin A260/280 > 1,8 ve A260/230 ~ 2 (Sekil 4.4) oranlar
bulunmustur. Bu sonug; saflik derecesi yiiksek RNA iiretildigini gOstermistir.
Sentezlenen RNA’larin boyutlar1 denature edilmis agaroz jele yiiklenerek gosterilmistir.
Sonuglar, sentezlenen RNA’larin beklenen boyutta oldugunu; Pdx1 ig¢in 1175 bp, Ngn3
icin 969 bp ve MafA igin 1385 bp boyutunda oldugunu gostermistir (Sekil 4.5).

6.3. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larmmin Insan Hiicrelerinde
Ekpsresyonu

In vitro transktribe edilen RNA’larm hiicre igerisindeki ekspresyon seviyeleri
transfeksiyondan 16 saat sonra gosterilmistir. qPCR sonuglari transfekte edilen Pdx1,
Ngn3 ve MafA RNA’larin1 gostermektedir. gPCR Sonuglar1 ve agaroz jel goriintiileri
(Sekil 4.6) in vitro transkribe edilen RNA’larin transfeksiyondan 16 saat sonra insan
hiicrelerinde yiiksek sekilde eksprese oldugunu gostermistir.
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6.4. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larimiin Insan Hiicrelerinde
Translasyonu ve Dogru Lokalizasyonu

In vitro sentezlenen RNA’larin insan BJ hiicrelerinde dogru translasyon
oldugunu gostermek amaciyla Western Blot (WB) deneyi yapilmistir. WB sonuglari
IVT RNA’larin dogru bir sekilde proteine doniistiigiinii géstermistir (Sekil 4.7). Ayrica
IVT RNA’lardan translasyona ugramis proteinlerin (PDX1, NGN3 ve MAFA) hiicre
icersinde dogru yerde lokalize oldugu immiinofloresan (IF) deneyleriyle gosterilmistir.
IF gorintiileri her {i¢ proteinin de diger transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi
niikleusta lokalize oldugunu gostermistir  (Sekil 4.8). IVT RNA’larinin
transfeksiyonundan 16 saat sonra, ilgili RNA’larin insan hiicrelerinde proteine doniisme
oranlari: Pdx1 igin % 90,6 + 2,1 , Ngn3 i¢in % 85,4 + 0,2 ve MafA i¢in % 83,9 + 3,3
oldugu gosterilmistir (Sekil 4.9).

6.5. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larimiin Insan Hiicrelerine
Transfeksiyonundan Sonra Hiicrelerin Canhliklarinin incelenmesi

Hiicre canlilik deneyleri, in vitro transkribe edilmis Pdx1, Ngn3 ve MafA
RNA’larinin insan hiicrelerine transfeksiyonundan {i¢ giin sonra dahi toksik etki
yaratmadigini gostermistir (Sekil 4.10). Hiicre canlilik deneylerinde hiicrelere resazurin
verilmistir. Metabolik olarak aktif olan hiicreler resazurini resofurine doniistiiriir.
Resofurin 560 nm dalgaboyunda absorbans verir. Bu nedenle metabolik olarak aktif
olan hiicrelerde 560 nm dalgaboyunda Olciilen absorbans degeri, metabolik olarak
inaktif olan hiicrelerde Ol¢iilen degerden yiiksek g¢ikmaktadir. IVT RNA transfekte
edilmis hiicrelerle transfekte edilmemis hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri
arasinda istatistiksel olarak fark yoktur. Bu sonu¢ IVT RNA’larin insan BJ hiicresi i¢in
toksik olmadigin1 gdstermektedir.

6.6. Sentezlenen Pdx1, Ngn3 ve MafA mRNA’larimin Hiicre Farkhlasmasindaki
Rollerinin incelenmesi

Hiicre farklilastirma deneyinden sonra yapilan immiinofloresan boyamasinda

INS pozitif hiicre goriilmemistir. Bu sonuglara paralel olarak; qPCR sonuglarinda Ins
ekspresyonuyla Beta-aktin gen ekspresyonu arasinda anlamli bir sonug bulunamamistir.
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