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OZET

CRISPR/dCas9 iLE PANKREATIK TRANSKRIPSIYON FAKTORU Pdx1
GENININ AKTiVASYON BOLGELERININ BELIRLENMESI

Gamze BADAKUL
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Diabetes mellitus (DM), insiilin hormonunun yoklugundan ya da bu hormonun
etkisindeki yetersizlik sonucu olugsan metabolik bir hastaliktir. Pankreasin olusmasi ve
beta hiicresinin farklilasmasi sirasinda rol oynayan bir¢ok gen oldugu bilinmektedir.
Bu genler arasinda Pdx1 geni; pankreasin olusmasinda, beta hiicre farklilasmasinda ve
bu hiicrelerin hayatta kalmasinda kritik bir role sahiptir. Bu genin diizenlenmesi i¢in
pek ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda son dénemlerde en ¢ok kullanilan
yontem; bakterilerin immiin yanitta kullandiklart CRISPR/Cas9 sistemidir. Bu sistem,
hedef gende istenilen diizenlemelerin yapilmasini saglar.

CRISPR/Cas9 sisteminde; Cas9 proteinindeki mutasyonla elde edilen
CRISPR/dCas9 sistem gende diizenleme yapilmasina olanak tanir. Bu sistem; hedef
gende mutasyon yapmadan, genin ekspresyonunun artmasini (aktivasyon) ya da
azalmasini (represyon) saglar. Ancak bu sistemin ¢alisabilmesi i¢in dCas9 proteinine
bir aktivator domain (genin ekspresyonunun artmasi i¢in) ya da baskilayic1 bir
domainin baglanmasi gerekir. CRISPR/dCas9-VPR sistemi memelilerde istenilen
genin aktivasyonunda kullanilan sistemdir. Yaptigimiz bu g¢alismadaki amacimiz;
CRISPR/dCas9-VPR sistemi kullanarak Pdx1 geninin aktivasyonunu arttirmayi
saglamakti. Sonug olarak; CRISPR/dCas9-VPR sistemi kullanilarak Pdx1 geninin
proksimal promoter boélgesinde bu geninin aktivasyonunu saglayan 6nemli bolgeler
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Beta Hiicre Programlamasi CRISPR/dCas9,Diyabet,
Insiilin, Pdx1, Transaktivator Domain, VPR

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Ersin AKINCI
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TRANSCRIPTION FACTOR Pdx1 GENE WITH CRISPR/dCAS9
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Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder caused by the absence of
insulin hormone or by the inability to influence this hormone. It is known that many
genes play a role in the formation of pancreas and differentiation of beta cells. These
cells have the potential to differentiate into other types of cells, such as nerve cells,
nerve cells, and blood cells. Many methods are used to regulate this gene. Among
these, the most common method in recent times is the CRISPR/Cas9 system used by
bacteria in the immune response. This system ensures that the desired arrangements
are made in the target gene.

In the CRISPR/Cas9 system, the CRISPR/dCas9 system, obtained by mutation
in the Cas9 protein, allows the regulation of genes. This system allows the expression
of the gene to increase (activation) or decrease (suppression) without mutating the
target gene. In order for this system to work, however, it must be connected to the
dCas9 protein to an activator domain (to increase gene expression) or to a suppressor
domain. CRISPR/dCas9-VPR system is the system used in the activation of the
desired gene in mammals. Our purpose in this study; Using the CRISPR/dCas9-VPR
system, it was to increase the activation of the Pdx1 gene. As a result, significant areas
of activation of the Pdx1 gene in the proximal promoter region were determined using
CRISPR/dCas9-VPR system.

KEYWORDS: Beta Cell Programming, Diabetes, Insulin, Pdx1, Transactivator
Domain, CRISPR/dCas9, VPR
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ONSOZ

Yaptigim tez ¢aligmasi boyunca degerli bilgilerini her daim benimle paylasan,
kendisine danistigimda bana vakit ayirip; sabirla ve 6zveri ile yararl olabilmek igin
elinden gelen herseyi sunan; bir sorunla karsilastigim zaman yanina ¢ekinmeden
gidebildigim, giiler yiliziinii ve samimiyetini benden hi¢bir zaman esirgemeyen ve
gelecekteki akademik yasamimda da bana verdigi degerli bilgilerden yararlanacagimi
diistindiigiim kiymetli ve danisman hoca statiisiinii tam anlamiyla yerine getiren Dr.
Ogr. Uyesi Ersin AKINCI’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Calismam boyunca siirekli yanimda olup, yeri geldiginde fikirleriyle ¢oziim
yollarina ulasmamda yol gosteren ve gelecekteki yasamlarinda bagarili basamaklarinda
¢ok hizli ilerleyeceklerine inandigim degerli arkadaslarim Mehmet YILDIZ, Pelin
UNAL, Muhammet Ali KARA, Gamze KOCAK, Adem KABA ve Fatma
AKCAKALE’ye de tesekkiir ederim. Staj yaptigi siire boyunca yaptigim g¢alismalarda
bana yardimci olmayr hi¢bir zaman eksik etmeyen Vedat SARI’ya ve diger
arkadaglarima her daim yanmimda olduklarini hissettirdikleri i¢in tesekkiirlerimi
sunarim. Ayrica c¢aligmalarim boyunca benden destegini ve sahip olduklar1 engin
bilgileri esirgemeyen tiim degerli hocalarima tesekkiir ederim.

Son olarak egitim hayatim boyunca destegini ve giivenini benden hi¢bir zaman
esirgemeyen, her zaman yanimda olan, beni sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarini
bilmemi saglayarak yetistiren annem Muazzez BADAKUL’a, Babam Mehmet Serif
BADAKUL’a ve benden higbir zaman destegini esirgemeyen kardeslerim Aykut Emre
BADAKUL, Merve BADAKUL ve Damla BADAKUL’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum. Ayrica beni kendi ¢ocuklarindan ayirmayan ve yiiksek lisans egitim
hayatim boyunca hep yanimda olan teyzem Yasemin AYANOGLU ve enistem Murat
AYANOGLU na tesekkiirlerimi sunmaktan memnuniyet duyarim.
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1. GIRIS

Pankreas, viicudumuzda i¢ ve dis salgi bezlerine sahip bir organdir. Bu nedenle
de hem goriiniis olarak hem de islevsel olarak birbirinden farkli iki bolgeden
olusmustur. Ekzokrin pankreas; sindirim enzimlerinin iiretilmesini saglayan hiicrelere
sahipken, endokrin pankreas ise hem besinlerin metabolizmasini hem de glukozun
dengelenmesini diizenleyen hormonlarin iiretilmesini saglayan hiicreler bulunur.
Endokrin pankreasta bes farkli endokrin hiicre ¢esidi bulunmustur. Bu hiicreler bir
araya gelerek Langerhans adacigi denilen hiicre toplulugunu olusturmuslardir.
Endokrin hiicrelerinde; alfa hiicreleri glukagon hormonu, delta hiicreleri somatostatin,
epsilon hiicreleri ghrelin, PP-hiicreleri pankreatik polipeptid ve beta hiicreleri insiilin
iiretir (Pan vd. 2011; Shih vd. 2013). Insiilin ile glukogan; hiicrede karbonhidrat
metabolizmasinin diizenlenmesini kontrol eder. Polipeptid yapidaki insiilin hormonu,
hiicre ylizeyinde glukozun hiicreye girisini diizenleyen reseptorlere baglanir. Boylece
glukozun hiicre igine alinmasini saglar. Insiilin hormonunun miktarindaki eksiklik
hiicrede stres yaratmistir. Bu durum diyabetin tetiklenmesine neden olmustur (Unal
2012). Pankreasin yapisinin ve ¢aligma mekanizmasinin bilinmesi; diyabet, akut ve
kronik pankreatit gibi pankreas hastaliklarin tedavisinde hiicre programlanmasina
(hiicrelerin farklilagtirilmasi, gen ekspresyon diizeyinin degistirilmesi vs.), genetik tani
ve tedavi yontemlerinin uygulanmasina imkan saglamaistir.

Diabetes mellitus (DM), insiilin hormonunun ¢aligmamasi ya da bu hormonun
eksikligi sonucu olusan bir hastaliktir. DM; instilin bagimli tip I ve insiilin bagimsiz
tip II diyabeti olmak tizere iki farkli tiire sahiptir. Tip | diyabet, pankreastaki beta
hiicrelerinin oto-immiin bir atak sonucu ortadan kalkmasi nedeniyle olusur. Tip Il
diyabet ise pankreastaki beta hiicrelerince iretilen insiilin hormonuna hedef hiicrelerce
direng gelistirilmesi sonucu gelisir. Her iki diyabet tipi de Langerhans adasindaki beta
hiicrelerinin hasar gérmesi sonucunda insiilinin miktarinin yetersiz olmasi ya da hig
olmamasindan kaynaklanmistir. Beta hiicrelerini farkli kaynaklardan elde etmek igin
ya da olgun hiicrelerin replikasyonlariyla yeni beta hiicrelerini olusturmak i¢in pek ¢cok
hiicre tedavisi calismas1 yapilmistir. Uzerinde c¢alisilan yeni yaklasimlardan biri;
endojen insiilin eksikligini kalici olarak gidermek amaciyla uygulanan ‘beta hiicresini
yeniden elde etme tedavisidir’’. Ancak bu tedavi i¢in ihtiya¢ duyulan beta hiicrelerinin
az olmasi arastirmacilar1 yeni beta hiicre kaynaklar1 (kok hiicre, bir hiicrenin bagka bir
hiicreye doniistiirilmesi gibi) bulmaya yoneltmistir (Micilli vd. 2007). Diyabet
hastalarinda, hiicre farklilagmasi yontemiyle beta hiicrelerinin kaybi1 dnlenebilmistir
(Weir 2013). Bu hiicre farklilasmasi; pluripotent hiicrenin, hedeflenilen hiicre tipinin
olusmasimi saglayacak genleri aktive etmesiyle saglanabilmistir (Zhou ve Melton
2008).

Pankreas olusumu ve beta hiicre farklilagmasi sirasinda rol oynayan bir¢ok
transkripsiyon faktorii vardir. Bu transkripsiyon faktorleri arasinda olan Pankreatik
duodenal homebox-1 (Pdx1) geni; pankreas olusumu ve beta hiicre farklilasmasinda ve
beta hiicrelerinin gelisiminin saglamasinda énemli bir role sahiptir. Yani Pdx1 geni;
pankreas gelisimi, pankreatik beta hiicre farklilagmasi ve olgun beta hiicre
fonksiyonuna katkida bulunan bir transkripsiyon faktordiir (Keneto vd. 2015; Habener
vd. 2005; Kaneto vd. 2008; Guz vd. 1995). Pdx1 genindeki mutasyon; diyabete ve
pankreatik hasarlara yol agmistir (Cockburn vd. 2004).
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1.1. Pdx1 Geninin Ozellikleri

Pankreatik duodenal homebox-1 (PDX1), pankreas gelisimde onemli rol
oynayan homodomain proteindir (Jonsson vd. 1994; Offield vd. 1996). Pdx1 geninin
ekspresyonu, endoderm pankreasin g¢alismasi i¢in gerekli degil iken; endokrin ve
ekzokrin hiicre tiplerinin gelisimi i¢in 6nemli oldugu belirlenmistir (Offield vd. 1996;
Ahlgren vd. 1996). Fare ile yapilan ¢aligmalarda Pdx1 geninde yasa bagli olarak
olusan mutasyonlar sonucunda diyabetin tetiklendigi goriilmiistiir. Ayrica bu durum
GLUT2 ile insiilin ekspresyonunun azalmasiyla da iligskilendirilmistir (Ahlgren vd.
1998). Ayrica yapilan ¢alismalarda Pdx1 geni bakimindan heterozigot olan farelerde
glukoz intolerans: goriilmistiir (Ahlgren vd. 1998; Brissova vd. 2002). Pdx1 geninin
ekspresyonundaki eksiklik hiperglisemiye veya lipit konsantrasyonunda artisa neden
olmustur. Bu durum diyabet hastaligi ile iliskilendirilmistir (Melloul vd. 2002). Pdx1
geni, gelisim siirecindeki primorduyumda ekspre olur ve pankeasin organ
goriintiisiiniin olusmasinda olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugu bulunmustur (Offield
1996). Bu ¢aligmalarin sonucunda Pdx1 geninin pankreastaki hiicre tiplerinin
olugmasinda ne kadar 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Tip II diyabet hastalarinda bir hiicrenin normal bir seklide hayatina devam
etmesi igin gerekli olan genlerde mutasyon oldugu bulunmustur. Bu mutasyona
ugramis genlerden birini tasiyan genglerde ‘‘Eriskin Baslangicli Monogenetik
Diyabet”” (MODY) olustugu goriilmiistiir. MODY4, Pdx1 geni bakimindan mutasyona
sahip olmasiyla iliskilidir (Stoffers vd. 1997; Stoffers vd. 1998). MODY ’nin diger
monogenik formlar transkripsiyon faktorler i¢in gen kodlayan hepatosit ¢ekirdek
faktorti (HNF) ile iligskilendirilmistir. Bu faktorler; HNF-1o, HNF-18, HNF-4a ve -2
olarak adlandirilmigtir. Bu faktorlerin tamami Pdx1 geninin transkripsiyonunun
diizenlenmesiyle iliskilidir (Fajans vd. 2001). Pdx1 geninin ekspresyonunu kontrol
eden diger transkripsiyonel faktorlerdeki mutasyonlar ya da bu transkripsiyonel
faktorlerin fonksiyonel eksikligi MODY ’nin alt tiplerinin eklenmesine ya da diyabete
duyarliliga neden olmustur. Ciinkii Pdx1 geninin ekspresyonu pankreatik diizenleme
ya da hiicresel farklilagsmada merkezi rol oynamistir (Sharma vd. 1999).

1.2. Pdx1 Geninin Diizenlenmesi

Beta hiicrelerinde Pdx1 geninin ekspresyonu igin transkripsiyonel faktorlerin ve
diizenleyici elementlerin bilinmesi 6nemli goriilmiistir (Ben-Shushan vd. 2001).
Yapilan ¢aligmalar sonucunda Pdx1 geni ile yiiksek oranda homoloji gosteren bolgeler
bulunmustur. Bu bolgelere Pdx1 homolog bolgeleri denir. Bu bolgeler PH1, PH2 ve
PH3 olarak adlandilir. Bu bolgeler -281 kb ile -167 kb arasindadir (Gerrish vd. 2000;
Marshak vd. 2000). Ilerleyen zamanlarda yapilan ¢alismalarda HNF-3 transkripsiyon
faktoriinin Pdx1 geninin ekspresyonununda 6nemli oldugu bulunmustur (Wu vd.
1997). Bu transkripsiyonel faktor, Histon-HS ile baglantilidir. Bunun sayesinde
niikleozomal yapinin degismesini saglamistir. Agilan kromatin yapi ile Pdx1 geninin
ekspresyonu i¢in gerekli olan dnciiller belirlenmistir (Clark vd. 1993; Shim vd. 1998).
Hiicrelerde; HNF-3B Pdx1 geninin diizenlenmesi i¢in eklenilen faktorlerle (HNF-a,
SP1, Pdx1’nin kendisi ve tamimlanmayan diger faktorler) kombinasyon halinde
calismistir (Mendel vd. 1991; Bach vd. 1991).
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1.3. CRISPR/Cas9 Sistem

Genom diizenlemede kullanilmak {iizere en son gelistirilen yaklagim olan
“Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar (CRISPR)-iligkili protein (Cas)”
bakterilerde ve arkealarda mevcut olan niikleik asit temelli bir dogal savunma yoludur.
CRISPR ile savunma mekanizmasimin ¢alisma sekli; hiicreye giren yabanci DNA
dizilerinin (viriisler, plazmidler vb.), prokaryotik genomda sentezlenen kiigiik RNA
molekiilleriyle 6zgiil taninmasina ve etkisiz hale getirilmesine dayanmistir. Prokaryot
genomunda bulunan CRISPR lokusu (Streptococcus pyogenes SF370Type Il CRISPR)
dort pargadan olusur. Bunlar; Cas9 niikleaz, protein kodlamayan (non-coding)
CRISPR, RNA molekiilii (trans-activating crRNA (tracrRNA)) ve Oncii crRNA
(prectRNA)’dir (Deltcheva vd. 2011).
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Sekil 1.1. CRISPR/Cas9 sisteminin bakterideki immiin yanit mekanizmas1 (Vo vd.
2018)

Caligmalarda en yaygin kullanilan CRISPR/Cas9 sistemi; Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes) bakterisine ait olan Type Il CRISPR sistemidir (Tetsushi vd.
2014). Bu sistem; SpCas9 niikleazi ve guide RNA (gRNA) bilesenlerinden
olusmustur. Bu sistemin ¢aligma mekanizmasi; Cas9 endoniikleaz proteinin gRNA
araciligiyla hedef gende ¢ift zincir kiriklart olusturmasina dayanmistir (Akgay 2015).
Bagka bir deyisle; bu sistemdeki gRNA; spesifik dizinin bulunmasini saglamis ve
Cas9 proteininin bu dizinin oldugu bolgeye gelmesini saglayarak hedef dizide DNA
kiriklarinin - olusmasina neden olmustur. Kullanilan ¢gRNA’lar 20 niikleotit
uzunlugundadir. Boylece spesifik olmayan baglanmalar az bir orana indirilmistir.
Ayrica, guanin ile sitozin arasindaki bag daha giiglii oldugu icin gRNA dizisinin
guanin ile baslarsa hedef diziye daha kuvvetli bir bag ile baglanacagr bulunmustur
(Akcay 2015). gRNA’larin hedef diziyi bulabilmesi i¢in hedef dizide PAM (6n ara
parga iliskili motif) sekans1 bulunmalidir (Tetsushi vd. 2014). PAM sekansinin amaci;
hedef dizi ile gRNA arasinda RNA-DNA melez bir yapmin olusmasini saglamak
oldugu belirlenmistir (Mali vd. 2013). CRISPR/Cas9 sistem memeli canlilarin
genomunda hedef bdlgede istenilen c¢ift zincir kiriklarinin olusmasini saglamistir
(Cong vd. 2013). DNA’da cift zincir kiriklar1 olustuktan sonra hiicrede bulunan DNA
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tamir mekanizmalar1 bu kiriklar1 tamir etmeye ¢alismistir. Hiicrelerde iki farklit DNA
tamir mekanizmasi vardir:

Homolog Rekombinasyon: DNA’daki kiriklar tamir edildiginde disaridan ortama
tamir edilen bélgeye homolog olan bir dizi gonderilmistir. Boylelikle DNA kendini
tamir ettigi sirada hedef diziye istenilen gen dizisi eklenmis olur (Gaj vd. 2013).
Homolog rekombinasyonda; ATP kinaz, ekzoniikleazlar, endoniikleazlar ve bir¢ok
protein gorev almistir. Bu tamir mekanizmasinda, bir yandan DNA kirigi tamir
edilirken bir yandan da istenilen dizinin hedef diziye eklenmesi gerceklestirmistir
(Sung vd. 2006; San vd. 2008). Normal sartlarda; homolog rekombinasyon, memeli
canlilarin genomunda diisiik oranda etki gosterirken DNA kiriklar1 tamirinde ¢esitli
yolaklar1 ve mekanizmalari etkilemistir (Cai vd. 2014).

Homolog Olmayan Ug Birlestirme: Bu mekanizmanin ¢alisma prensibi; kirik uglarin
DNA’ya bagh proteinkinazlar, DNA polimeraz ve ligasyon enzimleri araciliiyla
birlestirilmesine dayanmuistir. Bu ug birlesimi sirasinda DNA dizisinde bir ya da birkag
tane baz kaybi1 gerg¢eklesmistir. Bu durum; okuma gergevesi mutasyonlarma sebep
olmus ve gende istenilen dizinin silinmesine ya da islev kaybina ugramasina neden
olmustur. Bu tamir mekanizmasi, homolog rekombinasyona gore daha yiiksek oranda
hata yaparak DNA kiriklarini tamir etmistir (Carroll vd. 2011).

Sekil 1.2. DNA tamir mekanizmasi (Ewa vd. 2018)

Bu DNA tamir mekanizmas: yollarina miidahele edilerek istenilen genetik
degisiklikler yapilmistir (Akgay 2015). Ancak yapilan ¢alismalar dogrultusunda bu
sistemin etki oran1 hedef gene ve hedef genin bulundugu hiicre tipine gore degisiklik
gostermistir  (Cong vd. 2013). Cas9 proteini ile iliskili g¢esitli gRNA’lar
programlanmistir. CRISPR/Cas9 sistemde birden fazla gRNA tasarlanmis ve bu sistem
pek ¢ok caligmada kullanilmistir (Chave vd. 2015).
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Sekil 1.3. CRISPR/Cas9 sisteminin hedef dizide baglandiklar1 yerler (Melody vd.
2016)

Okaryotik canlilarda, bakterilerde bulunan bu sistem, gen diizenlemesi
calismalarinda ilk defa 2013 yilinda kullanilmistir (Akcay 2015). 2013 yilmin ilk
yarisinda, insan genomunda hedeflenilen bolgede degisiklik yapabilmek i¢in Cong vd.
pek ¢ok c¢alisma yapmuslardir. Bu calismalarda; Bakteriyel Tip Il CRISPR/Cas9
sistemine ait protein ile RNA pargalarini modifiye ederek insana ait genetik yapiya
uyarlamuslardir. ilk olarak; dncelikle C terminalinde SV40 niikleer bdlgesel sinyali
iceren Cas9 niikleazini, insan kodon diizenine modifiye etmislerdir. Ardindan insan-
kodon en uygun sekle uyarlamak icin memeli sisteminde ekspre olan vektore
klonlamislardir. Daha sonra insan U6 polimeraz 11l promoter araciligi ile crRNA ve
tracrRNA {iyelerini beraber tireten RNA molekiiliinii (fusion transcript) tiretmislerdir.
Uretilen bu RNA molekiili gRNA seklinde isimlendirilmistir. Bunun sayesinde,
gRNA komplementer yapisi ile hedef bolgedeki dizileri tanimanin (hedef bdlgedeki
PAM dizilerini taniyarak) yanm sira bu gRNA’nin sekonder yapisi araciligr ile Cas9
endoniikleaz1 hedef bolgedeki diziye ulagtirilmistir. Boylelikle RNA araciligiyla insan
genomunun diizenlenmesi islemi ile hedeflenen bolgedeki dizilerde istenilen
diizenlemenin yapilmasina olanak saglamigtir (Cong vd. 2013).

CRISPR/Cas9 sisteminde hedef dizide mutasyon olusturularak da c¢alismalar
yapilmistir. Boylelikle hedef dizide kiriklar olusturarak mutasyon yapmadan, sadece
genin ekpresyonu diizeyinde degisiklikler yapilmasi saglanmistir. Bunun igin
endoniikleaz olan Cas9 proteininde baz mutasyonu yapilarak kesim 0&zelligini
kaybetmis dCas9 (dead Cas9) proteini iiretilmistir. Bu protein kesim 6zelligine sahip
olmamasina ragmen hedef diziye baglanabilmistir. Ancak CRISPR/dCas9 sisteminin
calisabilmesi i¢in dCas9 proteinine bir aktivator domaini eklenmistir. Bu aktivator
domain, hedef genin aktivasyonunu saglamistir (Chave vd. 2015).

Bu calismadaki amacimiz; dCas9-VPR aktivator domain sistemi ile Pdx1
geninin aktivasyonunu saglayan bolgeleri belirleyerek alternatif beta hiicresi kaynagi
olusturmay1 saglamaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Diabetes mellitus (DM), insiilin hormonunun yetersizligi ya da bu hormonun
etkisinin yetersiz olmasi nedeniyle olusan metabolik bir hastaliktir. Diyabette;
pankreasta bulunan Langerhans adasinin beta hiicreleri hasar gordiigii i¢in insiilin
yetmezligi ya da bu hormonun yoklugu goézlenmistir (Micilli vd. 2007). Birgok
transkripsiyon faktorii, biiytime faktorleri ve peptidler; ekzokrin ve endokrin hiicrelere
sahip olan pankreasin olusumunda, proliferasyonunda ve farklilasmasinda 6nemli bir
etkiye sahiptir. Pankreatektomi modeli ile yapilan ¢alismalarda transkripsiyon faktorii
olan Pdx1’nin beta hiicrelerinin farklilasmasinda onemli rolii oldugu bulunmustur
(Oztiirk vd. 2014)

Memeli canlilar i¢in tasarlanmis olan transkripsiyonel faktér etmenleri,
teknolojinin de yardimiyla hem saglik hem de bilimsel anlamda ilerlemelere olanak
saglamistir. Buna Ornek olarak; dokularin iyilesmesi i¢in uyarilmasit ve kok hiicre
farklilasmasinin diizenlenmesi verilebilinmistir. Burada kullanilan transkripsiyonel

faktorler promoter bolgesini ya da enhancer bolgelerini hedef olarak se¢mislerdir
(Pablo vd. 2013).

Molekiiler ¢aligmalarda model bir sistem olusturmak i¢in hedef diziye spesifik
olan yapay transkripsiyon faktor (ATFs) kullanilmistir (Dawson vd. 2012; Falahi vd.
2015). ATFs’ler genellikle hedef dizide promotor ya da enhancer bdlgelerine
baglanarak aktivasyon saglayan DNA baglama domainlerinden (DBD) olusmustur
(Ansari vd. 2002; Van vd. 2014). Ug tip ATFs gelistirilmistir. Bunlar; Cinko- Parmak
(ZFs), Transkripsiyon aktivator benzeri Effektorler (TALEs) ve diizenli araliklarla
boliinmiis palindromik tekrarlar (CRISPR) sistemle iligkili bakteriyal Cas9 proteinidir
(Beerli vd. 2002; Maeder vd. 2013; La Russa vd. 2015). CRISPR sistemi, bu sistemi
tasimayan canlilara entegre edilmistir (Jinek vd. 2012; Esvelt vd. 2013). Cinko parmak
niikleaz (ZFNs) ve transkripsiyon aktivator benzeri effektor niikleaz (TALENS)
genomik diizenleme metodlarinda her bir hedef DNA i¢in biiylik bir proteine ihtiyag
duymustur. Ancak CRISPR/Cas9 sistem hedeflenilen bolge igin sadece 20 niikleotit
kadar kisa bir niikleotid dizisi iceren gRNA yeterli gelmistir (Li vd. 2013; Shan vd.
2013).

CRISPR temelli sistem yakin zamanda biyoteknolojik uygulamalar i¢in oldukg¢a
dikkat ¢ekici olmustur. CRISPRs prokaryotik canlilarda immiin yanit sisteminden
temel almig ve mevcut genomun diizenlenmesiyle olasi transkripsiyonel kontroli
amaclamistir (Mali vd. 2013a). CRISPR/Cas9 sistem in vivo ve in vitro kosullarda
genomik DNA modifikayonlarinin yapilmasi ve etkilerinin incelenmesi i¢in kullanilan
sistem olmustur (Cho, S.W ve ark., 2013a). En ¢ok kullanilan CRISPR sistem S.
pyogenes bakterisinden gelmistir (Jinek vd. 2012). Sistem; Cas9, olgun crRNA ve
tracraRNA olmak {izere ii¢ bilesenden olusmustur (Doudna vd. 2014). Genellikle
memeli hiicre hattina transfeksiyondan once olgun crRNA ve tracrRNA’lar ya da
birlestirilmis gRNA’lar Cas9 promotoruna uygun olan bir plazmitte gogaltilmistir
(Cong vd. 2013). gRNA’lar hedef diziye komplementer olacak sekilde tasarlanmigtir
(Sternberg vd. 2014). Bu sekilde hedef diziye giden gRNA’lar Cas9 proteinnin
gelmesini saglayarak hedef dizide zincir kiriklarinin olusmasini saglamistir (Jinek vd.
2012).
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Cas9 proteinin onemli katalitik bolgelerinde yapilan mutasyonlarla hedeflenilen
dizide zincir kirig1 olusturmadan sadece genin ekspresyonu iizerinde etki eden Cas9
proteini tretilmistir (Jinek vd. 2012). Baska bir deyisle, inaktif Cas9 proteini (dCas9)
gen ekspresyonunun kontroliinii (yani genin aktivasyonu ya da baskilanmasini)
saglamistir (Cheng vd. 2013; Gilbert vd. 2013; Bikard vd. 2013; Maeder vd 2013a;
Maeder vd. 2013b; Perez-Pinera vd. 2013; Gilbert vd. 2014). Bu dCas9 proteini gen
ekspresyonunun diizenlenmesi icin farkli efektér domainlerle baglanti kurmustur
(Bikard vd. 2013; Farzadfard vd. 2013; Qi vd. 2013; Perez-Pinera vd. 2013). Yakin
zamanda, bu sistem fare ve insan hiicrelerinin farklilasmasi igin hedef genin
aktivasyonunu ya da baskilanmasinda kullanilmistir (Chakraborty vd. 2014; Chavez
vd. 2015). CRISPR/dCas9 sisteminde dCas9 proteininin C terminaline p300, H3K9
asetilaz kor katalitik domain, VPR gibi cesitli epigenetik effektdr domainler hedef
genlerin aktivasyonu i¢in eklenmistir (Gilbert vd. 2013; Maeder vd. 2013; Mali vd
2013; Perez-Pinera vd. 2013; Cheng vd. 2013; Konermann vd. 2014; Chavez vd. 2015;
Hilton vd. 2015).

Chave vd. (2015) CRISPR/dCas9 caligsmalarinda; aktivasyonu saglamak igin
VP64, SAM, VP16 ve p65 transaktivator domainleri ve tek bir gRNA kullanmiglardir.,
4 farkli transaktivatdr domaini CRISPR/dCas9 ile beraber tek bir gene tek bir gRNA
ile ayrn ayrt gondermisler ve ayri ayri bu transaktivator domainlerin etkisine
bakmislardir. Daha sonra bu aktivatdr domainlerin etkisinin her gende etkisi ayni m1
ogrenmek i¢in farkli genlere de bu transaktivator domainler CRISPR/dCas9 ile beraber
tek bir gRNA kullanarak vermiglerdir. Yapilan bu deneylerin sonucunda bu aktivator
domainlerin etkisinin her bir gende farkli oldugunu bulmuslardir. Ayrica farkl
gRNA’lar da tasarlayarak farkli genlere belirtilen bu 4 farkli transaktivator domain
CRISPR/dCas9 ile hiicrelere transfekte edilmistir. Elde edilen sonuglara baktiklari
zaman; tek bir gRNA ile bu transaktivatér domainlerin farkli genlere verilmesindeki
verimin, farkli gRNA tasarlanilarak farkli genlere bu transaktivatér domainin
verilmesiyle elde edilen verimle kiyaslandiginda; tek bir gRNA ile verildiginde daha
yiiksek verimlilikte oldugunu bulmuslardir. Bunu da gene bagli olarak ekspresyonun
degismesi olarak agiklamiglardir (Chave vd. 2015). Gilinimiizde aktivasyon modiilleri
VP64 un p65 (RelA)’ nin ve Epstein-Barr R transaktivator (Rta)’nin dCas9’da hibrit
kaynagmasi saglanmistir (dCas9-VPR) (Chavez vd. 2015).
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Cizelge.3.1°de tez calismasinda kullanilan malzemeler ve katalog bilgileri yer

almaktadir.

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan malzemeler

Kullamlan Materyaller

Firma Bilgileri

Katalog Numarasi

Agar Bacteriological Oxoid, Thermo Fisher Scientifics, Walham, LP0011
MA
Sodium Chloride Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri 31434

Yeast Extract VWR Life Science  AMRESCO, Radnor, VWRVJ850-500G
Pensilvanya
Tryptone VWR Life Science AMRESCO, Radnor, VWRVJ859-500G
Pensilvanya
Ampicillin Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri A5354
GenelJet Plazmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA K0503
GenelJet Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA K0691
GenelJet PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA K0701
GelStar Nucleic Acid Gel Stain Lonza, Basel 50535
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SMO0311
GeneRuler 100 bp DNA Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SM0241
Ladder
Trizma Base Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri T1503
EDTA Disodium Salt Merck Millipore, Burlington, MA 108418
Dihydrate
Asetik Asit Merck Millipore, Burlington, MA 109088
Bbsl NEB, Ipswich, MA R0539S
Tris Base Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA BP152
T4 DNA Ligase Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA ELO011
DMEM, High Glucose Biological Industries, Beit Haemek, IL 01-055-1A
L-Glutamin Gibco, AU 25030-024
AD-293 Cell Line Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 51-0036
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 12604-21
Opti-MEM Gibco, AU 31985-62
Antibiotic-Antimycotic Biowest, Nuaille, FR L0010-020
DEPC Gold Biotechnology, Saint Louis, ABD 1609-47-8
PNK NEB, Ipswich, MA 0951607

G. BADAKUL
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Cizelge 3.1’in devami

GeneJet RNA Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 00509657
DNA Lader NEB, Ipswich, MA N32325
Fetal Bovine Serum Biological Industries, Beit Haemek, IL 04-007-1A

3.1. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

TAE tamponu (10X): 242 gr Tris Base tartildi. 57.1 ml Asetik Asit ve 18.61 gr 500
mM EDTA (pH:8.0) eklendi ve dH-O ile 1 litreye tamamlandi.

TAE tamponu (1X): 100 ml 10X TAE stok ¢ozeltisi alinarak 900 ml dH20 ile 1
litreye tamamland.

1M Tris-HCI: 121.1 g Tris tartildi, 800 ml dH20 ile ¢6zdiiriildii ve pH: 7.4 degerine
ayarlandi ve dH20 ile hacim 1 litreye tamamlandi.

PBS hazirlanmasi (10X): 10.9 g Na2HPO4, 3.2 g NaH2PO4 ve 90 g NaCl 900 mi
dH2O’da ¢o6zdirildi. pH:7.4’¢ ayarlandiktan sonra ¢ozelti dH>O ile 1 litreye
tamamlandi.

PBS hazirlanmasi (1X): 100 ml 10X PBS stok ¢ozeltisi alinarak 900 ml dH20 ile 1
litreye tamamland.

50 mM CacClz /10 mM Tris (pH:7,4): 5.55 gr CaCl, tartildi, 900 ml dH.O da
¢oziildi. 10 ml 1M Tris-HCI (pH: 7.4) eklenerek son hacim dH.O ile 1 litreye
tamamlandi.

200.8’lik agaroz jel: 3.2 g agaroz tartildi ve 400 ml 1X TBE tamponunda ¢o6ziildii.
Agaroz tamamen ¢oziinene kadar yaklasik olarak 9 dk mikrodalga firinda bekletildi.
Cozeltinin sicakligr yaklasik olarak 50°C’ye kadar diistiikten sonra 9 ul Et-Br ya da
GelStar eklendi. Taraklar1 6nceden yerlestirilmis yatay elektroforez kiivetine kabarcik
kalmadan dokiildi ve jelin polimerlesmesi beklendi.

%71’lik agaroz jel: 1 g agaroz tartildi ve 100 ml 1X TAE tamponunda ¢oziildii.
Agaroz tamamen ¢oziinene kadar yaklasik olarak 3 dk mikrodalga firinda bekletildi.
Cozeltinin sicakligi yaklasik olarak 50°C’ye kadar soguduktan sonra 3 pl Et-Br ya da
GelStar boyasi eklendi. Taraklar1 6nceden yerlestirilmis yatay elektroforez kiivetine
kabarcik kalmadan dokiildii ve jelin polimerlesmesi beklendi.

2X dondurma ortam: 8 ml hiicre kiiltiirinde kullanilan besi ortami, 2 ml DMSO
karistirild: ve 22 um’lik filtre yardimiyla sterilize edildi. Daha sonraki kullanimlar i¢in
-20°C’de muhafaza edildi.

Antibiyotik: 1g antibiyotik (amfisilin) suda ¢ozdiiriildii ve son hacim dH.O ile 10
ml’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢o6zelti 22 um’lik filtre yardimiyla sterilize edildi. Birer
ml boliinerek daha sonra kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edildi.

LB-Broth: 2.5 g Tripton, 1.25 g Yeast Extrat, 2.5 g NaCl 150 ml dH2O igerisinde
¢ozdirildi. Son hacim dH20 ile 250 m1’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk otoklavlandi.
Daha sonra kullanilmak iizere; hazirlanan ¢6zelti +4°C’de muhafaza edildi. Eger
antibiyotikli ortam kullanilacaksa; daha ©nce hazirlanmis olan stoktan 250 pl
antibiyotik ¢ozeltisi alind1 ve sogumus olan 250 ml LB ortamina eklendi.
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LB-Agar: 2.5 g Tripton, 1.25 g Yeast Extrat, 2.5 g NaCl, 3.75 g Agar 150 ml dH2O
icerisinde ¢oziildii. Son hacim dH20 ile 250 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 20 dk
otoklavlandi. Cozeltinin sicakligi yaklasik 50°C’ye diistiigiinde steril kabin igerisinde
petri kaplarina dokiildii. Polimerlesme tamamlandiktan sonra daha sonra kullaniimak
tizere parafinle hava almayacak sekilde sikica kapatilip +4°C’de muhafaza edildi.

Eger antibiyotikli ortam kullanilacaksa; daha 6nce hazirlanmis olan stoktan 250 pl
antibiyotik ¢ozeltisi alindi ve sogumus olan 250 ml LB ortamma eklendi ve petri
kaplarina dokme islemi gerceklestirildi.

RNase icermeyen dH20 :1 ml DEPC alindi ve dH2O ile son hacim 1 litreye
tamamlandi. Gece boyunca ¢alkalamali inkiibatérde 25°C’de bekletildi. 121°C’de 20
dk otoklavlandi.

3.2. Kompatent Hiicre Hazirlanmasi

Antibiyotik igermeyen agarli besiyerinin {izerine dnceden -80°C’de dondurulmus
DH5a Escherichia coli (E. Coli) bakterilerinden 40 pl kadar1 yayma islemi yapilarak
ekildi ve 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Ertesi giin koloni olusumu
goriildiikten sonra tek olan koloniler pipet ucu yardimiyla secildi ve antibiyotik
icermeyen 40 ml LB broth igine eklendi ve 37°C’de 200 rpm ¢alkalamali inkiibatérde
bir gece inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda ¢ogalan bakterilerden 1 ml
alinarak 200 ml LB besiyerine eklendi ve 4 saat 37°C’de inkiibatérde g¢ogaltild.
Bakterilerin 600 nm dalga boyundaki optik dansitesi 0,4 noktasina ulastiktan sonra,
buz tlizerine alinip 10 dk sogumast i¢in bekletildi. 50 mlI’lik falkon tiiplere boliiniip,
+4°C ve 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant atilip, her bir tiipe 25 ml 50
mM CaCl2/10mM Tris (pH: 7.4) ilave edildi ve 15 dk buzda bekletildi. Ardindan, yine
+4°C ve 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilip, ¢okelti lizerine 9 ml 50
mM CaCl2/10 mM Tris (pH:7.4) ve 1 ml %100 gliserol eklenip homojenize edildi. 100
ul’lik hacimlere ayrilip -80°C’ye kaldirildi.

3.3. Pdx1 Geni I¢in Tasarlamlan Primerlerin Aktarildigi Plazmit

Pdx1 geni i¢in tasarlanilan primerler aktarmak i¢in U6 promoter igeren plazmit
kullanildi (Pablo Perez-Pinera vd. 2013).

GAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTGCATATACGATACAAG
GCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATA
TTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTT
GCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTTATCGTAA
CTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGAC
GAAACACCGGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAA
AATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTITTTT
1T

Kalin harflerle yazilan bolge U6 promoterina aittir. Alti ¢izili olan diziler ise +1 ifade
edilme baglangi¢ bolgesine aittir.
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Italik ve alt1 ¢izili olarak yazilmis olan diziler ise gRNA’y1 klonlanmasi igin Bbsl
kesim enzimine ait kesim bolgelerini gostermektedir.

Italik yazilan diziler kimerik gRNA’dur.
Kalin ve alt1 ¢izili yazilmis diziler ise poliT sonlandirict dizilerdir.

Sekil.3.1’de Pdx1 geni i¢in tasarlanilan primerlerin aktarilacagi plazmit yer almaktadir
(https://www.addgene.org/47108/).

AmpR_promaoter
f1_origin

lacZ_a
MA3_pUC_fwd_primer
M13_forward20_primer
T7_promaoter

Kpnl (B57)
hUG_promoter

ORF frame 3
Ampicillin

pSPgRNA

3223 bp

Mdel (837)

Sacll (1012)

Sacl (1021)
T3_promaote

W13 _reverse_prime
MA3_pUC_rev_primer
lac_promaoter

Sekil 3.1. Pdx1 Geni I¢in Tasarlanilmis Primerlerin Aktarilacagi Plazmitin Haritas1
3.4. Primerlerin Plazmite Aktarilmasi

Calismalarda Addgene firmasindan siparis edilen pSPGRNA (Perez-Pinera vd.
2013) ve SP-dCas9-VPR (Chavez vd. 2015) plazmitler kullanildi. Transfeksiyonun
gerceklesip gergeklesmedigini gérmek igin de yine ayni firmadan siparis edilen dCas9-
VP64_GFP (Konermann vd. 2014) kullanildi.

Calismada kullanilan plazmitler Cizelge 3.2°de yer almaktadir.

Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan plazmitler

Plazmitin adi Firma Plazmit kodu

pSPgRNA Addgene 47108
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Cizelge 3.2°in devami

SP-dCas9-VPR Addgene 63798

dCas9-VP64_GFP Addgene 61422

3.4.1. Pdx1 geni i¢in primerlerin tasarlanmasi

Insan Pdx1 geninde aktivasyon igin gerekli gRNA’larin tasarlanmasi igin
online program olan CRISPR-ERA: CRISPR-mediated editing, repression,
and activation (http://CRISPR-era.stanford.edu/) ve CRISPRdirect
(http://CRISPR.dbcls.jp/) programlari kullanild: (Liu vd. 2015; Naito vd. 2015).

Tasarlanilan primerler Cizelge 3.3’de yer almaktadir.

Cizelge 3. 3. Pdx1 geni i¢in tasarlanan primerler

Transkripsiy Bulundugu Niikleotit Dizisi (5°-37)

on pozisyon

baslamabolg

esine  olan

uzaklig1

-240 Forward (+) GCACCGCCAGCTGCCCGTTC
gRNA 1

-240 Reverse (+) GAACGGGCAGCTGGCGGTGC

-183 Forward (+) GAACAAAAGCAGGTGCTCGC
gRNA 2 -183 Reverse (+) GCGAGCACCTGCTTTTGTTC

-148 Forward (+) GCCTCTTAGTGCGGCCAGCC
gRNA 3 -148 Reverse (+) GGCTGGCCGCACTAAGAGGC

-22 Forward (+) GCGGAGCTGTCAAAGCGAGC
gRNA 4

-22 Reverse (+) GCTCGCTTTGACAGCTCCGC

-203 Forward (+) GACTCAGCTGAGAGAGAAAAT
gRNA 5 -203 Reverse (+) ATTTTCTCTCTCAGCTGAGTC

-250 Forward (-) GCTGGCGGTGCTCCCCAAAAT
gRNA 6

-250 Reverse (-) ATTTTGGGGAGCACCGCCAGC

-127 Forward (-) GCCGGGGGCCGTGATTGGCC
gRNA 7 -127 Reverse (-) GGCCAATCACGGCCCCCGGC
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Cizelge 3.3’lin devami

gRNA 8 -100 Forward (-) GAGGCTCCGCGGGGCCCCACG
-100 Reverse(-) CGTGGGGCCCCGCGGAGCCTC
-79 Forward (+) GTGGTGCGGCGGCCGGCCCGCL

gRNA9 -79 Reverse (+) GCGGGCCGGCCGCCGCACCAC

gRNA 10 -57 Forward (-) GAACCCACAGCCAGCGCGGAC
-57 Reverse (-) GTCCGCGCTGGCTGTGGGTTC

Cizelge 3.2°de yer alan primerlerin hPdx1 geninde bulunduklar1 yerler promotor
bolgesinin sol kismindaki 250 bp lik alan
Sekil.3.2.’de gosterildigi gibidir:

TGCCCGTTCAGGAGTGTGCAGCAARGTEE
TGGAACAAAAGCAGGTGCTCGCGGGTACCTGGGCCTA

CCTCTGAGATCAG GGGGTGGCGCC
GGGGTGGGAACGCCACACAGTGCCAAATCCCCGGCTCCAGCTCCCGA
CTCCCG

GCTCCCGGCTCCCGGCTCCCGGTGCCCAATCCCGGGCCGCAGCCATG

hPdx1 -240 hPdx1 -183
F100hPdx1 -79

Sekil 3. 2. gRNA’larin Pdx1 promotor bolgesindeki yerleri
3.4.2. Primer birlestirilmesi

Primerlerin birlestirilmesi i¢in Zhang protokolii uygulandi (S. Konermann,
Zhang lab. SAM target sgRNA cloning protocol 2014) 1 pl oligoniikleotit (100 mM)
(forward) ve 1 pl oligoniikleotit (100 mM) (reverse) hazirlandi. 1 ul 10X T4 Buffer ile
0.5 ul T4 PNK enzimi {izerine eklendi. Total hacim dH20 ile 10 ul’ye tamamlandi.
37°C’de 30 dk bekletildikten sonra sicaklik 95°C’ye ¢ikarildi. Daha sonra 95°C’den
dk’da 5°C sicaklik diiserek son sicaklik 25°C olacak sekilde sicaklik gradiyenti
olusturuldu. Daha sonra olusan {iriiniin kantitatif analizleri yapildi. Primerler
birlestirildikten sonra pSPgRNA plazmitine ligasyon yapildi. Bu islemden o6nce
plazmitte pimerlerin girmesini saglamak i¢in plazmite kesim islemi yapildi.

3.4.3. Plazmitin kesim islemi

Ligasyon islemi i¢in sgRNA kesim islemi yapildi. Zang Protokolii uygulandi (S.
Konermann, Zhang lab, SAM target sgRNA cloning protocol,2014). 1 mg plasmid
(jelden kesim yapilip piirifiye yapilacaksa 2 mg 6rnek kullanilir.) ile 1 pl fastdigast
Bbsl enzimi 2 pl 10X Fast Digasted Buffer ortaminda karistirildi. Total hacim ddH.O
ile 20 ul’ye ayarlandi. 37°C’de 2 saat, 80°C’de 20 dk inkiibasyon yapildi. Kesilen pSP
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gRNA plazmiti %0,8’lik jelde yiiriitildi. Blue Box cihazinda kesim goriintiilendi.
Istenilen banda sahip olan kesilmis plazmit jelde sabitlendi. Ardindan jelden izolasyon
yapildi. izolasyon i¢in Thermo GeneJet Gel Exraction Kit kullanildi.

3.4.4. Jelden izolasyon

Istenilen bant jelden kesilip ¢ikarildi ve ependorfa aktarildi. Uzerine Binding
Buffer (1:1 oraninda) eklendi. 60°C’de 10 dk agarozun erimesi igin beklenildi ve arada
vorteks yapildi. Agaroz eridikten sonra ependorfun tamami kolona aktarildi. 1 dk
12.000°de santrifiij yapild1 ve kolonun alt kismi degistirildi. Uzerine 700 pl Wash
Buffer eklendi. 1dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Kolonun alt kismi dokiildi.
Ardindan higbir sey eklemeden kolon 30 sn 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Kolonun
filtre kism1 bir ependorfun tizerine takildi ve lizerine 50 ul Elution Buffer eklendi. 3 dk
oda 1sinda inkiibasyona birakildi ve siire tamamlaninca 2 dk 10351 rpm’de santrifiij
yapildi. -20°C’ye kaldirildi.

3.4.5. Ligasyon

1 ul kesilmis pSPgRNA ile 1 ul oligo (10 mM) 1 pl 10X T4 Ligase Buffer
bulundugu ortamda 1 pul T4 DNA Ligase enzimi kullanilarak ligasyon yapildi. Total
hacim ddH.0 ile 10 ul’ye tamamlandi. 37°C’de 30 dK inkiibasyon yapildu.

3.4.6. Transformasyon basamagi

Onceden -80°C’den getirilen DH5a susunun buz iizerinde ¢oziinmesi sagland.
Ligasyon yapilan 6rnegin iizerine 300 ul DH5a kompatent hiicre eklendi ve pipetaj
yapildi. 30 dk buz iizerinde bekletildi. 42°C’de 40-50 saniye bekletildi. Ardindan 2 dk
buz iistiinde bekletildi. Uzerine 250 ul SOC medium eklendi ve 37°C’de 220 rpm’de
60 dk inkiibasyona birakildi. Plazmit amfisilin direngli oldugu i¢in LB Agar (+Amp)
lizerine yayma islemi yapilarak ekim yapildi. Cogalan kolonilerden tek koloni
olanlardan ideal biiyiikliikte olanlar secildi ve LB Bloth (+Amp) i¢ine atildi. O.D
Olctimii yapild1 ve deger 0.4-0.6 arasina denk geldigi zaman; stok olarak saklamak igin
300 ul 6rnekten alindi ve 300 ul %50°lik gliserol eklendi ve -80°C’ye kaldirildi. Geri
kalan s1v1 solusyona plazmit izolasyonu yapildi.

3.4.7. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Thermo GenJet Plasmid Miniprep Kit kulanildi.

15 ml tiip icindeki s1v1 besiyeri 25°C’de 4000 rpm’de 5 dK santrifiij yapildi. Ust
faz dokiildii. Pelete 250 ul Resuspansion Solution + RNAse A eklendi ve pelet
¢ozdiiriildii. Coziinmiis pelet ependorflara aktarildi. Uzerine 250 pl Liziz Buffer
eklendi ve 8 defa alt-iist edildi. Ardindan 350 ul Neutralization Solution eklendi. 8
defa alt-iist edildi. 5 dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Stipernatant kolona aktarildi ve
1 dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Kolonun alt kism1 degistirildi ve tizerine 500 pl
Wash Bufffer eklendi. 1 dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Alt kisim dokildi.
Uzerine 500 ul Wash Bufffer eklendi. 1 dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. Kolonun
filtre kism1 ependorfa aktarildi. 50 pl Elution Buffer eklendi. 2 dk oda isisinda
inkiibasyona birakildi. 2 dk 10351 rpm’de santrifiij yapildi. -20°C’ye kaldirild.
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3.4.8. DNA bl¢iimii

Hazirlanan DNA ve RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop
spektrofotometresi (Thermo Scientific, Waltham, MA) kullanilarak yapildi. Cihaz
oncelikle 1 pl dH20 ile temizlendi. Ardindan DNA ya da RNA’nin ¢oziilmiis oldugu
¢ozeltiden 1 pl almarak 6l¢iim degeri sifirland1. izole edilen DNA ya da RNA’dan 1 pl
aliarak 230, 260 ve 280 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi.

Plazmitler, M13 FORWARD (5' GTA AAA CGA CGG CCA GT 3') primeri ile
tek yonlii sekans analizi yapilmasi i¢in BM firmasina gonderildi.

3.5. Hiicre Kiiltiirii

Invitrogen firmasindan satin alinan insan embriyonik b&brek hiicreleri (AD-293)
kiiltiir islemine kadar sivi azotta (-196°C) saklandi. Sivi azottan alinan hiicreler 37°C
sicakliktaki su banyosunda, tiipiin icerisinde kiigiik bir buz pargasi kalacak sekilde
eritildi. Tip %70’lik etil alkol ile sterilize edildi ve steril kabine koyuldu. 2 ml’lik
serolojik pipet yardimiyla hiicreler tiipiin icerisinden alindi ve 15 ml’lik tiipiin
icerisine aktarildi. 37°C ve %5 CO2’li ortamda 1sitilmis, yliksek glukozlu DMEM,
10% FBS, 1X L-glutamin, 1X NEAA ve 1X antibiyotik-antimikotik (anti-anti) igeren
besin ortamindan 2 ml alind1 ve kiigiik damlalar halinde 15 ml tiipiin igerisindeki
hiicrelerin {izerine birakildi. Bu islem yapilirken tlip yavasca c¢alkalandi. Tiipiin
igerisine son hacim 12 ml olacak sekilde besin ortami eklendi. 1553 rpm’de 37°C’de 5
dk santrifiij yapildi. Siipernatant kismi atildi. Hiicre peleti 12 ml besin ortami
icerisinde ¢oziildii ve T-75 kiiltiir kabina (Corning, Corning, NY) aktarildi. Hiicre
yogunlugu %60-80 oluncaya kadar her giin, 10 ml PBS ile yikandiktan sonra
hiicrelerin besin ortami degistirildi. Deneylerin yapilmasi amaciyla hiicreler 12
kuyucuklu kiiltiir kaplarina pasajlandi. Pasaj sirasinda T-75 kiiltiir ortaminda bulunan
hiicrelerin besin ortamlar1 pipet yardimiyla alindi. 10 ml PBS ile yikama islemi
yapildi. 3 ml Tripsin enzimi eklendi ve 5 dk 37°C ve %5 CO>’li inkiibatorde (Thermo)
bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin kalktig1 goriildiikten sonra 10 ml kiiltiir ortanu
eklendi ve hiicre karisimi serolojik pipet yardimiyla 15 ml tiipe koyuldu. 5 dk 37°C
1890 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatant atildi ve hiicre peleti besin ortamiyla
¢ozdiiriildii. Her kuyusunda 25x10% hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarina (Corning, Corning, NY) pasaj yapildi. Geri kalan hiicreler alinarak {izerine
esit hacimde 2X dondurma ortami eklendi ve Oncelikle -80°C’de bir gece bekletildi.
Ardindan uzun siire saklamak amaciyla sivi azota kaldirildu.

3.5.1. Transfeksiyon

12 kuyucuklu plakanin kuyucuguna 25x10%® AD-293 hiicreleri ekildi. Ekim
isleminden 24 saat sonra hiicreler antibiyotiksiz medyuma alind1 ve Lipofectamine
2000 araciligiyla gRNA plazmiti ile dCas9-VPR plazmitleri transfekte edildi. Purifiye
edilip konsantrasyonlari 6l¢iillen DNA’lardan birinden 1 pl (20 ng/ul) gRNA plazmiti
ve 1 ul (200 ng/ul) dCas9-VPR alinarak Opti-MEM (pH:7.6) ile 50 uL’ye tamamlandi
ve pipetaj yapildi. 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Ayr1 bir ependorfta her
bir 6rnek i¢in 0.5 pL Lipofectamine 2000 ve 4955 upL Opti-MEM (pH:7.6)
birlestirilip pipetaj yapildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakild1. Iki ayr1 mix
birlestirilerek 45 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra AD-293
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hiicrelerinin kiiltiir ortamlarina eklendi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicre kiiltiir
ortami degisimi yapildi.

gPZR sonuglarina gore ideal olarak belirlenen dort gRNA plazmiti 3.5.1°de
bahsedilen tranfeksiyon protokoliine uyularak hiicrelere transfekte edildi. Bunun i¢in;
1 ul (toplam miktar 20 ng/ ul) olacak sekilde alindi 1 pl (200 ng/ ul) dCas9-VPR ile
beraber 25x10° hiicreye sahip olan AD-293 hiicrelerine verildi. Ayrica dort gRNA
plazmiti 1 pl (toplam miktar 80 ng/ pl) olacak sekilde alindi ve 1 pl (200 ng/ pl)
dCas9-VPR ile beraber 25 x10° hiicreye sahip olan AD-293 hiicrelerine verildi. Bu
deney icin; bir set 12 kuyucuklu kiiltiir ortami1, RNA izolasyonu ve devaminda takip
eden caligma siirecleri i¢in hazirlandi. Diger kiiltiir ortami ise transfeksiyonun
gerceklesip gerceklesmedigini gostermek i¢in 1 pl (200 ng/ul) dCas9-VP64_GFP
verilecek sekilde kuruldu. Bu transfeksiyonu gostermek i¢in bu kuyucuklardaki
hiicrelerin  bir kismi 24 saat tamamlandiginda, diger bir kismi ise 48 saat
tamamlandiginda bu hiicrelerin goriintiileri alindu.

Her iki deney diizeneginin transfeksiyondan bir giin sonra hiicrelerin besin
ortam1 degistirildi ve transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden RNA izolasyonu
yapildi. Ardindan qPZR yapilarak Pdx1 genindeki ekspresyonun miktarindaki artiga
bakildi.

3.5.2. Hiicre cekirdeginin boyanmasi

dCas9-VP64 GFP verilmis olan hiicrelerin transfeksiyondan 24 saat ve 48 saat
sonra besin ortam1 uzaklastirildi. Hiicreler yeni hazirlanmis ve 37°C’de 30 dk 1sitilmis
olan kiiltiir ortamiyla yikandi. Ardindan bu kiiltiir ortam1 da g¢ekilerek 1:400 oraninda
olacak sekilde yiiksek glukozlu DMEM’de hazirlanmis olan Hoechst boyasi bu
kuyucuklara verildi ve 20 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
tamamlaninca hiicrelerin goriintiileri alindi. Boylelikle transfeksiyondan 24 saat ve 48
sonra hiicrelerin LEICA DMIB G (Leica microsystems, Germany) mikroskobu ile
gorintiileri elde edildi.

3.5.3. RNA izolasyonu

Diger hiicre kiiltiirinden transfesiyondan 48 saat sonra Thermo Scientific
Genelet RNA Purification Kit kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.

Ik olarak hiicrelerin iizerine 600 pl Liziz Tampon eklendi ve pipet ucuyla
kazima iglemi yapildi (1000 pl liziz tampona 20 pl beta merkapto etanol eklendi). Sivi
kisim ependorfa eklendi ve 10 sn vorteks yapildi. Uzerine 360 pl etanol eklendi ve
pipetaj yapildi. Elde edilen siispansiyon kolona aktarildi. Santrifiij yapildi ve alt kism1
dokiildi. Kolonun iizerine 700 ul Wash Buffer-1 eklendi. Santrifiij yapildi. Alt kisim
dokiildii. 600 pl Wash Buffer-2 eklendi. Santrifiij yapildi. Alt kistm dokiildii. Uzerine
250 pl Wash Buffer-2 eklendi. Santrifiij yapildi. Kolonun filtre kismi yeni bir
ependorfun iizerine takildi. Uzerine 100 pl Elution Buffer eklendi. 3 dk oda 1sisinda
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon siiresi tamamlaninca santrifiij yapildi ve &rnekler -
80°C’ye kaldirildi. Izole edilen RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizleri NanoDrop
spektrofotometre kullanilarak 6l¢iildii.
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Elde edilen RNA’lar ile cDNA sentezi yapildi. Bu islem i¢in ilk olarak Thermo
DNase Kiti kullanildi. RNA 6rneginden 1 pl (250 pg-1000 pg olacak sekilde
ayarlandi) alindi ve 1 ul 10X Buffer eklendi. Bu karistmin iizerine 1 ul DNase I
eklendi ve ddH20 ile total hacim 10 pl’ye tamamlandi.

DNase Kosullar;; 37°C’de 60 dk inkiibasyon yapildi. Uzerine 1 pl 50 mM
EDTA eklendi. 65°C’de 10 dk inkiibasyon yapildi. DNase isleminin olup olmadigin
kontrol etmek i¢in PCR yapildi.

3.5.4. PZR ve qPZR’de kullamlan primerler

gRNA plazmitlerinin hiicreye transfeksiyon isleminden sonra yapilacak olan
PZR ve qPZR i¢in gerekli olan primerler Cizelge 3.4’te yer almaktadir.

Cizelge 3. 4. PZR ve qPZR’de kullanilan primerler

Genler Dizi

hPdx1 Forward (5°-3”) GGAACTCCTTCTCCAGCTCTA
hPdx1 Reverse (5°-3”) CCTTTCCCATGGATGAAGTC
hGapdh Forward (5°-3) AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT
hGapdh Reverse (5°-3°) CCCCACTTGATTTTGGAGGGA

PZR uygulamasinda; 5 pl 10X Tampon, dNTP 0.5 ul, 0.4 pl Forward, 0.4 pl
Reverse ve 0.125 pl Taq polimeraz bir ependorf tiipte karistirildi ve 1 pl DNA
Orneginin iizerine eklendi ve total hacim dH20 ile 25 pl’ye tamamlandi. PZR
kosullari: 95°C 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C 30 s denatiirasyon, 60°C 45 s
baglanma, 68°C 1 dk uzama ve 68°C 5 dk final uzamasi protokolii; denatiirasyon ve
uzama aralig1 38 dongii olacak sekilde PZR tamamlandi.

3.5.5. DNA orneklerinin yiiriitiilmesi

Hazirlanan agaroz jel, 1X TAE tamponuyla doldurulmus olan kiivete
yerlestirildi. 20 ul DNA ¢ozeltilerinin ilizerine 4 pl 6X yiikleme tamponu eklendi.
DNA jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Birinci kuyucuga referans olarak 3ul 1 kb DNA
Lader yiiklendi. Ornekler tamamen agilana kadar 90 V’da elektroforez ile
yuriitiildii.

3.5.6. cDNA sentezi

cDNA Sentezi i¢in Biorad cDNA Sentez Kiti kullanildi. cDNA sentezi igin; 1 pl
DNase uygulanmig 6rnek miktar1 (1000 ng/ul) alindi. 2 pl 5X iScript Reaksiyon
Tampon ve 0.5 pl iScript Reverse transkriptaz eklendi. Total hacim dH20 ile 10 ul’ye
tamamlandi. CDNA Kosullari; sentezin hazirhigi igin 25 °C’de 5 dk, RNA’dan DNA
eldesi i¢in 42 °C’de 30 dk ve reverse transkriptaz enziminin durdurulmasi i¢in 85
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°C’de 5 dk inkiibe edildi. cDNA elde edilip edilmedigini kontrol etmek igin PZR
kuruldu.

PZR uygulamasinda; 5 pl 10X Tampon, dNTP 0.5 pl, 0.4 pul Forward, 0.4 pl
Reverse ve 0.125 pl Taq polimeraz bir ependorf tiipte karistirildi ve 1 pl DNA
orneginin iizerine eklendi ve total hacim dH.O ile 25 pl’ye tamamlandi. PZR
kosullari: 95°C 3 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 95°C 30 s denatiirasyon, 60°C 45 s
baglanma, 68°C 1 dk uzama ve 68°C 5 dk final uzamasi protokolii; denatiirasyon ve
uzama aralig1 30 dongii olacak sekilde PZR yapildi.

Ornekler 3.5.5.’te agiklanan DNA &rneklerinin yiiriitiilmesi protokoliine gore
elektroforez ile yiiriitiildii.

3.5.7. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (kPZR)

cDNA o6rnekleri kantitatif PZR yapilarak Light Cycler 96 system ( Roche, Basel,
Switzerland ) cihazinda analiz edildi. Biorad kPZR mix Kiti kullanildi. Bir 6rnek igin;
5 ul IQ’SYBR Green siipermix (2X konsantrayonlu), 1 pl cDNA 6rnegi (100-300 ng
olacak sekilde ayarlandi), 0.2 pl Forward ve 0.2 ul Reverse primer alindi. Total hacim
dH20 ile 10 pl’ye tamamlandi. KPZR kosullari: Baglangi¢ denatiirasyon i¢in 95 °C’de
10 dk, denatiirasyon i¢in 95 °C’de 15 sn, baglanma ve uzama igin ise 60 °C’de 60 sn
protokolii; denatiirasyon ile baglanma ve uzama aralii 40 dongii olacak sekilde
inkiibasyon yapildi.
Karsilastirmali dl¢iim 2722t ile hesaplandi, Pdx1 i¢in Gapdh ekspresyonuyla
normalize edildi.

3.5.8. istatistiksel Analiz

Yapilan qPZR sonucunda elde edilen 222" degerlerinin istatistiksel olarak
anlamliliklarini gostermek icin Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) testi yapildi.
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4. BULGULAR
4.1. gRNA Plazmitlerinin ve CRISPR/dCas9-VPR Plazmitinin Transfeksiyonu

20 ng olacak sekilde alinan gRNA plazmitleri ile 200 ng dCas9-VPR ile ayr1 ayri
verildigi deney diizenegi igin pozitif kontrol olarak kullanilan dCas9-VP64-GFP
plazmitinin Sekil 4.1 ve Sekil 4.2'de transfeksiyondan 24 saat ve 48 saat sonrasi ideal
kosullar saglayan transfeksiyon sonuglar1 gosterildi.

A B

dCas9-VP64 GFP verilmis hiicreler

C D
dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicreler

Sekil 4.1. HEK-293 hiicre hattina gRNA ayr1 ayri verildiginde dCas9-VP64 GFP
plazmiti verilmis ve verilmemis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonundaki goriintiisii
(Fotograflar 10X ile gekildi. A: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin DAPI ile
boyanmasini, B: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin GFP 1simasini, C: negatif
kontrol (dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, D: negatif
kontroliin GFP 1s1masini gosteriyor. Cetvel 100 pm’dir.)
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A B
dCas9-VP64 GFP verilmis hiicreler

C D

dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicreler

Sekil 4.2. HEK-293 hiicre hattina gRNA ayr1 ayr1 verildiginde dCas9-VP64 _GFP
plazmiti verilmis ve verilmemis hiicrelerin 48 saat sonundaki goriintiisii (Fotograflar
10X ile ¢ekildi. A: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, B:
dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin GFP 1simasini, C: negatif kontrol (dCas9-
VP64 GFP verilmemis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, D: negatif kontroliin GFP
1s1masini gosteriyor. Cetvel 100 pm’dir.)

Transfeksiyonun  gosterilmesinin ~ ardindan;  endogenik  Pdx1  geninin
aktivasyonunun saglanip saglanmadigini 6grenmek amaciyla transfeksiyondan 48 saat
sonra AD-293 hiicre hattindan RNA izolasyonu ve RNA’lardan cDNA sentezi yapildi.
Elde edilen cDNA’lara Pdx1l geni igin yapilan qPZR sonuglar1 negatif kontrolle
(plazmit verilmemis AD-293 hiicresi) 224 degerlerine gére kiyaslama yapildig
zaman Sekil 4.3’de gosterildigi gibi bir grafik elde edildi. Bu grafige gore
CRISPR/dCas9-VPR aktivasyon domaini kullanilarak Pdx1 geninin aktivasyonu igin
yapilan ANOVA testine gore gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yokken
(p:0.06>0.05) deneysel olarak anlamli farkliliklar oldugu goriildii. Deneysel sonuglara
bakilarak; 4 adet gRNA plazmiti belirlendi. Bunlar; gRNA-1, gRNA-2, gRNA-4 ve
gRNA-8 plazmitleridir.
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3,5

2,5 I

1,5

T
1 T
0 T T T T T T T T T T

gRNA1 gRNA2 gRNA3 gRNA 4 gRNAS gRNAG gRNA7 gRNAS gRMA 9 gRNA 10 Negatif
Kontrol

Relatif Ekspresyon Oranlari

Sekil 4.3. HEK-293 hiicre hattina Pdx1 geni i¢in secilen gRNA plazmitlerinin ayr1 ayri
CRISPR/dCas9-VPR ile transfeksiyonu sonrasi qPZR sonucu

Pdx1 geninin promotor bolgesinde bulunan tekrarlayan diziler ve tasarlanan
primerlerin yeri sekil 4.4’de gosterildigi gibidir.

Pdx] GENININ PROMOTOR
BOLGESI

TATA GC GC TATA GC CCAAT CCAAT
KUTUSU KUTUSU EUTUSY EUTUSU EUTUSU KUTUSU EUTUSU
-270 -253 -245 -186 -170 -149 142 -92 -50 0
ERNA-1(-260.-240)
ERNAS (98.79)
gRNA-3 (-168,-148) gRNA (42.-22)
BRNA-5(-223,203) e
- gRNA-T (-143.-127) RNA-10(97.57)
eRNA-6(-270.-230) eRNA-2(-203-183)
ERNA-S (-120-100)

Sekil 4.4. Pdx1 geninin promotor bolgesinde bulunan tekrarlayan dizilerin ve
tasarlanan primerlerin bulunduklari yerler
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4.3. Secilen gRNA Plazmitlerin Birlikte dCas9- VPR Plazmiti ile Transfeksiyonu

Ideal olarak belirlenilen gRNA’larmn Pdx1 geninin promoter bdlgesinde
bulunduklart yerler Sekil 4.5.’te gosterildigi gibidir.

CCATTTTGGGGAGCACCGCCAGCTGCCCGTTCAGGAGTGTGCAGCAAACTC
AGCTGAGAGAGAAAATTGGAACAAAAGCAGGTGCTCGCGGGTACCTGGGC
CTAGCCTCTTAGTGCGGCCAGCCAGGCCAATCACGGCCCCCGGCTGAACC

ACETEECEECEEEEEEEABEETA TGGTGCGGCGGCCGGCCCGCCGGTCCGC
GCGGAGCTGTCAAAGCGAGCA

GCTGGCTGTGGGTTCCCTCTGAGATCAGT]
GGGGTGGCGCCGGGAGTGGGA

gRNA-1gRNA-2gRNA-4GRNA

Sekil 4.5. ideal 4 gRNA’nin Pdx1 geninin promotor bdlgesinde bulunduklari yerler

Bu 4 gRNA plazmiti (gRNA-1, gRNA-2, gRNA-4 ve gRNA-8) birlikte 12
kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki AD-293 hiicrelerine verildi. Transfeksiyonun olup
olmadigimi gozlemlemek igin 1 pl (200 ng/ul) VP64-GFP plazmiti de bir kuyucuga
verildi. Transfeksiyonun gergeklestigi hiicrelerde Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterildigi
gibi GFP 1g1mas1 goriildii.
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dCas9-VP64_GFP verilmis hiicreler

C D

dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicreler

Sekil 4.6. HEK-293 hiicre hattina gRNA birlikte verildiginde dCas9-VP64 GFP
plazmiti verilmis ve verilmemis hiicrelerin 24 saat inkiibasyon sonundaki goriintiisii
(Fotograflar 10X ile ¢ekildi A: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin DAPI ile
boyanmasini, B: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin GFP 1simasini, C: negatif
kontrol (dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, D: negatif
kontroliin GFP 1gimasini gosteriyor. Cetvel 100 um’dir.)
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A B
dCas9-VP64 GFP verilmis hiicreler

C D

dCas9-VP64 GFP verilmemis hiicreler

Sekil 4.7. AD-293 hiicre hattina gRNA birlikte verildiginde dCas9-VP64_GFP
plazmiti verilmis ve verilmemis hiicrelerin 48 saat sonundaki goriintiisii (Fotograflar
10X ile ¢ekildi. A: dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, B:
dCas9-VP64 GFP verilmis hiicrelerin GFP 1simasini, C: negatif kontrol (dCas9-
VP64 GFP verilmemis hiicrelerin DAPI ile boyanmasini, D: negatif kontroliin GFP
1simasini gosteriyor. Cetvel 100 pm’dir.)

Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve
elde edilen cDNA’larla qPZR yapildi. qPZR sonuglar1 Sekil 4.8°deki grafikte
gosterildi. Bu grafige gore CRISPR/dCas9-VPR aktivasyon domaini i¢in Pdx1 geninin
aktivasyonu icin yapilan ANOVA testine gore gruplar arasinda istatiksel olarak
anlaml bir farkin (p:0.006<0.05) oldugu goriildii.
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Relatif Ekspresyon Oranlari

total 20 ng gRNA total 80 ng gRNA negatif kontrol

Sekil 4.8. AD-293 hiicre hattina Pdx1 geni i¢in segilen 4 gRNA plazmitlerinin bir
arada dCas9-VPR ile transfeksiyonu sonrasi gPZR sonucu (*isareti p: 0.006< 0.05)
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5. TARTISMA

Bakterilerde bulunan CRISPR sistem, hedef genlerin diizenlenmesi RNA aracili
niikleaz teknolojisiyle araciligiyla yapilmistir (Cong vd. 2013; Hwang vd. 2013; Jinek
vd. 2012; Mali vd. 2013; Shen vd. 2013)

Gen diizenlenmesi; pek ¢ok hastaligin tanimlanmast ve tedavi edilmesi igin
oldukc¢a 6nemlidir (H Keneto vd. 2015; Habener vd. 2005; Kaneto vd. 2008). Yapmis
oldugumuz bu calismada; Tiirkiye’de yaygin hastaliklar arasinda goriilen diyabet
hastalig1r iizerine yogunlasildi. Bu hastaligi etkileyen faktorlerden pankreatik
hiicrelerin diizenlenmesi i¢in 6nemli bir transkripyon faktér olan Pdx1 geninin
diizenlenmesi ile ilgili caligmalar yapilda.

Onceki calismalarda gen aktivasyonu saglamak igin Cinko-parmak niikleaz
(ZFNs) ve transkripsiyon aktivator benzeri efektor niikleaz (TALENSs) gibi pek ¢ok
farkli  teknoloji  kullanilmustir.  Ilerleyen zamanlarda CRISPR  sisteminin
kesfedilmesiyle yapilan ¢alismalarda bu sistem kullanilmaya baslanmistir. Cilinkii bu
sistemde kullanilan dizilerin, hedef dizi digindaki bolgelere baglanma olasiliklar1 daha
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle de bu sistem, diger sistemlerle kiyaslandiginda
hedef diziye baglanma spesifikligi daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica
uygulanma sekli olarak diger sistemlere gore daha kolay bir yontem oldugu
belirlenmistir (Li vd. 2013; Shan vd. 2013). Bu yiizden bu c¢alismada; CRISPR
sistemini kullanilarak gen aktivasyonu caligsmalari yapildi.

VPR ii¢ farkli transkripsiyon aktivatoriin kaynastirllmasiyla (VP64, p65 ve
RTA) elde edilmistir. Onceki ¢alismalarda transaktivatér domain olarak VPR
domainin yiiksek verimlilikte oldugu gosterilmistir (Cheng vd. 2013; Gilbert vd.
2013; Maeder vd. 2013; Perez-Pinera vd. 2013; Mali vd. 2013). Bu yiizden, bu
calismada transaktivator domain olarak VPR domainini {izerine yogunlasildi.
Calismamizda HEK-293 kullanma nedenimiz; bu hiicre hattinin deneysel
caligmalarda transfeksiyon g¢alismalarinda kolayca tranfekte edilebilecek bir hiicre
hatt1 olmasidir.

Morgan vd. (2013) yaptig1 bir ¢alismada, gRNA plazmit konsantrasyonu igin
konsantrasyon arttik¢a verimin yiikseldigi bulmustur. Ancak yaptigimiz galigmada tam
tersi bir durum gerceklesti. Bunun nedeni, tasarladigimiz primerlerin aktarildigi
plazmitin HEK-293 hiicre hattindaki yarattii stres etmenin daha yiiksek olmasi
olabilir.

gRNA plazmitleri ayr1 ayrt HEK-293 hiicrelerine transfekte edildiginde; gRNA-
5 plazmitinin Pdx1 geni i¢in KPZR sonucuna bakildiginda bu plazmitin ¢alismadiginin
goriilmesinin nedeni; bu plazmitin hiicreye girmemis olmas1 olabilir. kPZR
sonuglarinda gRNA-3 ve gRNA-6 plazmitleri TATA kutusunu, gRNA-7 plazmitini
GC kutusunu, gRNA-9 plazmiti CCAAT kutusunu kapsayacak sekilde tasarlanmig
olmalarina ragmen verimlerinin diisik olmasinin nedeni; bu plazmitlerle
CRISPR/dCas9-VPR domaini birlikte hedef diziye baglanmamis olmasi olabilir.
Bagka bir olasilik ise, bu gRNA’larin hedef dis1 bolgelere baglanma oranlarinin diger
plazmitlere gore daha yiliksek olmus olmasi olabilir.
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gRNA-1, gRNA-2, gRNA-4 ve gRNA-8 numarali plazmitlerde Pdx1 geninin
TATA kutusu ya da GC kutusu bolgelerin bulundugu yerlere yakin olacak sekilde
tasarlanmasi ve hedef diziler disindaki dizilere baglanma oraninin daha diisiik olmasi
nedeniyle; bu plazmitler hiicreye verildigi zaman Pdx1 genininin ekspresyonunda
yiikselmeye neden olmus olabilir. Ayrica, diger plazmitlere kiyasla bu plazmitlerin
CRISPR/dCas9-VPR domaini ile beraber hedef diziye daha fazla oranda baglanmis
olmast, bunlarin veriminin daha yiiksek olmasina neden olmus olabilir.

Bununla birlikte; Chave vd. (2015) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, her genin
ekspresyon diizeyinin kullanilan transaktivatér domaine ve kullanilan hiicre hattina
gore degisebilecegi tespit edildi. Bu yiizden; yaptigimiz tez ¢alismasinda Pdx1 geninin
ekspresyonu etkileme orani diisiik olan gRNA plazmitleri baska bir hiicre hattina ya da
baska bir transaktivatdor domainle beraber hiicrelere transfekte edilirse; bu gRNA
plazmitlerinin Pdx1 geninin ekspreyonuna etkisi degisebilir.

Ideal olan bu dért gRNA plazmiti bir arada gRNA plazmit miktar 20 ng ve 200
ng CRISPR/dCas9-VPR olacak sekilde hiicrelere verildi. Ayrica, total gRNA plazmit
miktar1 80 ng olacak sekilde ve 200 ng CRISPR/dCas9-VPR ile beraber hiicrelere
verildi. Elde edilen 222 oranlarina bakildiginda; total gRNA plazmiti 20 ng olarak
verilen hiicrelerde, total gRNA plazmiti 80 ng olarak verilen hiicrelere gore daha
yiiksek degerde ¢ikmasinin nedeni; fazla miktarda plazmitin hiicrelerde toksit etki
yaratip hiicrelerin strese girmesine ve bu durumun hiicrelerin 6lmesine neden olmus
olmasi olabilir. Ayrica bu ideal 4 gRNA ayr1 ayr1 plazmitler halinde degil de tek bir
plazmite aktarilmis olsaydi; hiicrelerde bu plazmitlerin yaratmis oldugu toksit etki
azalacag1 i¢in verim daha yiiksek olabilirdi.

Bu calisma ile disaridan herhangi bir viriis kullanilmadan, hiicrelere
CRISPR/dCas9-VPR aktivator sistem kullanilarak lipofektamin gibi bir transfeksiyon
ajan1 ile hedef genin aktivasyonu saglayacak bazi primerler tespit edilebilecegi
gosterildi. Ayrica DNA dizisinde herhangi bir mutasyon yapmadan da gen
aktivasyonunu saglayan primerlerin bulunabilecegini gosterildi. Pdx1 geninin
aktivasyonunu saglayan en iyi bolgeler tespit edilerek Diabetes mellitus hastali§inin
tedavisi igin ihtiya¢ duyulan alternatif beta hiicresi kaynaklarinin olusturulmasina
katki saglayacak sonuclar elde edildi.

Bu calismalara ek olarak; HEK-293 hiicrelerine ek olarak baska hiicre hatlarina
de bu plazmitler ve CRISPR/dCas9- VPR sistemi kullanilarak Pdx1 geninin
aktivasyonuna bakilabilir. /n vitro kosullarinda yapilan bu calismalara farelerin
tizerinde in vivo c¢aligmalar yapilarak Pdx1 geninin ekspresyon diizeyindeki
degisimlere bakilabilir. Pdx1 geninde aktivasyon i¢in promotor bdlgesinden Once
bulunan 250 bp’lik alandan daha genis bir alanda gRNA tasarlanilarak aktivasyona
bakilabilir.
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6. SONUCLAR
6.1. Pdx1 Geni i¢in Primerlerin Dogrulugunun Tespit Edilmesi

Tasarlanan primerlere sekans analizi yapilarak dogru sekanslar olduklar1 tespit
edildi.

6.2. dCas9-VPR ile gRNA Plazmitlerinin Ayr1 Ayr1 Hiicrelere Transfeksiyonu

Tranfeksiyon igslemi yapilmadan 6nce HEK-293 hiicre hattina transfeksiyonun
gerceklestirilip gergeklestirilmedigini gdstermek i¢in 200 ng dCas9-VP64_GFP
lipofektamin 2000 ile transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyondan 24 saat ve 48 saat
sonra elde edilen GFP 1simalarinin mikroskop altindaki goriintiileri gosterildi (Sekil
4.1 ve Sekil 4.2).

Transfeksiyonun gerceklestirildigi gosterildikten sonra 20 ng gRNA plazmitleri
ve 200 ng dCas9-VPR pH:7.6 olan optimemli her bir kuyucukta 25x10° HEK-293
hiicresi olan 12 kuyucuklu hiicre kaplarimin her bir kuyucuguna verildi.
Transfesiyondan 48 saat sonra plazmit verilen olan HEK-293 hiicrelerinden RNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen bu RNA’lardan ¢cDNA elde edildikten sonra bu
cDNA’lara KPZR yapildi. KPZR sonuglart sekil.4.3.’de gosterildigi gibi elde edildi.
Elde edilen bu kPZR sonuglarina ANOVA yapildi. Analiz sonucunda; bu 10 farkl
gRNA plazmiti arasinda istatistiksel olarak fark yok iken, deneysel olarak fark
goriildii. Bu KPZR sonuglarina deneysel olarak fark olup olmadigina bakilarak ideal
olan 4 gRNA plazmiti belirlendi. Bunlar; gRNA-1, gRNA-2, gRNA-4 ve gRNA-8
plazmitleriydi.

6.3. dCas9-VPR ile gRNA Plazmitlerinin Birlikte Hiicrelere Transfeksiyonu

Ideal olarak belirlenilen 4 gRNA (gRNA-1, gRNA-2, gRNA-4 ve gRNA-8)
plazmitleri birlikte HEK-293 hiicre hattina transfekte edildi. Bunun igin bir
kuyucugunda 25x10%® HEK-293 hiicresi bulunan 12 kuyucuklu hiicre kabmin bir
kuyucuguna 200 ng dCas9-VPR ile bu 4 gRNA plazmitinin toplam miktar1 20 ng
olacak sekilde alinip pH:7.6’l1 optimem ortaminda lipofektamin 2000 transfeksiyon
ajam ile transfekte edildi. Diger bir kuyucukta ise bir kuyucugunda 25x10° HEK-293
hiicresi bulunan 12 kuyucuklu hiicre kabinin bir kuyucuguna 200 ng dCas9-VPR ile bu
4 gRNA plazmitinin toplam miktar1 80 ng olacak sekilde alinip pH:7.6’l1 optimem
ortaminda lipofektamin 2000 transfeksiyon ajani ile transfekte edildi. Transfeksiyonun
gerceklesip gergeklesmedigini gostermek igin bir kuyucuga da 200 ng CRISPR/dCas9-
VP64 _GFP lipofektamin 2000 ile transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyonun
inkiibasyonun 24 saat ve 48 saat sonrasinda elde edilen GFP 1simalarinin mikroskop
altindaki goriintiileri gosterildi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Transfeksiyondan 48 saat sonra plazmit verilmis olan HEK-293 hiicrelerinden
RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen bu RNA’lardan ¢cDNA elde edildikten sonra bu
cDNA’lara KPZR yapildi. KPZR sonuglart sekil.4.8.’de gosterildigi gibi elde edildi. Bu
kPZR ANOVA yapildiginda toplam 20 ng gRNA plazmitleri verilmis olan hiicreler ile
toplam 80 ng ng gRNA plazmitleri verilmis olan hiicreler arasinda hem istatiksel hem
de deneysel olarak fark goriildii.
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