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ONSOZ

Bilim insanlarinin bir organizmadaki herhangi bir genomu diizenlemelerini saglayan
CRISPR teknolojisi, insanlik tarihinde icat edilen en giiglii genetik diizenleme araci
olarak diistiniilebilir. Kesfinden bu yana bircok organizmada kusurlu genleri
diizenlemek, hayvan modelleri olusturmak, bakteri ve viriis enfeksiyonlarini kontrol
etmek, genotip ve hiicresel davranislar arasindaki nedensel iligkiyi ortaya koymakta
yiiksek verimlilikle kullanilmistir. Genom diizenleme g¢alismalarinda, kiigiik viicut
bitiinligi, disik bakim maliyeti, kisa tireme dongiisii ve kisa dmiir nedeniyle
kemirgen modelleri siklikla tercih edilmistir. Spermatogonyal kok hiicrelerinde
(SKH) ilk olarak fare ve sigan arastirmalarinda kullanilan niikleaz aracili genom
diizenleme kavrami biiyiik ¢iftlik hayvanlarinin SKH’lerinde niikleaz aracili genom
diizenleme igin platform saglamistir. CRISPR-Cas9 sisteminin memeli genomunu
diizenlemek icin ilk uygulamasi 2013 yilinda bildirilmistir (Cong ve ark., 2013).
Spermatogonyal gelisim siirecinin bircok parakrin molekiiler faktoriin kontroliinde
olmasi ve karmasgiklig1 nedeniyle SKH genom diizenleme ac¢isindan uygulamanin zor
oldugu bir hiicre hattidir. Bu ¢alismada SKH hattinda, fonksiyon kaybi infertilite ile
iliskilendirilmis olan Testis-expressed 15 (Tex15) geninde CRISPR-Cas9 teknigi ile
lipit aracili transfeksiyon uygulamasi yapilmis ve SKH’lerin diger hiicreler gibi
kimyasal transfeksiyona diren¢li olmadigi ortaya konulmustur. Calismada kullanilan
optimizasyon yontemleri ile laboratuvarimizda hiicre kiiltiirii ve genom diizenleme

calismalarina zemin hazirlanmstir.
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ABM Applied Biological Materials
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1. GIRiS

Son yillarda biyoteknoloji alaninda gergeklesen ¢igir acici gelismelerle gen
hedeflemenin ve hatta kisisellestirilmis tedavi uygulamalarinin 6nii acilmistir. Bu
gelismelerden birisi de genomda istenilen diziyi 6zgiin olarak kesen niikleazlarin
kullanildig1, gen hedeflemeye yonelik yaklasimlardir. Diizenli Aralikla Boliinmis
Kisa Palindromik Tekrar Kiimeleri (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats, CRISPR) ve CRISPR iliskili protein-9 (CRISPR associated
protein 9, Cas9) gibi sekansa 6zgli endoniikleaz kullanan “CRISPR-Cas9” metodu
yeni genom modifikasyon yontemlerinden birisidir. CRISPR-Cas9 ¢esitli hiicre
tipleri ve organizmalarda biyolojik siireclerin incelenmesi i¢in, baz ekleme, baz
citkarma ve baz degisimlerine olanak verdiginden, hedeflenmis genomik

mutasyonlarin iiretilmesinde yaygin olarak kullanilmaya baglanmustir.

Cinko parmak niikleaz (Zinc Finger Niiklease, ZFN) ve Transkripsiyon
Aktivatorii Benzeri Efektor Niikleaz (TALEN) gibi Onceki genom diizenleme
araglarinin  aksine, CRISPR-Cas9 diizenleme sistemi protein tasarimina
dayanmamaktadir. CRISPR sistemi ilgilenilen geni hedeflemek i¢in tasarlanmig bir
endoniikleaz ve tasarlanmis tek bir kilavuz RNA (single guide RNA, sgRNA)
gerektirmektedir. DNA iizerinde kesim yapilabilmesi i¢cin hedef DNA sekansinin
PAM olarak adlandirilan “NGG” dizisinin bulundugu bdlgeye bitisik olmasi
gereklidir. Bir sgRNA tarafindan yonlendirilen Cas9, hedef bolgeye yerleserek ¢ift
sarmall1 kirik olusturur. Hiicre, olusan bu kirig1t DNA tamir mekanizmalarindan
homolog rekombinasyonu (homolog recombination, HR) ya da homolog olmayan
uglarin birlesmesini (Non-homologous end joining, NHEJ) kullanarak tamir eder.
Kullanilan tamir mekanizmasima bagli olarak genomda farkli modifikasyonlar
meydana gelir. CRISPR-Cas9 aracili genom diizenleme kilavuz RNA tasariminin
kolaylig1, nispeten diisiik uygulama maliyeti olmasi, birden fazla genin aynt anda ve
sistematik bir sekilde diizenlenebilir olmasiyla, genom diizenleme arastirmalari igin

son yillarda daha fazla tercih edilmektedir.



Mevcut literatiirde CRISPR-Cas9’un spermatogonyal kok hiicrelere (SKH)
uygulanmalari, spermatogenez ve  spermatogenetik  basarisizligin - genetik
mekanizmasinin ortaya ¢ikarilmasinda etkili birer yontem olabilecegi bildirilmistir
(Chapman ve ark., 2015;Wang ve ark., 2017). Ancak bu konuda ¢ok az calisma
bulunmaktadir. Spermatogenezde rol alan genetik mekanizmalar hala tam olarak
bilinmemekte her gegen giin infertilite iliskili yeni genler tamimlanmaktadir. Ornegin,
Testis-expressed 15 (Tex15), kromozomal sinaps ve mayotik rekombinasyon i¢in
gerekli bir protein olarak tanimlanmustir. 7ex/5 genindeki fonksiyon kaybi
erkeklerde erken mayotik arreste neden olurken, disilerde bu etki goriillmemis ve bu
gende meydana gelen mutasyonlar infertilite ile iligkilendirilmistir (Yang ve ark.,

2008).

Bu arastirmada spermatogenezde etkili olan Tex/5 geninin spermatogonyal
hiicrelerde CRISPR-Cas9 sistemi kullanilarak susturulmasi amaglanmistir. Boylece,
Tex 15 mutasyonu iligkili erkek infertilite modeli CRISPR-Cas9 yontemi kullanilarak
in vitro sartlarda taklit edilmeye caligilacaktir. CRISPR-Cas9 yontemiyle
spermatogonyal kok hiicrelerde bu genin susturulmasi  metodolojisinin
uygulanmasiyla, ileride farkli tiirlerde farkli mutasyonlarn benzer gekilde

olusturulmasi ya da mutasyonlarin geri dondiiriilmesi miimkiin olabilecektir.



1.1. Spermatogonyal Kok Hiicre

Kok hiicreler, islevsel olarak farklilasmamuis, kendini yenileme, farkli hiicrelere
farklilasma yetkinligi (potensi) ve klon olusturma yetenegine (klonalite) sahip
hiicrelerdir. Bu 6zellikler embriyonik kok hiicreler (EKH), fotal ve bazi yetiskin kdk
hiicrelerinde goriilse de organizmada sinirlt sayida kendini yenileme yetenegine
sahip olmayan ancak farklilasabilen hiicreler de bulunmaktadir. Erkeklerde
spermatozoonlarin Onciisii olan spermatogoniumlar1 olusturacak primordiyal germ

hiicreleri pluripotent 6zelliktedir (Can, 2008).

Spermatogonyal kok hiicreler (SKH), testisdeki eriskin  kok hiicre
popiilasyonudur. Bu hiicreler, kendini yenileme ve spermatozoonun Onciil
hiicrelerine farklilasma yetenegine sahiptirler (Sekil 1.1) ve spermatogenezin esasini
olustururlar. Postnatal donemde ortaya ¢ikan bu hiicreler hayat boyu devamliligini
stirdiirmektedir (Can, 2014). SKH’lerin 6nciilleri olan primordiyal germ hiicreleri,
yolk kesesi endoderminden farklilagarak insanlarda embriyonal ddnemin 6.
haftasinda, farelerde ise ¢iftlesme sonrast 12. glinde (day post coitum, dpc) gonadal
kabartilara yerlesirler. Dogumdan once mitozla ¢ogalarak gonosit adim1 alan bu
primordiyal germ hiicreleri, dogumdan sonra ise yasamlarin1 SKH olarak stirdiiriir.
Gonositlerin SKH’lere doniisiimii erkek farelerde postnatal 0 — 6 giinler arasinda
gerceklesir ve bu hiicreler ilk biyolojik aktivitelerine yaklasik postnatal 3.- 4 giinler
arasinda baslamaktadirlar. Insan ve diger primatlarda bu siire¢ yillarla ifade

edilmektedir (Can, 2014; Chen ve ark., 2015; Dym ve ark., 2009).
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Sekil 1.1. SKH’lerin kendini yenileme ve farklanmasini gosteren sematik diyagram:
Adark(Ag) spermatogonyumlarin mitotik bolinmesiyle baslar. A4 spermatogonyumlarin
boliinmesiyle sitoplazmik kopriiler aracilig ile birbiriyle baglantilt Agqe spermatogonyumlar
ve bu hiicrelerin mitotoik boliinmeleri ile de tip Bspermatogonyumlar meydana gelir.(Chen
ve ark., 2015).

Yetiskin testiste SKH’lerin yenilenmesi ve farklilasmasi, spermatogenez ve
fertilitenin siirdiiriilmesini diizenler (Dadoune, 2007). SKH’lerin yenilenme ve
farklanmalari ise gen ekspresyonlari ile intrinsik ve “nig” adi verilen mikro ¢evreden
gelen sinyaller ile ekstrinsik olarak kontrol edilir (Can, 2014). Seminifer epitelin
bazal kompartmani SKH’ler i¢gin 6zellesmis bir mikro ¢evre olup SKH nisi adini alir.
Memeli testisinde Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve peritiibiiler miyoid hiicreler
SKH nisinin bilesenlerini olusturur. Sertoli hiicresi germ hiicrelerinin beslenmesi,
fiziksel destek ve spermatogenezle ilgili sinyallerin iletiminin yani sira gliya-kdkenli
norotrofik faktorii (GDNF), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve bazik fibroblast
biiyiime faktorii (bFGF) salgilayarak in vitro SKH yenilenmesinde rol oynar. Leydig
hiicresi testosteron tiretimi ile spermatogenezin siirdiiriilmesini uyarirken, peritiibiler
miyoid hiicreler ile birlikte kan dolasgimiyla gelen maddelerin spermatogenik
hiicrelere gecisinin kontroliinii saglar. Dogru fonksiyon gdsteren bir nis ortami
olmadan spermatozoon ve dolayisiyla fertilizasyon saglanamamaktadir. Tim bu
mekanizmalar, SKH’lerin hayatta kalmalar1 ve fonksiyonlarini devam ettirebilmeleri
acisindan kritik rol oynamaktadir (Can, 2014; Dadoune, 2007; De Rooij, 2009;
Kostereva ve Hofmann, 2008; Oatley ve ark., 2011).



1.1.1. Testis Gelisimi ve Histolojisi

Genital sistemi olusturan gonadlar, primitif cinsiyet bezleri, genital kanallar ve
dis genital organlar farklilasmamis bir donemden gectikten sonra erkek veya disi
yoniine dogru gelisirler. Insanlarda embriyonel dénemin 7. haftasina kadar gecen
farklilasma donemi sonunda, gonadlar erkek veya disi yapisal 6zelliklerini kazanirlar
(Sadler, 2011). Y kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan cinsiyet belirleyici
bolge (Sex-Determining region on Y chromosome, SRY geni), cinsiyetin erkek
yoniinde devam etmesini saglayan, Testis belirleyici faktor (Testis Determining
Factor, TDF) proteinini sentezler (Dudek, 2014; Sadler, 2011). SRY nin varligi,
SRY-boxcontaining gene 9 (SOX9) ekspresyonunu baglatir ve SOX9 ekspresyonuyla
birlikte Fibroblast Growth Factor 9 (FGF9) ve prostoglandin D2 gibi diger
faktorlerin ekspresyonlar1 uyarilir. Bu faktdrlerin birlikte “ileri besleme dongiilerine
(feed-forward loops)” gitmesiyle Sertoli hiicrelerinin  farklilagsmasi uyartlir
(O'Shaughnessy ve Fowler, 2011). Sertoli hiicreleri s6lomik epitelyumdaki
Onciillerinden meydana gelir. Geligmekte olan gonadlara gog¢ ederek primordiyal
germ hiicrelerinin aralarina yerlesir. Bu siirecte mezonefrik endotelyal hiicreler de
gelismekte olan gonadlarda primitif cinsiyet kordonlarmi olusturmak iizere, Sertoli
hiicreleri ve primordiyal germ hiicrelerinin olusturduklar hiicre kiimelerine yakin
konuma go¢ ederler (Cool ve ark., 2008). insanlarda gelisimin 7-8. haftalarinda,
farelerde 12,5 dpc’de primitif cinsiyet kordonlar1 gelisir. Kordonlar arasindaki
intersitisyel alandaki mezenkimal-benzeri kok hiicrelerden Leydig hiicreleri
farklilagsmaya baslar (O'Shaughnessy ve ark., 2009; Ostrer ve ark., 2007). Fotal
Leydig hiicrelerinin farklilasmasi, Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenen Desert
Hedge Hog (DHH) ile diizenlenir. Insanlarda gelisimin 8. haftasinda, farelerde
yaklasik olarak 13 dpc’de peritiibiiler miyoid hiicrelerinin gelismesiyle birlikte temel
yapisin1 kazanan testis, fotlistin maskiilenizasyonu (erkeksilesmesi) igin gerekli
hormon sentezinin hizl1 bir sekilde baslatarak genital kanal ve dis genital organlarin

gelisiminde rol oynar (O'Shaughnessy ve Fowler, 2011).

Farklilasmamis donemi geride birakan embriyonda SRY geninin eksprese ettigi

TDF’nin etkisiyle primitif cinsiyet kordonlari proliferasyona devam ederek



medullanin  derinliklerine dogru ilerleyerek testis (meduller) kordonlarini
olustururlar. Testis Organin hilusuna dogru ag seklindeki hiicre dizilerine doniisen
kordonlar, ilerleyen donemde rete testisi meydana getirirler. Gelisimin ileri
evrelerinde testis kordonlari, kalin fibroz bag dokusu yapisindaki tunika albuginea ile
yiizey epitelinden ayrilirlar (Dudek, 2014; Sadler, 2011). {lerleyen dénemlerde at
nali seklini alan testis kordonlarinin agik uclari rete tesitisle devam eder. Testis
kordonlar1 bu dénemde primordiyal germ hiicreleri ve Miiller-Inhibe edici Faktor
(Mullerian inhibiting factor, MIF) salgilayan Sertoli hiicrelerinden meydana gelir. Bu
asamadan puberteye kadar birbirlerine bagli kordonlar seklinde diizenlenen testis
kordonlarinin limenleri puberteyle birlikte agilir. Bu yapilar seminifer tiibiillere
doniisiirler. Kanalize olan seminifer tiibiiller, duktuli eferentese acilan rete testis
tiibiilleriyle birlesirler. Boylece rete testis ile daha sonra duktus deferense doniisecek

mezonefrik kanali birbirine baglarlar (Sadler, 2011).

Erkek tireme sistemi, birincil cinsiyet organ1 olan ve hem ekzokrin hem de
endokrin islevleri bulunan bir c¢ift testis ile genital bosaltim kanallari, aksesuar
cinsiyet bezleri ve penisten olusmaktadir. Testisler skrotumun iginde, viicut
boslugunun diginda asilt durumda yer almaktadir. Her bir testis fibro elastik bag
dokusundan olusmus tunika albuginea adi verilen kalin bir kapsiille ¢evrilidir.
Testisin arka kenarinda kapsiiliin kalin bir katlanma seklinde ige dogru katlanmasiyla
olusan mediastinumdan 1sinsal olarak uzanan septumlar ile her bir testis yaklasik 250
lobiile boliintir. Her bir lobiilde, 1-4 kivrintili seminifer tiibiil (tiibiili seminiferi
kontorti) ve Leydig hiicrelerini igeren bag dokusu yapisindaki stroma bulunur (Sekil

1.2) (Gartner, 2014; Ross, 2000).
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Sekil 1.2. Testis ve seminifer epitel yapis1 (Gartner, 2014; Ross, 2006)

Her bir seminifer tiibiill 30-50 cm uzunlugunda ve 150-250 um capindadir.
Seminifer tiibiiller, 3-5 tabaka miyoid hiicre ve kollajen fibrillerden olusan tunika
(lamina) propriya (peritiibiiler doku) tarafindan cevrelenmis Sertoli hiicreleri ve
spermatogenik hiicreleri i¢eren seminifer epitelden olusur (Ross ve Pawlina, 2006).
Seminifer epitel, bazal membran ile liimen arasina yerlesmis 4-8 kat spermatogenik
hiicreler ile bu hiicreler arasinda bulunan, spermatogenez ve spermiyogenezin farkli
evrelerindeki germ hiicrelerine desteklik saglayan Sertoli hiicrelerinden olusur

(Gartner, 2014; Ross, 2006).

Spermatogenik hiicreler, testisin erken gelisim evresinde yolk kesesinden
koken alarak gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden
geligirler. Diizenli olarak spermatogenezis ile ¢ogalip olgun sperme farklilasirlar.
Fotal donemde primordiyal germ hiicreleri, erkekte dogum sonrasindaki sessiz
doneme girmeden once kisa bir siire i¢in mitozla cogalarak prospermatogonyum
(gonosit) admi alir. Bu hiicreler puberteye kadar inaktif kalir. Dogumdan sonra
mitozla ¢ogalmayt durduran primitif germ hiicreleri yasamlarini spermatogonyal kok
hiicreler (SKH) olarak stirdiiriir (Can, 2014). Spermatogonyal Kok Hiicreler,
pubertede boliinerek iki farkli hiicre olusturur. Bir hiicre spermatogenik dongiiyii
baglatirken diger hiicre kok hiicre olarak kalir. Spermatogonyum, spermatosit ve
spermatidler boliinme ve farklilagma evrelerini birbirinin ardindan tamamlar.

Spermatogenik hiicreler komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda belirgin olmayan



tabakalar halinde gelisim sergilerler. Spermatogonyum olarak adlandirilan bu
olgunlasmamis hiicreler bazal laminanin {izerinde uzanirlar. Spermatid olarak
adlandirilan en olgun hiicreler ise Sertoli hiicresinin apikal bolgesine tutunarak tiibiil
liimeninin simirin1 ~ olustururlar. Spermatogenik hiicreler spermiasyona kadar
sitoplazmik kopriiler aracilifiyla birbirlerine bagh kalirlar, bu hiicreler kiimeler

halinde ve senkronize bir sekilde boliiniir ve farklilasirlar(Gartner, 2014; Ross, 2006)

1.1.2. Spermatogenez

Spermatogonyumlarin spermatozoonlara doniisme siireci spermatogenez olarak
adlandirilir ve bu siire¢ ¢ asamada meydana gelir: spermatogonyal faz
(spermatositogenez), spermatosit fazi (mayoz) ve spermatid fazi (spermiyogenez).

Spermatogenez asamasindaki siirecler tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir.

Insan testisinde, fotal hayatta inaktif durumda olan spermatogonyal 6nciil
hiicreler puberteyle birlikte mitotik boliinmelerle sayilarmi arttirmaktadirlar.
Spermatogenez, bazal membranda yerlesim gésteren ve spermatogenik hiicrelerin
kok hiicre rezervini goren tip A dark (Agq) spermatogonyumlarin mitotik
bolinmesiyle baglar. Ag spermatogonyumlarin boliinmesiyle sitoplazmik kopriiler
araciligt ile birbirleriyle baglantt A pale (A,) spermatogonyumlar ve bu hiicrelerin
mitotik  boliinmeleri ile de B spermatogonyumlar meydana gelir. B
spermatogonyumlarin  mitotoik ~ boliinmeleriyle  spermatositogenez  asamast
tamamlanir ve primer spermatositler olusur. Spermatosit fazinda primer
spermatositlerin birinci mayotik bdliinmeleri ile sekonder spermatositler olusur. Bu
hiicrelerin ikinci mayotik boliinmeleri sonucunda haploid sayida kromozom igeren
spermatidler meydana gelir. Son asama olan spermiyogenezde ise spermatidler
akrozom olugumu, c¢ekirdegin kondanse olmasi, boyun, orta parga ve kuyruk
olusumu ve fazla sitoplazmanin atilmasi sonrasinda olgun spermatozoonlara

farklanirlar (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Insan spermatogonyal kék hiicreleri ve spermatogenez. (A) Spermatogenez,
testisin seminifer tiibiillerinin i¢inde meydana gelir. (B) Seminifer tiibiiliin taban zarmin
kesilmesi. (B ve C) Seminifer epitelyumun bazal membran farklilasmamis (Adark ve Apale)
spermatogonia ve farklilagtirict tip B spermatogoniayi igerir. B tipi spermatogonia mayoz
béliinen ve bazal membrandan go¢ eden primer spermatositlere yol agar. Sonraki mayotik
boliinmeler ve spermiogenez, seminifer tiibiillerin liimenine salinan ikincil spermatositlere,
spermatitlere ve terminal olarak farklilagmis spermatozoa’ya neden olur (Gassei ve Orwig,
2016).

Kemirgenlerde seminifer tiibiil bazal membraninda yerlesik tek hiicreler olan
SKH’ler A single (As) spermatogonyum olarak adlandirilir ve diizenli olarak mitotik
bolinme gecirirler. Bu hiicreler boliinerek hem kendini yenileme ve kok hiicre
havuzunun siirdiiriilmesini saglar hem de farklanma yoluna girerek A paired (Apr)
spermatogonyumlart iretirler. Ay spermatogonyumlarin sonradan mitotik boliinme
ile klonal olarak genislemesiyle, sitoplazmik kopriiler aracilifi ile birbirleriyle
baglantihh 4, 8, 16 ve 32 A aligned (Aa) spermatogonyumlar olusur. A
spermatogonyumlar boliinme olmaksizin Al spermatogonyumlara farklanip ardigik
bolinmeler ile A2, A3, A4, Intermediate ve B spermatogonyumlara farklanirlar. B
spermatogonyumlar son bir mitotik bolinme ile primer spermatositleri meydana

getirirler (Sekil 1.4) (Ahmed ve de Rooij, 2009; Jan ve ark., 2012).



| I1-111 IV v VI VI VIIL IX X XI XII

Sekil 1.4. Farede spermatogenez ve spermiogenezin asamalari: Romen rakamlar tarafindan
belirtilen dikey siitunlar hiicre iliskilendirme asamalarini gosterir. Arapga rakamlar
spermiogenezin adimlarini géstermektedir. Sembollerle gosterilen hiicre gelisiminin spesifik
fazlar1 gunlardir: mitozda tip A spermatogonia (m'™), ara faz spermatogonia (inm).tip B
spermatogonia (B), mitozda tip B spermatogonia (Bw), preleptoten spermatosit(PI),leptoten
spermatosit (L),zigoten spermatosit(Z), pakiten mayozda spermatosit (P), diploten
spermatosit (D) ve sekonder spermatosit(m?'m)(Guan, 2009)

1.1.3. Spermatogonyal Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

Spermatogenezin yasam boyu siirmesi, erigskin tesitisinde total testis
hiicrelerinin = %0,03’iinti  olusturan, kendini yenileme ve spermatozoonlarin
tretiminden sorumlu olan SKH’lerin biyolojik yeterliligine baglidir (Aponte ve ark.,
2005). SKH’ler gibi germ hiicrelerinin manipiilasyonu, germ hattinin devam
etmesinde rol oynayan mekanizmalarin anlagilmasi, germ hattt modifikasyonu ya da
tedavi i¢in kullanilabilecek yeni teknikler gelistirilmesi icin firsatlar sunmaktadir.
Fakat SKH’lerin oldukca az sayida bulunmalari ve kesin olarak tanimlanamamasi
nedeniyle bu hiicrelerin biyolojisi ve erkek germ hattinin diizenlenmesi gibi

konularin anlagilmas1 olduk¢a uzun bir siirece yayilmistir (Kubota ve Brinster, 2018).
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SKH’lerin tiptaki potansiyel klinik kullanimlarindan biri germ hatti gen
terapileridir. Spermatogenezdeki basarisizligin diizeltilmesi ve hatta dogustan gelen
hatalarin neden oldugu dliimciil veya hayat1 tehdit eden hastaliklarin 6nlenebilmesi
icin, SKH’leri kullanan germ hatt1 gen terapisi umut verici ve uygulanabilir bir
yaklasim olarak gorilmektedir. Bu yeni terapotik yaklagimlarin takip edilmesi ve
SKH’lerin fonksiyonel spermatozoonlara farklilagtirilmasinda kullanilabilecek yeni
tekniklerin gelistirilmesi i¢in SKH’lerin in vitro kiiltiiri 6n kosuldur (Kubota ve
Brinster, 2018; Kubota ve Brinster, 2006; Takashima ve Shinohara, 2018; de Rooij,
2017).

SKH’ler ile gergeklestirilen ilk c¢aligmalarda, kiiltiir kosullar1 altinda germ
hiicreleri ve Sertoli hiicreleri arasindaki hiicresel baglantilar tanimlanabilmis (Smith
ve ark., 1992), fakat seminifer tiibiildeki dogal ortamindan uzaklastirildiktan sonra
SKH’lerin canliliginin siirdiirilebilirligi uzun siire belirlenememistir (Kierszenbaum,
1994). Spermatogonyal transplantasyon tekniginin, 1994 yilinda gelistirilmesiyle
birlikte herhangi bir hiicre popiilasyonunun kok hiicre potansiyelinin
degerlendirilebilecegi fonksiyonel bir analiz saglanmistir. Nagano ve ark. (1998),
yayinladiklar1 ¢alismalarinda, ilk defa fare SKH’lerinin kiiltlir ortaminda uzun stireli
yasayabilirligini ve in vitro ortamda sayilarinin arttirilabilecegini gostermiglerdir.
Nagano ve ark. (1998), B-galaktosidaz eksprese eden transgenik neonatal ve yetigkin
farelerden elde ettikleri fraksiyone olmayan testikiiler hiicreleri, %10 Fetal Bovine
Serum (FBS) igeren ve fare EKH’lerinin kiiltiirinde rutin olarak kullanilan, SIM
Mouse embryo-derived thioguanine and ouabain resistant (STO) besleyici hiicreler
tizerinde yaklasik dort ay kiiltiire etmislerdir. SKH’lerin kiiltiirdeki devamliligini test
etmek ve kiiltiire edilen hiicrelerin kok hiicre aktivitelerini gérmek i¢in neonatal
testislerden elde edilen kiiltiire hiicreleri alict testislere transplante etmiglerdir. Bunun
sonucunda alic1 testislerde donor-kaynakli spermatojenik koloniler bulundugunu ve
SKH’lerin kiiltiirde en az dort ay yasayabildigini gostermislerdir (Nagano ve ark.,
1998; Kubota ve Brinster, 2018).

Meng ve ark. (2000), farklilagmamis fare spermatogonyumlarinin diisiik Glial

hiicre c¢izgisinden tiiretilmis noétrofik faktér (GDNF) konsantrasyonlarinda
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farklanmay1 tercih ederken, yliksek GDNF konsantrasyonlarinda kendini yenileme
stirecine gittiklerini gostermislerdir. Bu calismayla birlikte GDNF’nin, doz bagimli
olarak, spermatogonyal proliferasyon ve farklilasmasini Kkontrol ettigi ortaya

cikmustir (Meng ve ark., 2000).

Kanatsu ve ark. (2003), yaptiklar1 calismada neonatal fare testisinden izole
edilen SKH onciilleri (gonositler), GDNF, EGF, Basit Fibroblast Biiyiime Faktorii
(bFGF) ve Losemi Inhibitér Faktor (LIF) varliginda bes aylik bir zaman araliginda
proliferasyonun stirdiiriildiigii izlenmistir. Uzun siireli proliferasyon gosteren bu
hiicreler daha sonra dogustan infertil olan alici farelerin seminifer tiibiillerine
transplante edildiklerinde bu farelerde infertilitenin ortadan kalktig1 goriilmiistiir. Bu
calismayla birlikte, uzun silireli SKH Kkiiltiirliniin spermatogenez c¢alismalarinda
yararl1 olacagl ve yeni teknolojilerin gelistirilmesinde onemli etkileri olacagi One

stiriilmistiir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003).

SKH’lerin  kendini yenilemeleri igin gerekli ekstrinsik faktorlerin
arastirilmasinin amaci, SKH’ler icin uzun siireli kiiltiir kosullar1 olusturmanin yant
sira SKH’lerin yeterliliginin anlagilmaya c¢aligilmasidir. SKH’lerin proliferasyonunu
destekleyici ekzojen ¢oziinebilir faktorlerin tanimlanmasi igin serum-bagimsiz
(serum-free) kiiltiir sistemi ve transplantasyon deneyi kullanilmistir. Yavru fare
testislerinden elde edilen testis hiicrelerinden Thymus cell antigen 1, theta antikoru
(anti-THY-1) ile SKH’ler secilip STO besleyiciler iizerinde serum-bagimsiz bir
ortamda kiiltiire edilmislerdir. DBA/2J susu farelerinden elde edilen SKH’ler GDNF
varliginda yogun paketlenmis kiimeler olusturup ¢ogalmay: siirdiiriirken diger fare
suslarindan elde edilen SKH’lerin ¢ogalmasinin desteklenmesi i¢in ¢dziinebilir
GDNF-ailesi reseptor o-1(GFRA1) ve bFGF eklenmigtir. GDNF ile uyarilmig hiicre
sinyallesmesi, SKH’lerin kendini yenilemesinde 6nemli rol oynamistir. Kiltiire
edilen SKH’lerin sayist 5-6 giinde iki katina ulagmis ve kiimelenme olusturan
hiicrelerde SKH belirteci olan Oct-4’iin kuvvetli eksprese oldugu izlenmistir. Bu
kosullar altinda proliferasyonu 6 aydan uzun siiren SKH’ler alict infertil testislere
transplante edildiginde, spermatogenez siirecinin basladigi ve bu hayvanlarin

fertilitelerini kazandiklar1 gosterilmistir (Kubota ve ark., 2004). SKH’lerin in vitro
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proliferasyonuna izin veren ekzojen faktorlerin tanimlanmasi, SKH biyolojisinin
incelenmesi i¢cin temel olusturmus ve yeni teknolojilerle germ  hatti

modifikasyonlarina olanak saglamistir.

Yapilan bir ¢alismada eriskin fare testisinden genetik seleksiyon kullanilarak
%27 basari orantyla SKH’ler izole edilmistir. izole edilen bu hiicreler uygun kiiltiir
kosullarinda EKH 6zellikleri gostermis, ii¢ embriyonik germ yapragindan koken alan
yapilara kendiliginden farklanmis ve immiin-yetersiz farelerde teratom olusumu
sergilemislerdir. Multipotent eriskin germ hatt1 kok hiicreleri (multipotent adult
germline stem cells, maGSCs) olarak adlandirilan bu hiicreler erken blastokistlere
enjekte edildiginde, cesitli organlarm gelisimine katki sagladiklart goriilmiistiir
(Guan ve ark., 2006). Ko ve ark. (2009), eriskin testisinden elde ettikleri unipotent
germinal kok hiicre (GKH)’lerinin uygun kiiltiir kosullar1 altinda pluripotent kok
hiicrelere yeniden programlanabilecegini raporlamislardir. Bu galigmalarla birlikte
insan testikiiler biyopsilerinden elde edilebilecek bu hiicrelerin  yeniden
programlanmalarinin, insan EKH’leriyle iligkili etik ve immiinolojik problemler

olmaksizin hiicre-bazli terapilere olanak saglayacagi diisiiniilmiistiir.

Bu giine kadar SKH kiiltiir metodolojileriyle ilgili ¢aligmalar, standart

kosullara dayanmaktadir:

e Kimyasal icerigi net bir sekilde tanimlanmig veya kompleks StemPro-temelli
serum-bagimsiz kiiltiir ortam,

e GDNF, FGF2 igeren biiyiime faktorti kokteyli ve lipid veya serbest yag asidi
karisimi igeren temel kiiltiir ortami ilavesi,

e Mitotik olarak inaktif olan somatik besleyici hiicreler (fare embriyonik
fibroblasti, veya testikililer somatik hiicreler) ile ko-kiiltiir,

e %5 CO; ve %21 Oz basinci.

Fare SKH kiiltiirleri, insanlar da dahil olmak tizere ¢esitli memeli SKH’lerine

uygulanabilecek kosullari optimize etmek i¢in uygun bir platform olmustur. Fare
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SKH kiiltiirleri uzun siiredir gerceklestirilse de uygulanan geleneksel kosullarin,
uzun-siireli kiltiirler sirasinda, rejeneratif biitiinliik tizerindeki etkileri hala tam

olarak anlasilamamistir (Helsel ve ark., 2017; Kubota ve Brinster, 2008).

Farelerde baslayan SKH kiiltiir ¢alismalari, takip eden donemde sigan, tavsan,
kopek, domuz, sigir gibi hayvanlarda da gergeklestirilmistir. Tiim bu hayvanlarda
gergeklestirilen ¢aligmalar, insan SKH calismalarina basamak olusturmustur (Kubota

ve Brinster, 2018).

1.2. infertilite ile flgili Tek Gen Defektleri

Embriyogenizin baslarinda, germ hiicresi haline gelen hiicreler hareketli
spermlere doniismek i¢in mayoz ve yogun bir morfolojik degisim gegirirler. Bu
benzersiz 6zellikleri elde etmek i¢in ekstra genler ve ilave diizenleyici mekanizmalar
gereklidir (Lin ve Matzuk, 2014). Mevcut bilgilere gore spermatogenez siireci 1500-
2000 gen tarafindan diizenlenmektedir (Razavi ve ark., 2017). Memelilerde erkek
tireme problemlerinin nedenleri arasinda bu genlerdeki yikict mutasyonlar da

gosterilmektedir (Lin ve Matzuk, 2014).

Insanlarda erkek kisirliginin en sik goriilen nedenleri varikosel (%37-40),
endokrin bozukluklar1 (>%20), genital kanal enfeksiyonu (%8-35), testis defektleri
(%9), genetik problemler (%15-30), antisperm antikorlart (%8-19) ve idiyopatik
erkek kisirhigidir (%15-25). Bu konuda ¢ok sayida arastirma olmasina ragmen,
spermatogenezin ¢ok etkenli ve karmasik bir siire¢ olmast nedeniyle bir¢ok kisirlik

vakasinin nedeni hala bilinmemektedir (Razavi ve ark., 2017).

Erkek menisinde sperme rastlanmama durumu olan azoospermi vakalarinin
%21-29’unun nedeni genetik faktorlerle iliskilidir. Azoosperminin genetik temeli,
tekli ve ¢oklu gen hastaliklar1 ve epigenetik degisiklikler gibi sayisiz nedenleri igerir.

Kistik fibrozis gen mutasyonlari, Y kromozom mikro delesyonlari ve testis
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fonksiyonlarimi bozan kromozom anomalileri erkek kisirliginda biiyiik rol oynayan

genetik faktorlerdir (Razavi ve ark., 2017).

Y kromozomunun kisa Kolu testis gelisiminden, uzun kolu ise spermatogenezin
baslangicindan ve siirdiirtilmesinden sorumlu olan genleri barindirir (Gatta ve ark.,
2010). Y kromozomun uzun kolundaki mikrodelesyonlarin spermatogenezi
engelledigi ortaya konulunca bu bdlge azoospermi faktér bolgesi (AZF) olarak
tanimlanmistir. 'Y kromozomunun uzun kolu (Yq) iizerinde AZFa, AZFb, AZFc
olarak adlandirilan ii¢ bolgede goriilen mikrodelesyonlarin infertiliteye neden oldugu
bildirilmistir (Colaco ve Modi, 2018). En sik karsilagilan Y kromozom
mikrodelesyonu AZFc bolgesinde goriiliir ve hipospermatogeneze yol agmaktadir
(Gatta ve ark., 2010). AZFc delesyonlarinin Sertoli hiicre sendromu (Sertoli cell only
syndrome, SCOS) ile spermatogenezde duraklamaya neden oldugu bildirilmistir. Bu
bolgede spermatogenezde gerekli proteinleri kodlayan farklt gen aileleri yer

almaktadir (Song ve ark., 2016).

Ravazi ve ark. (2017), insanlarda ve farelerde infertilite tiirlerini
karsilastirdiklart bir calismada, ifadesi artan ya da azalan bir¢ok gen analiz etmis ve
erkek kisirhig ile iliskili molekiiler mekanizmalar1 arastirilmislardir. insan ve fare
kisirliginda gen ifadesi artmis olan genler listesinde Etv5 ve Pou3fl knock-downlar
en yiiksek benzerligi gostermistir. Ayrica gen ifadesi azalmis olan genler listesinde,
teratozoospermi ve infertil fare mutantlar1 arasinda Mayotik duraklama (MArrest) ve

oligozoospermi arasindaki benzerlik dikkat ¢gekmistir (Razavi ve ark., 2017).

Sik rastlanilan bu mutasyonlarin yani sira, her gegen giin yeni ve farkli gen
mutasyonlarina bagli infertilite olgular1 literatiirde yer bulmaktadir. Son yillarda ele
alman knock-out (KO) fare modelinde insan fenotipine benzeyen diger bir gen ise
Testis expressed gene-15 (Texl5) genidir. Farelerde bu genin bozulmasi
insanlardakine benzer olarak erkeklerde testis boyutunda kii¢iilme ve ilk

spermatogenez evresinde mayotik duraklamaya neden olur (Yang ve ark., 2008).
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1.2.1.Testis Expressed Gene (Tex15)

Farelerde 8. kromozom tizerinde bulunan Testis-expressed 15 (Tex/5) geni 15
kb biiyiikliigiindedir. Dort ekzona ve 3 introna sahiptir. Farelerde testis ve overde
ifade edilen bu gen 2785 aminoasit’ten olusan bir proteini kodlar (Yang ve ark.,
2008; Wang ve ark., 2001). Farelerde Spermatogenez boyunca Tex/5 expresyonu
dinamiktir, transkriptleri spermatogoniyumda, erken spermatositlerde ve post
mayotik germ hiicrelerinde bol miktarda bulunmakta, pakiten spermatositlerinde ise

asag1 yonde regiile edilmektedir (Wang ve ark., 2005).

Spermatogonyal kok hiicrelerde (SKH) spermatogenczis asamasinda
kromozomal sinapsis ve mayotik rekombinasyon i¢in Tex/5 geninin énemli bir rolii
oldugu bildirilmistir (Yang ve ark., 2008). Tex/5 genindeki fonksiyon kaybini
incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada Texl5 - / - fareleri iiretildiginde, erkeklerin
steril oldugu ve testis biiyiikliigiinde énemli 6l¢liide azalma oldugu gézlemlenmigtir
(Wang ve ark., 2018). Yetiskin Tex/5 - / - testislerinde seminifer tiiblllerde, erken
mayotik durdurmayi gosteren tam pakiten spermatosit ve post mayotik germ
hiicrelerinin eksikligi, Tex/5 yoklugunun erken mayotik arreste neden oldugunu,
fakat disilerde bu etkinin goriilmedigini gostermistir. Spesifik olarak Tex/5 yoksun
spermatositlerin, kromozomal sinapsiste basarisizlik gosterdigi anlasilmistir (Yang
ve ark., 2008). Yine bu calismada Tex/5 geninin, DNA tamir proteinlerinin ¢ift
zincir kirtk (DSB) bolgelerine yerlestirilmesini  diizenledigi ve bu nedenle
yoklugunun mayotik rekombinasyonda basarisizlia neden oldugu ileri siiriilmiistiir.
Tex15 geninde tekli niikleotit plimorfizmleri, farkli etnik kokenlerdeki erkeklerde
infertilite agisindan incelenmis; rs323344, rs323345, 1s323346 ve r1s323347
varyasyonlarmin siddetli oligozoospermi ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Plaseski
ve ark., 2012; Ruan ve ark., 2012). Singh ve Chimenti (2015), mayozda etkili dort
gen icin SIFT skoru yardimiyla potansiyel zararli varyasyonlart belirlemis ve
CRISPR-Cas9 ile fare embriyosunda Tex/5 geni rs147871035 varyasyonunu
uyarmiglar, ama bu varyasyonu tasiyan yavrularda infertilite goriilmedigini
bildirmislerdir. Ancak, insanlarda Tex/5 geninin ilk ekzonunda erken translasyonel

sonlanmaya neden olan bir mutasyonun infertilite ile iligkili oldugu ve bu
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mutasyonun ailedeki spermatogenetik kusura sebep olarak, zamanla sperm sayisinda

azalmaya neden oldugu ortaya konulmustur (Okutman ve ark., 2015).

1.3. Genom Diizenleme ve Kullanilan Metodlar

Genom diizenlenmesi, istenilen DNA dizi degisikliginin yapilacagi bolgeye
yakin genomda ¢ift sarmalli kirik olusturulmasi ile baslar (Jasin ve Haber, 2016).
Programlanabilir niikleazlar hiicre kiltiirlerinde, tiim hayvanlarda ve bitkilerde
hedeflenmis genetik modifikasyonlart miimkiin kilar. Bu enzimlerin arastirma, tip ve
biyoteknolojideki 6nemi, genomda bdlgeye ©6zgli DNA bdolinmesini indiikleme
kabiliyetinden kaynaklanir. Endojen mekanizmalar yoluyla ¢ift kirilmalarin onarimi

yiiksek hassasiyetli genom diizenlenmesine izin verir (Kim ve Kim, 2014).

Hiicre boliinmesi ve farklilasmasi sirasinda olusmasi muhtemel DNA c¢ift
sarmal kirtlmalar1 (DSB), genom stabilitesini korumak i¢in hiicre tarafindan tam
anlamiyla onarilmalidir (McVey ve Lee, 2008). Eger diizglin bir sekilde tamir
edilmezse, meydana gelen DSB’ler genomik degisime veya hiicre oliimiine yol
acabilmektedir (Jasin ve Haber, 2016). Cift sarmal kirilmalart Homolog Olmayan
Ucuca Ekleme (NHEJ) ve Homoloji Odaklt Onarim (HDR) olmak {izere farkli iki yol
ile etkili bir gsekilde onarilmaktadir (Fernandez ve ark., 2017). (Sekil 1.5). Son
zamanlarda, mikrohomoloji aracili son birlestirme (MMEJ) olarak adlandirilan
iclincti, daha az karakteristik bir onarim mekanizmasinin kullanildigi belirlenmistir
(McVey ve Lee, 2008). MMEJ, NNEJ’den farklr olarak kirilmis uglari onarmak igin
DNA kirniginin yakinindaki kisa homoloji dizilerini kullanir (Khoverdian ve ark.,
2017). Her zaman silme ile sonuglan bu onarim mekanizmasinin onkojenik

kromozom diizenlemelerine katkida bulundugu bildirilmistir (McVey ve Lee, 2008).

Fareler ve insanlar gibi ¢ok hiicreli 6karyotlarda daha yaygin DSB onarim yolu
olan NHEJ, iki kirik ucu uyumlu hale getirmek i¢in modifiye edilmesini ve ardindan
yeniden birlestirilmesini icerir (Isken ve Maquat., 2007). NHEJ cok hiicreli
Okaryotlarda kullanildiginda DNA kopmasinin her bir ucundaki birka¢ niikleotit,

17



¢ogu durumda silinir. Bu nedenle, genetik bilgiyi koruma agisindan kusurlu bir
siirectir (Lieber ve ark., 2003). Istenilen genomik lokusta kii¢iik ecklemelere veya
silmelere neden olan bu mekanizma, okuma cercevesini degistirerek hedef genleri
bozabilir, bu da mRNA bozulmasina veya islevsel olmayan proteinlerin iiretilmesine

neden olabilmektedir (Isken ve Maquat, 2007).

Homoloji odakli onarim (HDR), DSB’lere homolog olan bir dizi igeren eksojen
olarak verilen kalip DNA’y1 gerektirir. Spesifik mutasyonlar igin istenilen
diizenlemeleri igeren yapay rehber DNA’lar tarafindan ¢ift zincir kiriklarinin onarimi
sonucu knock-in olusumu saglanir (Paix ve ark., 2017). Kalip DNA’daki farkli
sekans, genomik sekanslarin kesin modifikasyonunu miimkiin kilan endojen lokusa
dahil edilebilir. Bu nedenle, HDR bazli gen diizenleme hastalifa neden olan
mutasyonlar1 onarmak veya ongoriilebilir ifade modellerini indiiklemek i¢in spesifik
lokuslarda sekanslarda knock-in uygulamalari i¢in kullanilabilmektedir (Yin ve ark.,

2014).
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Sekil 1.5. DNA tamir mekanizmalari (Khan ve ark., 2016).

Hiicre tarafindan kullanilan onarim yoluna bagli olarak gen diizenlemede
istenilen ekleme, silme ve gen islevini bozma olaylar gerceklestirilebilir (Sekil 1.6).
Meganiikleazlar, ¢inko parmak niikleazlar (ZFN), transkripsiyon aktivatdr benzeri
efektor niikleazlar (TALEN) ve kiimelesmis diizenli araliklarla kesisen kisa

palindromik tekrarlar (CRISPR) genom diizenlemede bdlgeye 6zgli niikleazlar
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kullanan tekniklerdir (Sekil 1.7) (Fernandez ve ark., 2017). Meganiikleaz, ZFN’ler ve
TALEN’ler kesilecek DNA dizilimini tanimak i¢in protein-DNA etkilesimini kullanir
(Yin ve ark., 2017).

{A) Gen Knockout (B) Gen Silme (C) Gen Diizenleme (D) Gen Tlavesi
DSB DSB DSB
Niikleaz ' Niikdeaz xv ‘\nkhaz B Nikleaz \fnrawm Lgram \nﬂmv

000 OO0 OO0 OO

“| ~)  |ose ~| 060

GO0 0O 000 COOO

Indel,framzhlft erken sonlanma kedomn Fonksiy anaI . Pmtu Tawir Edilmig Diizenlenmis Gen lezmi

Sekil 1.6. Niikleaz temelli genom diizenleme(Lino ve ark., 2018)

Genom Diizenleme Cift Zincir Kirig1 Tamir Yollar:

HDR

LN AN AN AN L AN £ NS AN AN
A B D C
Gen Modifikasyonu

Sekil 1.7. Genom diizenleme araglari: Cinko-parmak niikleaz (ZFN), transkripsiyon
aktivatorii benzeri efektor (TALE) niikleaz (TALEN) ve CRISPR-Cas sistemleri, DNA'da
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cift iplikli kopmalar (DSB'ler) meydana getirebilir. Iki: homolog olmayan ug birlestirme
(NHEJ) veya homoloji odakli onarim (HDR) mekanizmalarindan biri, DSB'yi genom
diizenlemesi elde etmek i¢in onarir. NHEJ, hedef geni, yerlestirme veya silme yoluyla
bozarken HDR, hedef genomik bolgede genomik dizilerin yerlestirme, silme veya degistirme
islemlerini yapmak i¢in donér DNA kalib1 kullanir (Yin ve ark., 2017).

[lk genom diizenleme stratejilerinin olusturulmasina yonelik adim, maya
mitokondrisinde endoniikleaz olan I-Scel maya niikleazinin kullanilmasidir.
Kesfedilmesinden 10 yil sonra, I-Scel meganiikleazin, memeli kromozomlarinda
homolog rekombinasyonu desteklemek i¢in kullanilabilecegi gdsterilmistir (Choulika
ve ark., 1995). Bu calismay1 takiben fare embriyonik kok hiicrelerinde yeni bir gen
hedefleme stratejisi gelistirmek i¢in I-Scel ekspresyonunu izleyen bir I-Scel maya
meganiikleaz1 kullanilmis ve ¢ok daha diigiikk bir homoloji uzunluguna ragmen, gen
hedefleme frekansinda 100 kat verimlilik elde etmislerdir (Cohen-Tannoudji ve ark.,

1998).

Memeli genomlarinin diizenlenmesinde ilk olarak maya meganiikleazlar (Choulika
ve ark., 1995; Cohen-Tannoudji ve ark., 1998) kullamlmis olsa da transgenik hayvanlarin
nasil {iretilebilecegi konusundaki 6nemli metodolojik  degisim 2009  yilinda
gergeklesmistir. Bir grup arastirmaci diinyanin ilk knock-out faresini iiretmek i¢in ¢inko
parmak niikleazlarii (ZFN) kullanmiglardir (Geurts ve ark., 2009). Genel olarak,
meganiikleazlar ve ZFN’lerin sahaya 6zgli DNA kirilmalarini indiiklemede nispeten diistik
basar1 oranlar1 ve etkinlikleri oldugu bildirilmistir. Buna karsilik, TALEN ve CRISPR
sistemi memeli hiicrelerinde >%]1’lik mutasyon frekanslarimi indiiklemek i¢in %80-90
oraninda basar1 oranina sahiptir (Lin ve ark., 2014; Kim ve ark., 2013; Yin ve ark., 2017)
Bu boliimiin alt bashklarmda ZFN ve TALEN teknolojilerinden kisaca bahsedilecek;
CRISPR-Cas9 teknigi ayrintil olarak incelenecektir.

1.3.1. Cinko Parmak Niikleazlar (ZFN)

Bu metodolojik yaklasim, DNA bakteriyel restriksiyon enzimi  Fokl
endoniikleazinin katalitik alanma kaynagik ¢inko parmak proteinlerinden olugan DNA

baglanma alammnmn kullanilmasina dayanmaktadir (Ando ve Meyer, 2017). Baglanma
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bdlgesi, her biri yaklasik olarak tic DNA baz cifti taniyan tandem bir Cys2-His2 parmak
dizisi igerir (Sekil 1.9). Her Cys2-His2 ¢inko parmagi, bir ¢inko iyonunun koordinasyonu
yoluyla BBa yapisiyla katlanmmstir ve yaklasik 30 aminoasitten olusur.

Sekil 1.8. Cinko parmak proteini: Bir ¢inko atomuna bagli 30 aminoasitten olusur ve her
parmak ti¢ niikleotidi tanir.(Ando ve Meyer, 2017)

Istenilen ¢ift sarmalli DNA kesiginin gerceklesmesi icin, Fokl endoniikleaz
alaninin, dimerizasyonu (makas gorevi) gereklidir (Sekil 1.9). Dimer olusumuna izin
vermek i¢in iki ¢inko-parmak FokI hibrit proteinin tiiretilmesi ve ayni anda
kodlanmasi gerekir; iki ZFN'nin, Fokl dimerizasyonunu miimkiin kilmasi hedeflenen
DNA'ya dogru oryantasyon ve aralikta baglanmasini gerektirir. Bir monomer, sol ZF
DNA-baglanma modiilii tarafindan verilen ¢ift iplikli DNA'nin ileri sarmalina
baglanirken, ikinci monomer, sag ZF DNA-baglanma modiilii tarafindan saglanan
ters sarmal dizisine baglanarak dimer olusturur. Boylece hedef bolge olarak segilen
iki baglanma bolgesi arasindaki bosluk dizisinde Fokl tarafindan ¢ift iplik kirig
olusturulur (Eid ve Mahfouz, 2016). 1ki heterodimerik ZFN'nin baglanma
zorunlulugu, uzun ve potansiyel olarak benzersiz tanima bolgelerinin spesifik
hedeflenmesi ile sonuglanir. Bu zorunlu heterodimer Fokl alanlar1 potansiyel
homodimer boélgelerinde hedef dis1 béliinmeyi onler, boylece ZFN 6zgiilliigiini daha
da arttirir (Ando and Meyer, 2017). ZFN ile indiiklenen sahaya 6zgii ¢ift sarmalli
kiriklar (DSB), homolog olmayan uc¢ birlestirme (NHEJ) veya homoloji odakh
onarim (HDR) yoluyla onarilir (Ando ve Meyer, 2017).
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Sekil 1.9. Cift zincir DNA kesigi olusumu: Cift zincir DNA kesigi olusumu i¢in, Fokl
dimerizasyonunu gerekir. Bunu saglamak i¢in iki ¢inko parmak niikleazinin dogru
oryantasyon ve aralikta baglanmasi gerekmektedir.

Cinko parmak niikleazlarin (ZFN) genom diizenleme amaciyla kullanildigi
calismalarin ilki, knockout sigan elde edilmesinin raporlandigi ¢alismadir (Geurts ve
ark., 2009). Sonrasinda transgenik memeliler olusturmak icin ZFN kullanilmasi
laboratuarlar arasinda hizlica yayilmis ve kisa bir siire sonra ZFN’nin fareler
(Carbery ve ark., 2010) sigir (Liu ve ark., 2013; Wei ve ark., 2015) ve domuzlardaki
(Kwon ve ark., 2013; Hauschild ve ark., 2011) genom diizenleme c¢aligmalarinda
basarili bir sekilde kullanildigr gosterilmistir. ZFN’nin  besi hayvancilid
uygulamalarindaki en iyi orneklerinden biri sigirlar da genom diizenlenmesi sonucu

mastitis direncinin artmasi olmustur (Liu ve ark., 2014).

Bu sistemin kullaniminin 6niindeki engellerden bir tanesi, kullanici tarafindan
tanimlanmis herhangi bir diziye baglanabilen ZF dizilerinin olusturulmasini
gerektirmesidir. Gerek tasariminin pahali ve zahmetli olusu gerekse hedef dis1 etkiler
nedeniyle ZFN’nin genom diizenleme ¢aligmalarindaki kullanimi ve etkisi nispeten

kisitlanmistir (Fernandez ve ark., 2017).

1.3.2. Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektor Niikleazlar (TALEN)

Transkripsiyon Aktivatér Benzeri Efektor Niikleazlar (TALEN), DNA
baglanmasi igin bir transkripsiyon aktivatorii benzeri efektérden (TALE) ve bir Fokl

niikleazindan olusur (Joung ve Sander, 2013). Hem ZFN hem de TALEN her ikisi de
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restriksiyon enzimi Fokl’den farkli DNA baglama domainlerinin ayni endoniikleaz
domain ile birlestirilmesinden olusmus kimerik proteinlerdir (Fernandez ve ark.,
2017). Tale proteini DNA baglanma bolgesini bir DNA bdliinme alanina birlestirerek
endoniikleaz aktivitesine sahip olacak sekilde modifiye edilebilir. Bu kompleksler
TALEN'ler (transkripsiyon aktivatorii benzeri efektor niikleazlar) olarak adlandirilir
(Smith ve ark., 2017).

TALE proteinleri 33 ila 35 amino asit tekrarindan olusur. 12. ve 13.
pozisyonlarindaki iki amino asit asir1 degiskendir ve hedef DNA sekansiyla baz
eslesmesini saglar. Bu sekilde spesifik DNA sckanslarini tanima yetenegine sahip
olurlar. Farkli Tale proteinleri farkli DNA baglama 6zelliklerine sahiptir. Her bir
TALE tekrari, bitisik bir DNA sekansindaki tek bir baz ¢iftini tanir, baz1 belirleyen
ise degisken tekrarlardir (Boch, 2011). DNA’nin istenilen bolgesinde kesim yapmak
icin alt ve iist DNA ipligine baglanan TALEN’in dimerize olmasi gerekmektedir.
Karsilikli DNA ipligine baglanan TALEN’ler bu sekilde niikleaz aktivitesi
gerceklestirir ve Fokl endoniikleazlar1 hedef bolgede ¢ift iplik kesikleri olusturur
(Reyon ve ark., 2012). Olusturulan bu kesik NHEJ ya da HDR tamir mekanizmasi

kullanilarak onarilir ve bu gekilde istenilen gen diizenlemesi saglanir.

Genom diizenleme c¢alismalarinda, TALEN ilk olarak knockout sicanlar
tretmek tizere kullanilmis (Tesson ve ark., 2011), daha sonra farelerde de genom
diizenlemesi i¢in kullanilmaya baslanmis ve birgok yeni knockout modelleri

olusturulmustur (Fernandez ve ark., 2017).

TALEN ayn1 zamanda genomlar1 diizenlenmis besi hayvan tiirlerinin
tiretilmesinde de uygulanmistir. Bunlar arasinda domuz (Xin ve ark., 2013), keg¢i
(Cui ve ark., 2015), koyun ve inck (Proudfoot ve ark., 2015) yer almaktadir.
TALEN’lerin tarimsal uygulamalari arasinda genomlar1 diizenlenerek genetik olarak
boynuzlart olmayan (Tan ve ark., 2013), tliberkiiloza direnci arttirilmis (Wu ve ark.,
2015a) s1gir hatt1 tiretimi yer almaktadir. TALEN, insan indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler de X kromozomuna bagli kombine immiin yetmezligi (SCID-X1) ne neden

olan mutasyonlarin diizeltilmesinin dahil oldugu birkag tane pre-klinik strateji
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acisindan da basarili bir sekilde arastirilmis ve ayni zamanda kistik fibroz gibi
hastaliklarin gen terapisi uygulamalarinda kullanilmistir (Biffi, 2015; Ramalingam ve

ark., 2014).

Hedef DNA sekansina uygun 6zel TALEN yapimui i¢in tip II restriksiyon
enzimlerinin DNA fragmanlariyla bir araya getirilmesine dayanan, en popiiler
TALEN montaj platformlarindan biri olan Golden Gate klonlama yontemi hizli ve
ucuz bir protokoldiir (Cermak ve ark., 2015; Sakuma ve Yamamoto, 2016). Ancak
elde edilen TALEN’in sadece istenen DNA sekansin1 hedef almasi ve kesmesi her
zaman mimkiin olmadigindan genom diizenlemede hedef disi mutasyonlarin
olabilecegi ve her yeni iiretilen TALEN’in in-vitro ve in-vivo olarak dogrulanmasi
gerekliligi rapor edilmistir (Seruggia ve Montoliu, 2014). Bununla birlikte,
TALEN'lerin in-vivo olarak transfeksiyonu, biiylik boyutlarindan (tek bir TALEN
icin yaklagik 3 kb) ve TALEN dizilerinin tekrarlayan dogasindan dolayr zordur
(Hockemeyer ve ark., 2011; Li ve ark., 2011).

1.3.3. CRISPR-Cas 9 Sistemi

CRISPR-Cas 9 sistemi, hedef genetik modifikasyonlar1 indiiklemek igin
ZFN'ler ve TALEN'lere alternatif olarak ortaya c¢ikmis ve son yillarda memeli
hiicrelerinde etkili ve en popiiler yontem haline gelmistir. DNA baglayici proteinlere
dayali onceki stratejilerin aksine, CRISPR-Cas9 sistemi sadece rehber RNA'sini
degistirerek istenilen bolgeyi hedeflemek icin kolayca programlanabilir. Ozellikle
CRISPR-RNA (crRNA) ve trans-activating crRNA (tractRNA)’nin tek kilavuz
RNA’da (single guide RNA, sgRNA) birlestirilmesi sistemin genetik ara¢ olarak
kullaniminin yolunu a¢mustir (Jinek ve ark., 2012). Cas9 proteini gen diizenleme
araglart i¢in 6nemli bir 6zellik olan ¢ift sarmal DNA’da tek bir kirtlmaya neden olur.
Metod; o6karyot hiicrelerdeki NHEJ ve HDR seklindeki DNA onarim yolaklarini
genetik degisiklik yapmak i¢in kullanir.
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CRISPR sistemi ilk 1987 yilinda aydmlatilmistir. Ishino ve ark. (1987),
Escherichia coli bakterisinde alkalin fosfataz izozim dontisiimiinden sorumlu olan
iap genini incelerken, iap geninde tekrar eden ve etmeyen dizileri kesfetmislerdir
(Ishino ve ark., 1987). 2000 yilinda farkl1 20 tiirde tekrar dizilerinin varliginin tespiti
(Mojica ve ark., 2000), diziler iizerine yapilan ¢aligmalar1 arttirmistir. 2002 yilinda
bu tekrar dizilerinin islevleri tamamen bilinmemesine karsin Jansen ve ekibi bu
dizileri Diizenli Aralikla Boliinmiis Kisa Palindromik Tekrar Kiimeleri (CRISPR),
CRISPR lokusuna bitisik gen setini ise CRISPR 1iligkili genler (Cas) olarak
adlandirmistir (Jansen ve ark., 2002). 2005 yilinda ti¢ farkli arastirma ekibi
birbirlerinden bagimsiz  olarak tekrar etmeyen CRISPR aralayicilarinin
bakteriyofajdan koken aldigini bildirmesi iizerine prokaryotlardaki bu dizilerin
viriislerin neden oldugu enfeksiyona karsi gelistirilen niikleik asit tabanli bagisiklik
sistemi olabilecegi hipotezi ortaya ¢ikmistir (Mojica ve ark., 2005; Bolotin ve ark.,
2005; Pourcel ve ark., 2005). CRISPR Ilokusundaki aralik dizilerin bakteriyofa]
genomunda ve plasmidlerde siklikla ayni oldugunun rapor etmesiyle CRISPR
lokuslarin bakteri ve arkealar: viriislerin sebep oldugu enfeksiyona karsi korunmak
icin tasarlanmig bagisiklik sisteminin bir parcast oldugu goriisiinii desteklemistir
(Wilkinson ve Wiedenheft, 2014). Bu hipotezin ilk deneysel kanit1 2007 yilinda

yaymlanmistir (Barrangou ve ark., 2007).

Sapranauskas ve ark.(2011), Streptococcus thermophilus CRISPR-Cas
sisteminin Escherichia coli’ye transfer edilebilecegini ve plazmid transformasyonuna
ve faj enfeksiyonuna karst heterolog koruma saglayabildigini gostermislerdir.
Ayrica, Cas 9’un CRISPR ile kodlanmig girisim i¢in gerekli tek Cas proteini

oldugunu tespit etmislerdir (Sapranauskas ve ark., 2011).

2012 yilinda Charpentier ve Doudna tarafindan yiiriitillen bir ¢alisma
kapsaminda, sistem Streptococcus pyogenes’te denenmis ve crRNA ile tractRNA’nin
birlestirilmesi ile Watson-Crick baz eslesmesi yoluyla spesifik genomik bolgelere
karg1 Cas9 niikleazini aktif hale getiren tek bir rehber RNA (single guide, sgRNA)
tretilmistir. (Jinek ve ark., 2012).

25



CRISPR-Cas sisteminin bir gen diizenleme aract olarak kullanilmasi,
Streptococcus thermophilus (StCas) ve Streptococcus pyogenes’'den (SpCas9) gelen
Tip II CRISPR sistemlerinin, memeli genomlarin1  diizenlemek i¢in
tasarlanabileceginin gozlemlendigi 2013 yilinda baslamistir (Cong ve ark., 2013).
Yapay rehber RNA aracilig1 ile spesifik hedeflerde DNA kesimi yapilabildiginin

bulunmasiyla genom diizenlemede yeni bir déneme girilmistir.

CRISPR-Cas sisteminin adim adim ilerleyen kesfi sonucunda CRISPR

lokusunu su sekilde tanimlanmustir:

Her bir CRISPR lokusu, kisa tekrar dizilerinden ve yabanci genetik
materyalden koken alan, ancak tekrar etmeyen aralayict (spacer) adi verilen
dizilerden olusur (Nishimasu ve ark., 2014). Bir CRISPR lokusunda yer alan
aralayici diziler oldukga farklilik gostermektedir. Bu dizilerinin sayis1 birkag¢ taneden
birkag yiize kadar biiyiik degiskenlik gosterir. Tekrar dizileri 21-48 baz ¢ifti arasinda
iken, aralik dizileri 26-72 baz cifti arasindadir. CRISPR lokuslar ile ilgili diger bir
Ozellik de transkripsiyon yoniiniin belirlenmesini saglayan CRISPR lokusunun
yukari akis bolgesinde yer alan lider (guide) olarak adlandirilan korunmus bir dizinin
varligidir. CRISPR aktivitesi i¢in genellikle CRISPR dizilerine bitisik bulunan,
CRISPR iliskili genlerin (CRISPR associated genes, Cas) varligma ihtiya¢ vardir
(Sekil 1.10) (Rath ve ark., 2015). Cas genlerinin kodladigi Cas proteinlerinin
bir¢ogunun niikleaz, helikaz ve niikleik asit baglanma bolgelerini tagidigi ve bu
sayede DNA dizilerini agip kesebildikleri bilinmektedir (Sapranauskas ve ark.,
2011).
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CRISPR LOKUSU

Aralik Dizileri
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Sekil 1.10. CRISPR lokusu(Sorek ve ark., 2008)

Kesfedilmesinin ardindan yapilan ilk ¢alismalardan sonraki gegen kisa siire
icinde mayadan insana neredeyse tiim yaygin calisilan Okaryotlarda genom
diizenleme i¢in kullanilmistir (Terns ve Terns, 2014). Cas9 proteininin istem disi
etkilesimleri sonucu olusabilecek hedef dis1 etkiler endise yaratsa da dngorebilme ve
onleme stratejileri gelistirilmektedir (Tsai ve ark., 2015). Cesitli genom diizenleme
sistemleri i¢inde, CRISPR sistemlerinin iiretilmesi nispeten basit, kullanimi kolay ve
diisitk maliyetli olmasi1 diger yontemlere gore avantajli sayilmakla beraber, avantaj
ve dezavantajlari ortaya koymak icin kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (Fu

ve ark., 2013; Li ve ark., 2013).

Prokaryotlarda dogal CRISPR sisteminin varliginin kanitlanmasindan sonra
arastirmactlar mekanizmasini anlamak {izere calismalara yogunlasmislardir. 2010
yilina kadar bakterilerde tip I, II ve tip Il olmak iizere tic CRISPR sistemi tespit
edilmisse de gilinlimiize kadar yapilan g¢alismalarla CRISPR-Cas sistemi, efektor
niikleaz genlerinin bilesimine gore fonksiyonel olarak iki smifa ayrilir. Sinif 1
CRISPR sistemi, efektor niikleaz komplekslerinin ¢oklu alt birimleri ile karakterize
edilir ve tip I, III ve IV CRISPR sistemlerini igerir (Sekil 1.11). Sinuf 1’in genom
diizenleme araci olarak rutin uygulamalari, fonksiyonel bir vektérde veya bir
riboniikleoprotein ~ protein  (RNP)  kompleksinin ~ kullaniminda  sistemin
klonlanmasindaki kisitlamalar nedeniyle smirlandirilmigtir.  Ancak  CRISPR
sisteminin aydinlatilmasi asamasinda Tip I-III {izerinde en ¢ok calisilan gruplardir

(Moon ve ark., 2019).
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Sinif 2 CRISPR sistemi, Cas9 gibi tek bir efektdr proteinden olusur ve crRNA
oncesi islem i¢in gerekli faktorlere ve efektor proteini olusturan alanlarin gesitliligine
gore tip II, V ve VI alt sinmiflara ayrilir (Moon ve ark., 2019) (Sekil 1.11). Genom
diizenleme araci olarak kullanimi kabul goéren Tip II CRISPR sistemine ilerleyen

boliimde detaylh olarak yer verilecektir.
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Sekil 1.11. Simif 1 (A) CRISPR-Cas sistemlerinin siniflandirmasi ve izole edildikleri
bakteriler (Koonin ve ark., 2017).
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Sekil 1.11.(Devam) Simf 2 (B) CRISPR-Cas sistemlerinin smiflandirmasi ve izole
edildikleri bakteriler (Koonin ve ark., 2017).

Cas proteinleri oldukca degisken bir gruptur. Cas 1 ve Cas2 proteinleri tim
CRISPR-Cas sistemlerinde bulunurken, diger Cas proteinleri sadece belirli tipteki
CRISPR-Cas sistemleri ile iligkilidir (Rath ve ark., 2015).

Tip I CRISPR-Cas sistemleri hedefin par¢alanmasindan sorumlu hem helikaz
hem de DNAaz bolgelerini iceren bir protein olan Cas3’tin varligr ile tanimlanir

(Sinkunas ve ark., 2011). Tip I CRISPR-Cas sistemleri Kaskat benzeri bir kompleksi
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kodlar. Kaskat crRNA’ya baglanir ve hedefi bulduktan sonra Cas3 proteini devreye
girerek yabanci DNA’y1 keser (Makarova ve Koonin, 2015).

Tip II CRISPR-Cas sistemi ise diger sistemlerden farkli olarak sadece
crRNA’ya degil ayni zamanda oOnciil RNA’daki tekrar dizilerine tamamlayici
tractrRNA’ya ve Onciil crRNA ve tractRNA’nin olusturdugu hibrit yapiy1 taniyarak
baglanan bir ribonukleaz olan RNaz III’e ve Cas9 proteinine ihtiyag duyar
(Deltcheva ve ark., 2011). Tip II CRISPR-Cas sisteminde hedef DNA’y1 taniyan, ona
baglanan ve kesimini saglayan tek Cas enziminin Cas9 oldugu bildirilmistir.
Yaklasik 800-1400 aminoasitten olusan Cas9 RuvC-benzeri niikleaz (RNase H fold)
ve HNH olmak iizere iki niikleaz bolge icerir. Bu iki niikleaz hedef DNA kesimi igin
gereklidir (Makarova ve Koonin, 2015).

Tip III CRISPR-Cas sistemleri fonksiyonu tam olarak bilinmeyen Casl0
proteinini igerir. Baslangigta polimeraz oldugu diisliniilen Casl10’un yapisinda
giinimiizde The histidine-aspartate (HD) bolgesi, C-terminal bdlgesi, palm
polimeraz bolgesi ve N-terminal siklaz benzeri bolge olmak tlizere 4 farkli bdlge
tanimlanmustir (Liu ve ark., 2019). Tiim tip I ve Tip II sistemleri DNA’y1 hedef
alirken Tip III sistemleri DNA ve/veya RNA’y1 hedef alir. DNA veya RNA hedefleri
icin spesifitelerine bagh olarak Tip HI-A (CSM) ve Tip III-B (CMR) olarak alt
smiflanirlar.  Cas proteinlerinin  ¢ogu kaskata benzeyen Csm veya Cmr
komplekslerine doniisiir, hedefi tanir ve keser (Rouillon ve ark., 2013). ilk bulgular
Csm komplekslerinin  DNA’yt  (Marraffini ve Sontheimer, 2008) ve Cmr
komplekslerinin RNA’y1 hedef aldig1 yoniindedir (Zebec ve ark., 2014) ancak ayni
Cmr kompleksi tarafindan hem DNA’nin hemde RNA’nin hedef alinmasi
S.islandicus 'ta gosterilmistir (Peng ve ark., 2015).
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1.3.3.1. Tip II CRISPR-Cas9 Sistemi ile Genom Diizenleme

Gliniimiizde, CRISPR-Cas9 teknolojisi kullanilarak yapilan genom diizenleme
bir endoniikleaz ve kisa bir kilavuz RNA olmak tizere iki bilesene sahiptir (Sekil
1.12). Endoniikleaz, Streptococcus pyogenes kaynakli bakteriyel Cas9 niikleaz
proteinidir. Cas9 niikleazi, ¢ift sarmalli DNA'y1 kesen RuvC ve His-Asn-His (HNH)
benzeri niikkleaz alani olarak iki DNA boliinme alani igerir. HNH, tamamlayict cRNA
sarmalimin bir ipligini keserken, RuvC bolgesi sarmalin karsit ipligini Kkeser
(Manghwar ve ark., 2019) gRNA’nin 5ucundaki son 20 baz cifti, Cas9/gRNA
kompleksini PAM dizisinin hemen yukasindaki uygun hedef diziye yonlendirme
gorevini yapar. PAM tanima dizisi, tiirlere ve Cas9 niikleazinin tiiretildigi bakteri
tiirline bagli olarak degisir (Cizelge 1.1). Streptococcus pyogenes Cas9 igin dizi, 5'-
NGG’dir (Sander ve Joung, 2014). Cesitli tiirlerden farkli PAM dizilerine sahip
degisik Cas9 proteinleri karakterize edilmistir (Ma ve ark., 2014). Farkli PAM
dizilerine sahip ¢esitli Cas proteinleri ayni anda birka¢ tane hedefi modifiye etmek
icin kullanilabilir. Buradaki en oOnemli etken hedefe komsu PAM dizisinin
gerekliligidir. (Rath ve ark., 2015). PAM dizisi ve rehber RNA’nin yoklugunda Cas9
hedef diziye baglanamaz dolayisiyla istenilen bolgedeki kesimi yapamaz (Kleinstiver

ve ark., 2015).
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Sekil 1.12. CRISPR-Cas 9 bilesenleri (abmgood.com)

CRISPR-Cas9 yonteminde dogal olarak sentezlenen crRNA ve tracrRNA ilk
olarak, 2012 yilinda Charpentier ve Doudna tarafindan Streptococcus pyogenes’te
yapilan bir ¢alisma kapsaminda birlestirilmis ve Watson Crick baz eslesmesi yoluyla
spesifik genomik bolgelere karsi Cas9 niikleazini aktif hale getiren tek bir rehber
RNA (single guide, sgRNA) iiretilmistir. Bu yapay rehber RNA araciligi ile spesifik
hedeflerde DNA kesimi yapilabildiginin bulunmasiyla genom diizenlemede yeni bir

déneme girilmistir (Jinek ve ark., 2012).

Cizelge 1.1. Cas niikleazlarin farkl tiir ve alt tiplerinden PAM dizileri(Sander ve

Joung, 2014).

Tiir Subtip PAM Dizisi
S.pyogenes 11 5-NGG
S.solfataricus I-A1 5-CCN
S.solfataricus I-A2 5-TCN
H.walsbyi I-B 5-TTC
E.coli I-E 5-AWG
E.coli I-F 5-CC
P.aeruginosa I-F 5-CC
S.thermophilus II-A 5-NNAGAA
S.agelactiae IT-A 5-NGG
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CRISPR-Cas9 araciligtyla genom diizenlemede, memeli hiicresi, Cas9
niikleazin1 ve hedef bolgeye 6zgii tasarlanmis rehber RNA’y1 ifade eden vektor ile
transfekte edilir. Rehber RNA Cas9 ile kompleks olusturur ve Cas9’u hedef diziye
getirir. Cas9 proteini hedef bolgeye baglandiktan sonra, Cas9 niikleaz, RuvC ve
HNH iki niikleaz alaninin aktivasyonuna yol agan yapisal degisikliklere ugrar ve bu
da gen diizenleme araglari i¢in dnemli bir 6zellik olan ¢ift sarmal DNA’da kirilmaya
neden olur. CRISPR-Cas9 genom diizenleme teknolojisi de diger genom diizenleme
araclar1 gibi genomda degisiklik yapmak i¢in NHEJ ya da HDR DNA onarim
mekanizmalarimi kullanir (Cooper GM, 2016).Genom diizenlemede knock out
olusturmak i¢in NHEJ, hedef dizide knock in olusturmak i¢in daha kompleks olan
HDR kullanilmaktadir. Hedeflenen genomik bolgeye homolog olan diziyi igeren bir
kalip DNA gonderildiginde HDR mekanizmasi ile gonderilen dizi hedef bolgeye
entegre olur (Shen ve ark., 2017).

1.3.3.2. CRISPR-Cas Sisteminin Etkinligini Etkileyen Faktorler

CRISPR gibi gii¢lii molekiiler araglarin, etkili ve giivenli klinik uygulamalarda,
ozellikle in vivo insan gen tedavisinde kullanilacagi durumlarda goz Oniine alinmasi
gereken faktorler vardir. Bu faktorler; hedef DNA alan se¢imi, hedeflenen genoma
spesifik gRNA ve Cas9 oOzgilliklerinin dikkatle tasarlanmasi, hedef disi kesme
konularini igermektedir. Ayrica CRISPR sisteminin in vivo uygulamalar i¢in mevcut
olan tagima araclarinin kullanimi1 da sorun olusturabilmektedir (Lino ve ark., 2018).
CRISPR-Cas sisteminin  etkinligini  etkileyen baslica faktorler asagida

Ozetlenmektedir.

Hedef DNA Alan Secimi ve gRNA Tasarimi: CRISPR-Cas9 sisteminin en
blyiik avantaji, herhangi bir DNA sarmalindaki PAM motifini tagiyan 23 bp’lik
sekans1 hedef alabilme yetenegidir. Bu bilgi bize hedef bolge se¢iminde en dnemli
ihtiyacin PAM dizisi oldugunu gostermektedir (Ramakrishna ve ark., 2014) (Sekil
1.13). Genom genelinde c¢ok miktarda S. pyogenes Cas9’a ait PAM dizisi
bulunmasina karsin belirli bir geni hedeflemek icin PAM’in konumunun dogru

olmamasi gen diizenleme uygulamalarini kisitlamaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi
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farkli tiirlerden elde edilen, farkli PAM dizilerine sahip degisik Cas9 proteinlerinin
varligi, hedef dizi seg¢ilimi agisindan esneklik saglamistir. Bu esneklik spesifitesi
degistirilmis PAM dizileri ile yeni Cas9 protein varyantlarinin tasarimini miimkiin
kilmistir (Kleinstiver ve ark., 2015). S.pvogenes’ten izole edilen SpCas9 proteininin
VGR, EQR ve VRER varyantlarinin sirastyla 50-NGAN-30, 50-NGAG-30 ve 50-
NGCG-30 PAM dizilerine sahip olmast bu duruma &rnek verilebilir (Lino ve ark.,
2018). Hedef alan se¢iminde tek ve ¢oklu baz uyumsuzluklar tolere edilebilse de,
PAM dizisine daha uzak olan uyumsuzluklarin daha iyi tolere edildigi bir ¢ok
yayinda bildirilmistir (Fu ve ark., 2013; Wang ve ark., 2014; Xu ve ark., 2015).

7

PAM PAM Hedef Din

¥

Sekil 1.13. PAM dizisi; CRISPR-Cas9 kullanilarak yapilan basarih genom diizenlemesi,
gRNA dizisine ve PAM dizisine baghdir. Genom diizenleme i¢in sadece PAM dizisinin
hemen ardindan takip eden hedef diziler hedeflenmektedir (abmgood.com).

Hedef Dizi FAM

Bir kimerik gRNA; 5" ucunda bir crRNA tiirevi bolge ve 3’ ucunda bir
tracrRNA tiirevi bolgeden olusur. Her iki bolgede de cesitli modifikasyonlarin varligi
bildirilmistir (Sander ve Joung, 2014). gRNA’nin 6zgiinliigii PAM dizisine olan
mesafesi ile iligkilidir. PAM dizisinden uzaklastik¢a hedefe 6zgiinliigii azalir. gRNA,
Cas9 proteinini PAM dizisinin 5’'NGG ucuna yakin 20 niikleotitlik hedef bdlgeye
yonlendirmek icin tasarlanir. Boylece, bir hedef bolgeye karsilik gelecek sekilde
tasarlanmig bir gRNA'min ilk 20 bazimin degistirilmesi N20-NGG formundaki
herhangi bir DNA seckansina indel mutasyonlar ekleyebilir (Hsu ve ark., 2013).

Hedef dizi se¢imi ve gRNA’nin rasyonel tasariminin birgok kriteri oldugu,
basit bir kural ile yapilamayacag ve ongoriildiigii kadar kolay olmadigi ¢ok fazla
sayida caligmaya konu olmustur (Hsu ve ark., 2013; Pattanayak ve ark., 2013;
Doench ve ark., 2014; Moreno-Mateos ve ark., 2015). sgRNA tasariminda stabilite



lizerine yapilan bir calismada tasarlanan dizinin guanin bazi bakimindan zengin,
adenin bazi bakimindan zayif olmasmin sgRNA dizisinin stabilitesini arttirdigi
gozlenmistir (Moreno-Mateos ve ark., 2015). Rehber RNA tasarimindaki diger
hassas konu ise transkripsiyon sonlandirici olarak ¢alisan poli-T dizileri ig¢eren
bolgenin se¢iminden kagimilmasidir. Giiniimiizde gRNA tasarimini kolaylastiran arag
ve yazilim paketleri mevcuttur.Feng Zhang laboratuvari tarafindan gelistirilen
CRISPR Tasarim Araci http://crispr.mit.edu/ gRNA'y1 tasarlamak ve degerlendirmek
icin en yaygimn kullanilan kaynaktir (Ran ve ark., 2013). CRISPR Tasarim Araci
yalnizca tasarim igin degil, aynm1 zamanda hedef disi bolgeleri cesitli tiirlerin
genomlarinda aramak i¢in de  kullamilir.  ZiFiT = Targeter (http://zifi
t.partners.org/ZiFiT/ ), Zinc Finger web sitesinde mevcut olup gRNA'larin
tasariminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Fu ve ark., 2014; Hwang ve ark., 2013).

Cevrimigi ve ticretsiz olarak ulasilabilen bazi araglar listelenmistir.

e  E-CRISP( http://www.e-crisp.org/E-CRISP/)
e CRISPRdirect ( http://crispr.dbcls.jp/ )

e CRISPR Optimal Target Finder ( http://tools.fl

ycrispr.molbio.wisc.edu/targetFinder/)

e Cas-OFFinder (http://www.rgenome.net/cas-offinder/ )

e  CHOPCHOP ( https://chopchop.cbu.uib.no/)

Cas9 Aktivitesi: Gen diizenleme sistemi i¢in yapilan tasarimlarin bir parcasi
olan Cas9 se¢iminin 0Ozginligli, hedef dizi i¢in daha iyi gen diizenlemesi
saglayabilir. Cas9’un hedef diziyi kesebilmesi igin, rehber RNA ile hedef dizinin
biiyiik oranda eslesmesi gereklidir (Lino ve ark., 2018).

Streptococcus pyogenes (SpCas9) bircok farkl hiicre tipinde gen diizenlemede
kullanilmak {izere modifiye edilmisken, Staphylococcus aureus (SaCas9) (Ran ve
ark., 2013), Neisseria meningitidis (NmCas9) (Hou ve ark., 2013) ve
S.thermophiles(StCas9) dahil olmak tizere farkli tiirler igin degisik Cas9 proteinleri
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de tanimlanmis ve gen diizenlemesi uygulamalarinda kullanilmigtir. Her birinin farkli
PAM dizisi ve degisken aktivitesi bulunmaktadir (Kleinstiver ve ark., 2015).
Okaryotik hiicrelerde gen diizenlemesi i¢in Cas9 proteini ¢ekirdege yapismalidir. Bu
sistemlerde niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) Cas9 proteinine baglidir. Cas9
niikkleer lokalizasyonunun, basarisini arttirmak icin NLS ve Cas9 arasina 32
aminoasit aralayici eklenmesi NLS’ye erisimi arttirmistir (Shen ve ark., 2013).
Kimerik RNA’nin konformasyonu Cas9 kompleksinin aktivitesini arttirmaktadir.
sgRNA konsantrasyonunun artttirilmasi Cas9 proteininin aktif riboniikleoprotein
kompleksi olusturmasini saglayarak hedef kesme aktivitesini arttirdigr gosterilirken
(Kim ve ark., 2014), fazla sgRNA’nin hedef dis1 etkileri arttirdigi da gosterilmistir
(Fu ve ark., 2013).

Hedef Disi Kesme: CRISPR-Cas9 uygulamalarinda rehber RNA/Cas9
kompleksinin hedef bolge disinda genomdaki baska bolgelere baglanmasi
istenmeyen bir durumdur. Hedef bolgenin genomdaki baska bir bolge ile homoloji
icermeyecek sekilde secilmesi, sgRNA tasarimimin ve Cas9 spesifitesinin
gelistirilmesine ek olarak hedef dis1 kesmenin azaltilmasina yonelik ¢abalar mutant
Cas9 sisteminin tasarimi ile sonuglanmigstir. Cas9 proteini tek basina hedef dist
etkilere neden olmamasina ragmen, mutant Cas9 tekniginin gelistirilmesi bu etkileri
simirlandirmigtir. Bir mutant sistem, Cas9 proteinini bozdugunda sadece tek bir DNA
sarmalinda kiriklar olusur. Sonrasinda nickaz CRISPR-Cas9 adli enzim DNA
dizisinin ilerisinde bir Cas9 ile baglanip eslesmek icin kullanilir ve diger Cas9
baglanmas1 da DNA dizisinin tersine gercekleserck hedef bolgeye saldirir. Baglanma
sadece bu konfigiirasyonda iken kirik alanlarin birlikte hareketi sonucu DSB olusur.
Hedef dis1 kesme sadece tek sarmal kesigidir ve basit bir DNA ligaz ile onarilabilir.
Bu sistemin memeli hiicrelerinde kullanilmast hedef dis1 kesimi 10° misli azaltirken,

hedefli kesmelerin etkinligini ¢ok az veya hi¢ azaltmamistir (Lino ve ark., 2018).

CRISPR Tasima Sistemleri: CRISPR-Cas9 kompetentlerinin taginmasi igin
en yaygin olarak kullanilan tagima sistemi tasinan {iriin ve tasima araci olarak iki ana

kategoriye ayrilir. Crispr-Cas9  sisteminde tagimnan friinler, Cas9-gRNA
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komplekslerini kodlayan DNA plazmidi, mRNA molekiilii ve rehber RNA ile Cas9
proteini (riboniikleoprotein ) kompleksidir (Shui ve ark., 2016).

CRISPR aracili gen diizenlemesini saglamak i¢in, hiicre c¢ekirdeginde
fonksiyonel bir Cas9-gRNA riboniikleoprotein (RNP) kompleksi olmalidir. Bu RNP
kompleksinin dogrudan verilmesi en basit segenek gibi goriinse de, hiicre zari
boyunca biiyiik bir protein verilmesi son derece zor olabilir. Bu nedenle, hedef
hiicreye kendi Cas9 proteinini in-situ Uretmesi talimatin1 vermek i¢in genetik
materyal saglamaya odaklanilmistir. DNA, bir plazmid formunda veya bir viral
genomda kodlanmig olarak ya da mRNA seklinde verilerek, hedef hiicrenin iginde
Cas9 proteininin ekspresyonuna yol agabilir ve sonug¢ olarak Cas9 aracili gen

diizenlemesine yol agabilir (Liang ve ark., 2015)

Gen diizenleme sisteminin bilesenlerini tasiyan araclar; viral vektorler ve non
viral vektorler olmak ftizere iki genel grup altinda smiflandirilir. Viral tasima
vektorleri, spesifik olarak tasarlanmis adeno iliskili viral vektorler (AVV),
Adenoviral vektorler (Adv) ve lentiviral vektér (LV) tasiyicilarmi igermektedir
(Chen ve Gongalves, 2016). Non viral vektor sistemleri, fiziksel ve kimyasal tagima
metodlar1 olarak ayrilir. En yaygin fiziksel tasima metodlar1 mikroenjeksiyon ve
elektroporasyon olmasina karsin  hidrodinamik tasima gibi metotlar da
kullanilmaktadir. Kimyasal tagima metotlar1 lipid nanopartikiilleri, hiicreye penetre
olan peptitleri (CCPs), DNA ‘nanoclews’ nanopartikiilleri icermektedir (Lino ve ark.,
2018; Glass ve ark., 2018). (Sekil 1.14). Viral olmayan vektorler, viral vektorlere

kars1 baz1 avantajlara sahip olsalar da viral vektorler kadar 6ne ¢ikmamaktadirlar.
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Viral Vektor Viral Olmayan Vektor

Fiziksel Metodlar Kimyasal Metodlar
Mikroenjeksiyon Elektroporasyon Cas9-CPP/NLS LNP AuNP
n — )
e | : oo &
O/\/\ﬂ
Ge Omis O P - XC

Tasman Uriinler: ) DNA ~~ mRNA Protein/RNP

Sekil 1.14 CRISPR-Cas9 bilesenleri tasima araclari: CRISPR bilesenlerini hiicre zarinda
basaril1 bir sekilde iletilmek i¢in ¢esitli viral ve viral olmayan yontemler tiiretilmistir.

Viral olmayan tasima sistemleri kimyasal ve fiziksel sistemler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Kimyasal tasima metotlarindan en sik kullanilani ise lipid bazli
tastyicilardir. Lipid bazli tasiyicilar, CRISPR DNA, mRNA veya RNP'ler i¢in
popiiler ve verimli bir iletim sistemidir. Lipidler, hidrofilik bir gévde ve uzun zincirli
hidrofobik bir kuyruk grubundan olusan amfifilik organik molekiillerdir. Sulu
cozeltide, lipidler hidrofobik kuyruklarmi ¢oziiciiden korumak icin kendiliginden
nanopartikiiller olustururlar. Niikleik asitler tipik olarak hiicrelerin disinda kararsizdir
ve yliksek anyonik yapilari nedeniyle hiicre zarindan kolayca ge¢mezler. Niikleik
asitleri niikleinazdan korumak ve nispeten hiicreye tasmimini kolaylastirmak icin
katyonik lipozomlar i¢inde kapsiillenerek verilirler (Yang ve ark., 2014). Katyonik
lipidler, sahip olduklar1 pozitif yiiklii ylizey nedeniyle DNA veya mRNA gibi negatif
yuiklii yiklere sahip bir kompleks olusturmada ozellikle etkilidir. Cas9 RNP'lerde,
negatif yiiklii gRNA molekiilli, katyonik lipidlerde kapsiillenmeyi kolaylastirir (Glass
ve ark., 2018).

En yaygin olarak kullanilan lipid nanoparcacik sistemi, piyasada bulunan
lipozom formiilasyonudur. Lipozom reaktiflerinin gelistirilmesiyle DNA ve RNA

transfeksiyonu temel arastirmalarda rutin bir teknik haline gelmistir. Reaktiflerin
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temel prensibi; DNA’ya baglanarak DNA’ya net bir pozitif yiikk vermektir (Zuris ve
ark., 2015).

Kullanilan bir bagka yaklasim da Cas proteini, DNA veya RNA'nin polimerik
tasiyicilar igine kapsiillenmesidir. Zitteriyonik amino lipidler, polietilenimin (PEI) ve
poli-L-lizin (PLL) kullanilan polimerik vektorlerdir. Tiim bu yaklagimlarda
kullanilan vektorler negatif yiiklii hiicre zarma giiglii bir sekilde baglanir ve hiicreye
endositozu indiikler. Lipid kapsiilleme gibi, polimerik kapsiilleme de yiikii in-vivo

bozunma yollarindan korur (Glass ve ark., 2018).

Hiicreye niifuz eden peptitler (Cell-penctrating peptide, CCP), polikatyonik
kisa aminoasit uzantilaridir. Spesifik CRISPR-Cas9 uygulamalarinda, CPP'ler
genellikle dogrudan Cas9 proteinine kovalent olarak baglanir, daha sonra sgRNA ile
kompleks hale getirilir ve hiicrelere verilir. CPP ile iletimde plazmidsiz ve ek

transfeksiyon reaktifsiz bir yontem sunulmustur (Ramakrishna ve ark., 2014).

CRISPR bilesenleri altin, silis ve karbon nanotiipler gibi inorganik
malzemelerden olusan nanopargaciklarla kompleksleme yoluyla da verilebilir.
Lipidlerin veya polimer tasiyicilarin aksine, nanopargaciklar son derece kolloidal

olarak stabildir (Rohiwal ve ark., 2020).

CRISPR-Cas9-riboniikleoprotein ~ (Cas9-RNP) iletimi  yoluyla genom
diizenleme, istenmeyen gen hedeflemesini azalttigindan ve gen iletme stratejileri
yoluyla olusabilecek mutajenezi Onlediginden birgok c¢alismanin konusu olmustur.
Ancak Cas9-RNP'in sitozole dogrudan ve etkili bir sekilde verilmesi, ardindan
cekirdege translokasyonu hala bir zorluk olmaya devam etmektedir (Mout ve ark.,
2017). Cas9 RNP’nin aktarimda Lipofektamin ve polictilenimin (PEI) en basarili
dagitim araglaridir. Bu dagitim araglar1 Cas9 RNP’yi, NHEJ yoluyla nakavt etmek
icin basarili iken in-vivo HDR'yi indiklemek icin lipid iiriinleri veya PEI
uygulamasinin bagaris1 kanitlanmamistir (Lee ve ark., 2017). Bu nedenle, ayni anda

Cas9-RNP ve donér DNA’nin hiicrelere birlikte verilmesine dayanan ve HDR'yi in
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vivo indiikleyebilen altin nanopargacik adi verilen yiiksek verimli bir diizenleme

stratejisi gelistirilmistir (Mout ve ark., 2017; Lee ve ark., 2017)

Viral olmayan tasima sistemlerinden bir digeri fiziksel sistemlerdir ve
mikroenjeksiyon, elektroporasyon ve hidrodinamik tasima olarak iige ayrilmaktadir.
Mikroenjeksiyon, hiicreye CRISPR bilesenlerinin taginmasinda yiiksek etkinligiyle
‘altin standart’ teknik olarak goriilmektedir. Bu teknikte Cas9 proteini ile sgRNA tek
bir hiicreye direkt olarak enjekte edilir (Yang ve ark., 2013). In vitro ve ex vivo
calismalar i¢in uygun olan bu metot hiicre icine tasmman bilesenlerin molekiil
agirhiginda kisitlama yaratmaz. Bu o6zelligi ile viral vektor tasima sistemlerine
istiinliik saglar. Mikroenjeksiyon ile CRISPR bilesenlerinin hiicre i¢inde aktariminda
proniikleusa DNA enjeksiyonu, proniikleusa RNA enjeksiyonu ve sitoplazmaya
RNA enjeksiyonu gibi farkli metotlar denenmis ve sitoplazmaya RNA
enjeksiyonunun, canlt blastosist evre embriyolarinin ve {iretilen yavrularin sayisinin

fazlalig1 acisindan en etkili yontem oldugu bulunmustur (Horii ve ark., 2014).

Elektroporasyon, hiicre popiilasyonlarina gen diizenleme araglarinin taginmast
i¢cin kullanilan en eski fiziksel metotlardan bir tanesidir. Bu teknik, hiicrelerin hiicre
membranlarinda nanometre boyutunda gegici gézenekler agmak i¢in elektrik akimini
kullanir. Béylece hidrodinamik ¢ap1 nanometre olarak ifade edilebilecek kadar kiiciik
komponentler hiicre igine girebilir (Gehl, 2003). Elektroporasyon diger tasima
tekniklerine kiyasla hiicre tipine daha az bagimlidir. Memeli hiicreleri belirli
voltajlara ve akim uygulama zamanlarina hassasiyet gosterirken bakteri hiicrelerinin

elektroporasyona daha fazla toleransi vardir (Lino ve ark., 2018).

CRSPR/Cas9 sistemi bilesenlerinin memeli hiicrelerinin ¢ekirdeklerine direkt
olarak taginmasini saglayan ozellestirilmis elektroporasyon metotlart tasarlanmigtir.
Nukleofeksiyon olarak adlandirilan bu teknik tasianlarin ¢ekirdek igine girmesi igin
niikleer zarfin par¢alanmasina ya da hiicrelerin boliinme evresinde olmasina ihtiyag
duymaz. Fare spermatogonyal kok hiicrelerinde katarakta neden olan mutasyonlarin
diizeltilmesinde Cas9 ve sgRNA’y1 kodlayan DNA plazmidi niikleofeksiyon metodu

kullanilarak taginmugtir (Wu ve ark., 2015b). Ayrica, in-vivo genom diizenlemede
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yiiksek verimlilik ile fare zigotlarina Cas9 / sgRNA riboniikleoproteinler vermek igin
basit ve ckonomik elektroporasyon tabanli CRISPR Riboniikleoprotein
Electroporation Zygotes (CRISPR-EZ) olarak adlandirilan bir strateji gelistirilmistir.
CRISPR-EZ, mikroenjeksiyona kiyasla embriyo canliliginda énemli bir iyilesme ile
in-vivo olarak yiiksek verimli genom diizenlemesine olanak tanimistir (Chen ve ark.,

2016).

Hidrodinamik tasima, gen diizenleme bilesenlerini igeren sollisyonun hizli bir
sekilde vucut agirliginin %8-10’u kadar hacimle hayvanin kan dolasimina verildigi
in-vivo tasima teknigidir. Tagimanin temeli yiikksek miktarda sivi uygulanmasi ile
hiicrede hidrodinamik basing artmasma dayanir. Artan basing etkisiyle hiicrelerde
gecici olarak gecirgenligin artmasi sonucu normal olarak hiicre membraninm
gecemeyecek tasinanlarin hiicre i¢ine girmesi saglanir (Lino ve ark., 2018). Bu
metodun kullanilmasi karaciger igin olduk¢a yaygindir ayrica bobrek, kalp, akciger
hiicreleri i¢inde kullanilir (Guan ve ark., 2016). Basarili hidrodinamik tasima
uygulamalarina ragmen bu metot, kan basincinin yiikselmesi, karaciger bilyiimesi ve
kardiyak disfonksiyon gibi fizyolojik komplikasyonlara sebep olabileceginden,
transfeksiyon orami diigiik oldugundan ve sadece belirli hiicre tiplerinde tasimaya

uygun oldugundan ¢ok tercih edilmemektedir (Bonamassa ve ark., 2011).

Evrimsel siirecte viruslarin hiicreye girisi, kendi genetik materyallerinin uzun
stire korunmasi ve konakg¢i organizmada koruyucu mekanizmalarm baskilanmasi
veya modifikasyonu igin ¢esitli mekanizmalar gelistirmis olmalari nedeniyle
CRISPR-Cas9'un iletimi i¢in c¢esitli viral uygulama sistemleri gelistirilmistir. Bu
ozellikleri ile viral vektorler, gen diizenleme iletimi i¢cin umut verici yontemlerden
biri olmustur (Lukashev ve Zamyatnin, 2016). Genom diizenlemede; Adeno iliskili

vektorler, Adenovektorler ve Lentiviral vektorler yaygin olarak kullanilmaktadir.

Diger viral vektorlere kiyasla nispeten diisilk immiinojenik oOzellikleri ve
yiiksek verimleri nedeniyle, adeno iligkili viral vektorler (AAV) gen terapisi
aragtirmalart i¢in popiiler vektdrlerdendir (McClements ve MacLaren, 2017).

Dependovirus cinsi ve Parvoviridae ailesinden olan AAV, ~ 4.7 kilobaz (kb)
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uzunlugunda genomlari olan, tek zincirli kiiglik zarfsiz DNA viriisleridir. Cogalmak
ve enfeksiyon olusturmak i¢in adenoviriis ya da herpes viriisiine ihtiyaglar1 vardir.
AAV bazli vektorler bir genom i¢ine entegre olmadan CRISPR bilesenlerini
tasidigindan, genotoksik etkisi yoktur (Wu ve ark., 2010; Lukashev ve Zamyatnin,
2016).

AAYV vektorlerinin 6nemli bir sinirlamasi, genellikle <5 kb olarak kabul edilen
kiiciik paketleme kapasiteleridir. Bu sinirlama, daha biiyiik gen dizisine sahip olan
CRISPR- Cas9 sistemlerinin vektor tasarimini zorlastirir. SpCas9 ve sgRNA'y1 iki
ayrt AAV pargacigina paketleme gibi alternatif paketleme stratejileri gelistirilmis ve
basaril1 sonuglar bildirmistir (Swiech ve ark., 2015; Hung ve ark., 2016). Benzer bir
yaklasimda, Cas9 C-terminalinin bir AAV vektoriine paketlendigi ve Cas9 N-
terminalinin ikinci bir AAV vektoriine paketlendigi bir boliinmiis Cas9 sistemi
gelistirilerek AAV partikiilleri ile daha biiyilk Cas9 varyantlarmin kullanilmasi
miimkiin hale gelmistir (Chew ve ark., 2016). En sik kullanilan Streptococcus
pyogenes Cas9'un (SpCas9, ~ 4.2kb) ve sgRNA'sinin tek bir vektorde AVV
vektoriine paketlenmesi zordur. AAV’nin kii¢iik kapasite engeli, daha kiiclik Cas9
varyantlariin kullanilmasiyla asilmaya ¢aligilmistir (Yin ve ark., 2016). S. aureus'un
Cas9 siirlimiiniin kullanildig1 bir ¢alismada, Cas9'un bu versiyonu, aynmi gii¢lii kesme
kabiliyetini korurken, SpCas9'un kabaca % 70'i kadardir ve boyuttaki azalma AAV
parcacig1 icinde ~1 kB 'bos alan' birakir (Ran ve ark., 2015). Bununla birlikte,
bugiine kadar tanimlanan daha kisa Cas9 varyantlariin daha uzun PAM sekanslaria
ve dolayistyla hedef dizi se¢iminde daha biiyiik sinirlamalara sahip olduguna dikkat

edilmelidir (Lino ve ark., 2018).

Adenoviral (Adv) ve Lentiviral (LV) vektorler birbirlerinden farkli olsalar da,
CRISPR-Cas9 bilesenlerinin tasinmast i¢in kullanim sekilleri benzerdir. LV / AdV
iletimi ile AAV iletimi arasindaki en biiyiik fark parcacigin boyutudur; hem LV'ler
hem de AdV'ler kabaca 80-100 nm g¢apindadir. AAV'nin ~20 nm g¢apiyla
kargilastirildiginda, bu sistemlerde daha biiyiik dizilerin taginmast miimkiindiir.

Lentiviral vektorler transkripsiyonel olarak aktif genomik bolgelere entegre oldugu
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icin stabil transfeksiyon olusturabilirler. Adenoviral vektdrlerin ise hiicre genoma

entegre olma orani diisiiktiir (Lino ve ark., 2018).

LV veya AdV iletim sistemlerinin dezavantajlari, gii¢li bagisiklik tepkileri
ortaya ¢ikarmalaridir (Wang ve ark., 2015). Viral vektorler her zaman hedeflenen
konuma hassas degildir. Bu ekspresyonun ve hedef disi1 etkilerin artmasina veya hatta
yerlestirmenin Onemli bir hiicresel protein icinde rastgele meydana gelmesi
durumunda hiicrede potansiyel hasara yol agabilir. Viral vektorler gen diizenleme
icin kullanilirken her zaman dikkatli olunmasi Onerilmistir (Papapetrou ve
Schambach, 2016). Yaygin olarak kullanilan CRISPR tagima sistemlerinin sahip

oldugu avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 1.2°de verilmistir.

Tasinan {irlin cinsinden ve tasima yoOnteminden bagimsiz olarak, bu
yaklasimlarin her biri hiicre zarimi1 ge¢me engeliyle kars1 karsiyadir. Cas9 proteinin
biiyiik bir molekiil olmas1 (~ 160 kDa) ve gRNA'nin uzun fosfat omurgasinin negatif
yiiklii olmasi, hiicre zarindan hiicreye girisi zorlastirmaktadir. Diger bir zorluk ise
terapotik etkinligin saglanmasi icin CRISPR bilesenlerinin uygun dozajinin hedefe
istenen zaman araliginda verilmesi gerektigidir. Bu uygulama, istenmeyen hedef dis1
gen diizenleme olaylarini1 6nlemek icin istenen dokulara spesifik olmalidir (Glass ve

ark., 2018).
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Cizelge 1.2. CRISPR tagima sistemlerinin karsilagtirilmasi

Tasima yontemi  Tagima Tasman  Paketleme Avantajlari Dezavantajlari
aract lirlin kapasitesi
Mikroenjeksiyon — igne DNA Cas9 ve Ilgilenilen 70r;
plasmidi; sgRNA'nin hiicreye sadece in vitro
mRNA nM seviyeleri  garantili uygulama
Protein aktarim
(RNP)
Elektroporasyon;  Elektrik DNA Cas9 ve Hiicre Genellikle in
nukleofeksiyon akimi plasmidi; sgRNA'nin poplilasyonuna vitro
mRNA)  nM seviyeleri  dagitim; iyi
bilinen bir
teknik olusu
Hidrodinamik Yiiksek DNA Cas9 ve Non-viral, Spesifik degil;
tasima basingli plasmidi; sgRNA'nin diisiik Dokularda
enjeksiyon Protein nM seviyeleri maliyetli travmatik
(RNP)
Adeno iliskili Zarfsiz, DNA <5kb niikleik ~ Minimal Diisiik
viriis (AVV) ssDNA plasmidi  asit immiinojenite  kapasite
Adenoviris Zarfsiz, DNA 8kb niikleik Yiksek Yiksek
ssDNA plasmidi  asit verimli immun yanit;
aktarim iiretim zorlugu
Lentiviriis Zarfli, DNA 18kb’ye Kalict gen Yiiksek
RNA plasmidi  kadar niikkleik  transferi immun yanit
asit
Lipit Dogal mRNA Cas9 ve Non-viral; Yiikiin
nanopartikiilleri ~ veya Protein sgRNA'nin basit endozomal
sentetik (RNP) nM seviyeleri  manipiilasyon, bozulmast;
lipitler diistik spesifik hiicre
veya maliyetli tropizmi
polimerler
Cell-penetring Kisa Protein Cas9 ve Non-viral Degisken
peptides(CPPs) aminoasit  (RNP) sgRNA'nin niifuz etme
dizileri nM seviyeleri verimliligi

1.3.3.3. Genom Diizenlemenin Otesinde CRISPR Sistemi

CRISPR sistemlerinin  genom diizenleme haricinde, DNA dizisini

degistirmeksizin spesifik DNA baglama 6zelligi nedeniyle, niikleik asit hedefleyen
optik tant kitlerinde, hedef gen transkripsiyonunun baskilanmasi1 ile CRISPR
interferans (CRISPRi) ve hedef gen ifadesinin artirilmasi ile CRISPR aktivasyonu
(CRISPRa) adlandirilan  6nemli kullanilabilecekleri

olarak uygulamalarda
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bildirilmistir (Hajian ve ark., 2019). CRISPRi sistemi igin gelistirilen deaktive
edilmis Cas9 enzimi (dCas9) hedef DNA dizisine bagl kalmaya devam ederek RNA
polimerazin ya da transkripsiyon faktoriiniin baglanmasina engel olur. Boylece
genomu degistirmeden es zamanli olarak gen ifadesinin baskilanabilecegi
gosterilmistir (Gilbert ve ark., 2014). dCas9 enziminin katalitik aktivitesini hassas
baz diizenlemesi i¢in kullanan Gaudelli ve ark. (2017), RNA adenozin deaminazi
dCas9 proteinine baglayarak hedeflenmis bir sekilde insan hiicrelerindeki AT baz
ciftlerini GC baz ciftlerine doniistiiriilmesini yaklasik %50 etkinlikle gdstermislerdir
(Gaudelli ve ark., 2017).

Son yillarda ¢esitli galigmalarla CRISPR sistemlerinin optik temelli tant amagl
kullanimina yoénelik farkli metotlar ortaya konulmustur (Gootenberg ve ark., 2017;
Li ve ark., 2018; Pardee ve ark., 2016). Pardee ve ark., (2016) Zika viriisiiniin ¢esitli
genotipleri arasindaki tek niikleotid ¢oziiniirliigiinii bile saptayabilen CRISPR-Cas9
aracili bir yontem gelistirmelerinden (Pardee ve ark., 2016) ¢ok kisa bir siire sonra
Gootenberg ve ark., (2017) RNA-klavuzlu RNA hedefleyen Casl3a iceren ve
Cas13a kompleksinin hedef diziyle hibridizasyonu durumunda ortaya ¢ikan floresan
sinyal aracilifiyla tan1 saglayan SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic
Reporter UnLOCKing) metodunu gelistirmislerdir (Gootenberg ve ark., 2017).
DNA’dan RNA cevrimini gerektirmesi gibi bir dezavantaji olan SHERLOCK
metoduna alternatif olarak da Li ve ark., (2018) dogrudan DNA hedefleyen
Casl2a’yt kullanan HOLMES metodunu yaymlamiglardir (Li ve ark., 2018).
Giiniimiizde Zika, Dang, Japon ensefaliti, lenfositik koriomenenjit, influenza A ve
vezikiiler stomatit gibi RNA virlisleri ile insan papilloma virlisii ve yalanct kuduz
gibi DNA virtsleri SHERLOCK (Gootenberg ve ark., 2017), DTECTRE (Chen ve
ark., 2018), HOLMES (Li ve ark., 2018) ve CARVER (Freije ve ark., 2019)

metodlari tarafindan tespit edilebilmektedir.

2020 yilinin ilk yarisinda bir ssSRNA viriisiiniin neden oldugu Corona Virisii
Hastali§1-2019'un (COVID-19) ortaya ¢ikmasi ile Metsky ve ark (2020), Casl3-
aracitli SHERLOCK teknolojisini ve sentetik SARS-CoV-2 RNA’y1 10 kopya/
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mikrolitre yogunlukta bile pozitif sonug veren bir metod gelistirmiglerdir (Metsky ve

ark., 2020).

CRISPR tabanli bu metodlar bulasic1 hastaliklardan RNA ve DNA viriislerini
tespit etmenin yani sira, dolasimdaki tiimér DNA's1 (¢tDNA) gibi tiimor kaynakh
niikleotitlerin saptanmasinda (Jenkins ve ark., 2017), DNA metilasyon durumunu
izlemede (Field ve ark., 2018), tekli niikleotid polimorfizmlerini belirlemede
(Savage, 2019) ve microRNA (miRNA) saptamada (Wang ve ark., 2019)

kullanilmaktadir.

Bu tez calismasinda ise Mus musculus tiriine ait B tipi spermatogonyal
hiicrelerde spermatogenezde rol oynayan T7ex/5 geninin CRISPR-Cas9 sistemi
kullanilarak knock out hale getirilmesi amaclanmistir. CRISPR-Cas9 yontemiyle
spermatogonyal kok hiicrelerde bu genin diizenlenmesini saglayan deney
diizeneginin optimizasyonu, bundan sonra primer SKH’lerde yapilacak genom
diizeyinde diizenlemeleri ve in-vivo transplantasyonu i¢in de Onemli bir adim

atilmasini saglamistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada ticari fare spermatogonyal hiicre hatti (ATCC CRL:2053)
kullanilmistir. Ticari olarak temin edilen tip B spermatogonyal hiicre hatti, ¢alisma
icin donmus vial icerisinde Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Molekiiler
Genetik Laboratuari’na teslim edilmistir. Hiicreler, kullanilincaya kadar -80 C’de
muhafaza edilmis ve hiicre kiltlriiniin yeni seriler seklinde pasajlanarak sivi azot
icerisinde saklanmasi ve tiim deneyler boyunca kiiltiir islemleri Genetik Anabilim

Dal1 biinyesinde kurulan Hiicre Kiiltlirii Laboratuvari’nda yapilmisgtir.

CRISPR-Cas9 yontemiyle vektor transfeksiyonu sonrasi 7Tex/5 geninin
susturulmasina yonelik ¢alismada gen hedefli CRISPR-Cas9 uygulama grubu (Grup
CRISPR-Cas9), herhangi bir genle homoloji gostermeyen sgRNA klonlanmis
vektorii igceren uygulama ile sadece CRISPR-Cas9 kimyasallarmin kontroliinii
saglayan grup (Grup sham) ve herhangi bir uygulamanin yapilmadigi sadece
pasajlanan grup (Grup Kontrol) olacak sekilde {i¢ grup olusturulmustur. Tip B
spermatogonyal kok hiicre hattinda CRISPR-Cas9 uygulamasi sonrasi 7ex/5 geninde
istenilen hedeflemenin olup olmadig1r deney gruplar1 ve kontrol grubundan eclde
edilen hiicre serilerinde hiicre viabilitesi ve basarinin etkinligi Mutasyon enzim

kesim analizi, DNA dizi analizi ve in-silico analizler ile ortaya konulmustur.

2.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Caligmanin ilk asamasinda; ticari olarak temin edilen spermatogonyal hiicreler
laboratuvara ulagmalarinin ardindan asagida sunulan prosediire gore muamele

edilmis ve pasajlama asamasina gecilmistir.

1. Hiicre hattt i¢gin baz medium olarak, Dulbecco’nun modifiye Eagle’s

mediumu (DMEM) kullanilmigtir. Baz ortama nihai konsantrasyon %10 luk
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olacak sekilde Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %!l penisilin-streptomisin

antibiyotik eklenerek biiyiime ortami hazirlandi.

. Tip B spermatogonyal kok hiicreleri igeren flakon, hiicre kiiltiiri

laboratuarinda 37 °C su banyosunda hafif¢ce ¢calkalanarak ¢oziildii.

. Flakon igerigi 9 mL biiyiime kiiltir ortami igeren bir santrifiij tiipiine
aktarilip, 5 dk boyunca 125 x g’de santrifij edildi (Hettich Rotina 35
Zentrifugen, Germany). Siipernatant dokiildiikten sonra, tabanda kalan pellet

kisma kiiltiire edilmek tizere elde edildi.

. Hiicre pelleti taze ve steril hazirlanan 3 mL biliylime medium ile yeniden

siispanse edilerek 25 cm? lik flask (kiiltiir siselerine) dagitild.

. Hiicreler kiiltiir i¢in %5 CO2, 37 °C kosullarindaki inkiibatorde inkiibe edildi.
Hiicrelerin iireme takibi yapilip % 90 konfliiensiye ulastigi zaman, tabani
kaplayan hiicreler tripsinize edilerek kaldirildi ve subkiiltiir agamasia
gecildi. Hiicrelerin kiiltiir siiresince takibi inverted mikroskop ile yapilmistir

(Leica DM IRB Inverted Mikroskop, Japan).

2.1.1. Subkiiltiir Prosediirii

[zlenen deney protokolii asagida 6zetlenmistir.

1. Pasajlanacak flasklardan once, kiiltiir mediumu uzaklastirild1 ve steril, 1X

(0,01M) Phosphate Buffered Saline (PBS, Ambresco, kat no: E404) ile yikandi.

2. Sonrasinda; 3.0 mL %0.25 (w / v) Tripsin-0.53 mM EDTA ¢ozeltisi ilave

edildikten sonra hiicre tabakas1 tamamen kalkincaya kadar (genellikle 5 ila 15 dakika

icinde) 37 °C’de inkiibe edildi ve mikroskop altinda hiicrelerin basarili sekilde

kaldirildigr gézlendi.
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3. Tripsinize edilen ve tabandan kaldirilan hiicre tabakasi santriflij tiipiine
alimarak oda sicakliginda 2500 rpm de 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant atilarak kalan hiicre pelleti 1 ml biiyiime medium ile tamamlandi.10ul
hiicre siispansiyonu makler kamarada sayildi ve hiicre yogunluguna gore 25c¢cm? ve

75cm? lik flasklara tekrar pasajlandi.

Tek bir 25 cm? lik flaska ekilen hiicrelere ait veriler kullanilarak, kiiltiire edilen
spermatogonyal kok hiicrelerin, ikiye katlanma zamani Denklem 2’ye gore
hesaplandi. Ilgili denklemde IKZ ikiye katlanma zamanini, HKS hiicre kiiltiirii

suresini ifade etmektedir.

Denklem 1;

. log(2
IKE = HKS % g[ ]

log(son hiicre sayist) — log(baslangic hiicre sayist)

Sekil 2.1. ikiye katlanma zamanini hesaplamada kullanilan denklem

Calisma siiresince, her pasaj sonrasi hiicre serileri, tekrarlayan pasaj ile
olusacak farkli hiicre diferansiasyonlarindan korunmak i¢in sivi azotta donduruldu.
Dolayisiyla ilk spermatogonyal kok hiicreler, ilk 5 pasaj boyunca cogaltildi ve
genetik deneylerde, bu ilk 5 pasajda elde edilen hiicreler kullanildi ve ileriki
calismalarda tekrar kullanilmak iizere sivi azot icerisinde dondurularak saklandi.
Pasajlanan  hiicrelerde, morfolojik olarak diferansiasyon sekillenmediginin
dogrulanmasi amaciyla, sitosantrifiijde lam tzerine yapistirildiktan sonra metil alkol

ile tespit edildi ve 30 dk siireyle toluidin mavisi ile boyandi.

2.1.2. Dondurma Prosediirii

Sayim igleminin ardindan hiicreler %10’luk yogunlukta Dimetil siilfoksit
(DMSO) ilavesi yapilarak ilk 6nce -80°C’de 24 saat bekletildi ve son olarak sivi

azot (-196°C) igerisine alinarak donduruldu.
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2.2. Antibiyotik Dozaj Optimizasyonu

Transfeksiyonda kullanilan ekspresyon sistemi bir ilaca direng geni tasiyorsa
transfekte edilen hiicreleri ayirt edebilmek i¢in kiiltlir ortamina antibiyotik eklenmesi
gerekmektedir ve boylece sadece transfekte edilmis hiicreler hayatta kalmaktadir.
Transfekte olmayan hiicrelerin biiyiik oranda 6ldiigii minimum antibiyotik dozunu
saptamak i¢in hiicrelere farkli konsantrasyonlarda antibiyotik eklenerek “killing

curve determination” denilen 6ldiirme egrisi olusturulmalidir.

Bu c¢alismada kullanilan transfeksiyon sistemi (All-in-One Lentivektor set,
ABM, kat no: K3130705) puromisin antibiyotigine karsi direng geni tasimaktadir.
Puromisin antibiyotigi (ABM marka, kat no G264) ckleme islemi sonrasi canlilik
yiizdesi hesaplamak i¢in Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) testi kullanilmistir.
MTT testi i¢in Shabani ve ark. (2016), protokolii uyarlanarak kullanilmistir (Shabani
ve ark., 2016)

Transfeksiyon uygulamasinda kullanilacak puromisin antibiyotigi 6ldiiriicii doz
ayart icin 96 kuyucuklu plaklarda 5pg/ml den baslanarak her bir doz, bir dnceki
dozun ‘2 diliisyonu olacak sekilde 0.01 pg/ml dozuna kadar ve 2pg/ml den
baglayarak 1.8; 1.5; 1.2; 1; 0.8; 0.6; 0.4; 0.2ug/ml dozlarinda dillisyonlar yapilarak
optimizasyon deneyleri uygulanmistir. Hiicre yogunlugunun ve transfeksiyon
kimyasalinin etkisini gézlemlemek adina deney tekrarlar1 yapilmistir. Izlenen deney

protokolii 6zetlenmistir.

1.glin: Subkiiltiirii devam eden hiicre hattindan 2x96 kuyucuklu plaga 10ml’de
8x10° hiicre olacak sekilde medium hazirlanarak, 100pl olarak her kuyucuga

pasajlanmustir.

2.giin: Spg/mL den baglayarak azalan oranlarda 0.2ug/mL ye kadar puromisin
hazirlanarak her bir kuyucuga antibiyotigin farkli konsantrasyonlarini eklenmistir.

Pozitif kontrol gruplari olarak herhangi bir antibiyotik dozunun uygulanmadig:
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kuyucuklar ile %20 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) eklenerek negatif kontrol
kuyucuklart olusturulmustur (Cizelge 2.1). Herbir doz icin 2x96 kuyucuklu plakda

toplam 6 tekrar yapilmis ve ortalamalar1 alinmistir.

3.glin: Antibiyotigin eklenmesinden 24 ve 48 saat sonra canlilik dl¢iimii icin

MTT testi yapilmustir.

Cizelge 2.1. 96 kuyucuklu plakta uygulanan antibiyotik dozlari(K kuyucuk sirasimi, +
pozitif kontrolii, - negatif kontrolii ifade etmektedir).

K|l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
Al|S 25 [1.25]0.625]0.312 ] 0.156 | 0.078 | 0.039 | 0.019 | + |- |-
B |5 2.5 | 1.2510.625|0.312 | 0.156 | 0.078 | 0.039 | 0.019 | + |- |-
C|5 25 [ 1.25]0.625]0.312 | 0.156 | 0.078 | 0.039 | 0.019 | + |- |-
D |2 1.8 |15 1.2 1 0.8 0.6 0.4 0.2 + |- |-
E |2 1.8 |15 |1.2 1 0.8 0.6 0.4 0.2 + |- |-
F |2 1.8 |15 |12 1 0.8 0.6 0.4 0.2 + |- |-
G|+ |+ |+ + + + - - - - |- |-
H|+ |+ |+ + + + r - L - |- |-

MTT testi icin 96 kuyucuklu plagin her kuyucuguna 25ul MTT kiti eklenmis
ve 4 saat karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Siire sonunda Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda yer
alan Spectra Max 13 sitometre cihazi ile 570 nanometre (nm)’de okutulmustur. MTT
testi sonucu proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim aktivitesi ile
tetrazolyumu kullanarak formazan (mor) boya iirettigi gozlemlenmistir. Her

konsantrasyon i¢in 3 tekrar ve ayni diizende iki farkli giinde uygulanmustir.

Elde edilen sonuglar asagidaki denklemde kullanilarak sitotoksisite orani

hesaplanmis ve hiicrelerin %95 ini 6ldiiren minumum doz belirlenmistir.

Denklem 2;

(Ornek ortalama — negatif ortalama)
sitotoksisite orani = | 1 — — : 100
(pozitif ortalama — negatif ortalama)

Sekil 2.2. Sitotoksisite hesaplama denklemi
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MTT testinin yapildigi 96 kuyucuklu plaktan elde edilen sonuglar
dogrultusunda antibiyotik etkinligini etkileyebilecegi diigiiniilen, hiicre yogunlugu ve
transfeksiyon kimyasalinin etkisini incelemek i¢in bu iki farkli degisken igin

asagidaki deneyler planlanmustir.

-Antibiyotik etkinliginin transfeksiyon sirasinda hiicre yogunluguna gore
degisebilecegi géz Oniine alinarak, transfeksiyon isleminin uygulanacagi 6 kuyucuklu

plaklarda 1; 1.25; 1.5; 1.8; 2 ve 2.5ug/ml dozlar test edilerek dogrulama yapilmistir.

-Antibiyotik etkinliginin transfeksiyon kimyasalinin uygulandigi hiicrelerdeki
etkisini gozlemlemek adina, transfeksiyon uygulamasi sirasinda tekrar MTT testi

uygulanmigtir.

2.3. Transformasyon

Bu calismada, viral olmayan plazmid aracili lipozom transfeksiyon uygulamasi
yapilmistir. sgRNA hedef dizileri pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro vektori
(Sekil 2.3) igine klonlanmis olarak, 7ex/5 sgRNA CRISPR-Cas9 All-in-One vektor
set (ABM, kat no: K3130705) olarak temin edilmistir. CRISPR-Cas9 bilesenlerinin
kontrolii i¢in tasarlanan sham grup i¢in ise, hedef bdlge igermeyen Scrambled

lentivektor plazmidleri (ABM,Kat no:K010) kullanilmistir.

w{:aﬁi-ll- Pum-\‘

pLentl-Ué-sgRNA-5FFV-Cas9-2A-Puro
11.8kb

Ampidliiin rep. orlgin gy i1 —/)

Sekil 2.3. All-in-One vektor set; U6 promotoru sgRNA ckspresyonunu baglatmak igin,
SFFV promotoru ise Cas9-2A-Puro kasedinin ekspresyonunu baslatmak i¢in kullanilir.
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Tex15 sgRNA CRISPR-Cas9 All-in-One vektor set icerisinde ti¢ farkli hedef
bolgeyi igeren Hedef 1, Hedef 2 ve Hedef 3 dizileri Cizelge 2.2°de, ekzon iizerinde

yerlesimleri ise Sekil 2.4°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Tex15 geni 1 nolu eckzondan segilen hedef bolgeler (Transkript ID:
ENSMUST00000009772

sgRNA kodu Hedeflenen niikleotid konumlari ve baz dizilimleri, 3°-5
Hedef 1 £939.nt ACTTGTAGCAACGACTCTCA
Hedef 2 g1329.nt  TGAACTATATCGTGCAGCAT
Hedef 3 g1702nt TCGTGTTAAAGATGGTGTGC
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841 CACAGTGARGAACAGGTCCAGAGAGCTCAARTGAGAAGCAATGTCCCAGTTITARCAGCT
281 -H--5--E--E--Q--V--Q--R—-A--Q--M—-R--5--N--V--P--V--L—-T—-A-

CTGAGCACTGAGT CACGGAACTCCCATGRATCAGRARAT AG

L Lo
= I = |

-L-=§==§==-E==5==R==l==§==D==E==5==E==N-=T==C==5§==N==D==5--(0-

e

GETCATTICTCTCARGAGTCACCRTICTICTGATATARACAGTATATATANGEGTIGETCAC

~G--H--F--5§--0--E--§--P--5§--5--D--I--N--5--I--¥--K--V--G--H-~

Ly iH
b n
| il

CRGATGICTACAGTCTTCCCAGCCCAGRRAGRARGGARATCTATGTGRATACATCCARGAT
=Q==Me=Ge=T==YeaFeePacle=eck=aKenGeele=L==CacE=acY=aT==Q==D=

[
o

L
159

A GGG T GRT GAGRGLCT COAT CAGCACAGARGACAGCACTARAGRTGGRGTARLCCAT

G MR~ =A== G T~ G—-Te - E=eD=-F=~T=R=- DGR H==H-

[

=]

oy LD
e

ACTTGGTGCAAAGAAACTGTTCTTAGTAATGAAACTGT TAGTAGCCCAATTGATARATTCC
T 0 e i e T e, | e e e | ARy i i, g

[0 s

Ly =2

1201 ARTRCATTGIRCCAGGRRCACARAGRAGGRAGGARRTCTTARTTCTTTAAGIGGTIARTTICT

1261 GARARRATCGGAGTTACTCATAAGTTACAAGTGCCCAAGTTTCCCATATCTTCCACAGGE
421 ~E==K==I==G==-V-=T=-H==K--L==0=-V=-P==K--F=-P=-I-=5==5--T--G-

GRIRRRR

1
1 ~DoeK=-M-—E~eL~——Y-~R=

TGCAATTAGAGTGTTCTCTITACTCCAACTATI

--E--L--E--C--§--L--T--P--T--1I-

p=N -

-

GAGTGTICTTICACAARAGTACCCGCAACACTCTTTGGAGCATGAAGATAATACAAATTTT

~E-=-C==L==5§==Q==K==¥=-P==0=-H-=5-=L=-E=-H--E==D==N-=T==N--F-

41 GCCATGACTCAAGGGCTARTAGAATTRAAARACAGTACARAATAATCAGAACTTTGGTRAC
1 -A--M--T--Q--G--L--I--E--L--K--T--V--Q--N--N--Q--N--F--G--N-

1501 ATTTTGICTGATGCCTTCCAGGAAGCAAAAGATGTTCCCCTGGCCAGTGAARAGCTCATT
501 -I--L--§--D--A--F--Q--E--A--K--D--V--P--L--A--S§--E--K--L--I-

GATAGARGITATTIICATCAGCIGCCATTGACATCICTICITGACAGTITCAGITTGCAACATA
I

~D==R==V==I==8==8§-=A==A-=I==D==I==§==L==D==§==S==V=uC==N--

AT ACRTGTGTCCGERGEERARATGRAL A TGEEEARGCAT CACCATATRARC

~¥==T==C--V=-R==-R==E=-N--E--N--G--E--A--5§--F--¥--N~-

BAGGATCACAGCCTATCTTAT
V--Q--D--H--5--L--5—-Y-

~C~-H~--K~-E-~E--A-~-§--R~--V--K~--D-~

|
w o

abs b
[ T - )

it

s

s L
b
o s

[

S

[

o

oy
3o

8]
-

o
%]
o I o

s

o
o 0

T

L

b
)

=
o m

[}

s

e I -

(8]
-

- ]

oo
3
o O

o

o
P i Lo
o O

LR |
Ci
o O

Sekil 2.4. Tex15 geni 1 nolu ekzonda hedeflenen dizilerinin konumu. Turuncu isaretli
bolgeler sirasiyla Hedef 1, Hedef 2 ve Hedef 3 bolgelerini isaret etmektedir. Referans dizi
Ensembl genom veritabaninda fare genomunun GRCm38.p6 versiyonundan alimmistir (Yates

ve ark., 2020)

Plazmidler bakteri hiicrelerinin i¢ine kendiliginden giremezler. Girebilmeleri

icin uyarici bir etki gereklidir. Kompetan hiicre olarak da ifade edilen hiicrelere

transforme edilebilmeleri igin bu hiicrelerin kalsiyum kloriir ile uyarilmasi gereklidir.

Bu sekilde hiicre membranlarn ilgilenilen geni igeren plazmid vektorii hiicre igine
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alabilecek sekilde diizenlenir. Bu calismada E.coli bakterisinin DH5a (ABM, E003
ProClone) susuna ait kompetan hiicre kullanilmistir. Soguk zincir altinda temin
edilen kompetan hiicreler -86°C’de saklanmistir. Izlenen deney protokolii asagida

Ozetlenmistir.

1. Kompetan hiicreler buz tizerinde 15 dakika boyunca eritilmistir.

2. Texl5 sgRNA CRISPR-Cas9 All-in-one vektor setin, Hedef 1, 2, 3 ve
Scrambled sgRNA’lar iceren her bir vektor i¢in ayr1 ayr1 1’er pl plasmid
DNA (10ng/ ul), 50ul kompetan hiicre iceren mikrosantrifiij tliplerine
cklenmistir. Bu asamada pipetaj yapilmasi hiicreleri hasara ugratacagindan

sadece pipetle karistirilmustir.
3. 30 dk buz iizerinde inkiibasyon yapilmistir.

4. 42°C su banyosunda 45 saniyeden 2 dakikaya kadar degisik siirelerde

bekletilerek 1s1 soku i¢in optimizasyon yapilmistir.
5. Is1 sokunun ardindan hiicreler hizlica buz tizerine alinarak 2 dk bekletilmistir.
6. Her bir tiipe antibiyotik igermeyen 150 pl steril LB broth besiyeri eklenmistir.

7. 1 saat 37°C’de 220rpm’de sallamali inkiibatérde (HVD Life Science Shaker-
mcubator ES-20) inkiibe edilmistir.

8. Antibiyotik direncine hazir olan hiicreler ampicilinli LB agara ekilmis ve
birgece inkiibasyona birakilmistir. Kompetan hiicre ve hedef plazmidi igeren

hiicreler kontrol amagli ampicilin igermeyen LB agara ekilmistir.

9. Bir giin sonra plazmid saflagtirma (miniprep) ve restriksiyon enzim kesimi

islemleri yapilmistir.
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2.3.1. Plazmid Purifikasyon

Calismada kullanilan plazmid DNA’sinin ampicilin antibiyotigine direncli
oldugu bilinmektedir. Transforme olmayan hiicreler antibiyotik direnci
icermediklerinden dolay1 antibiyotikli besiyerinde hayatta kalamazlar. Inkiibasyon
sonrasl plate i¢inde hayatta kalan bakteriler besiyerinde bulunan antibiyotige direng
gosteren bakterilerdir. Bu bakterilerde antibiyotik direnci oldugu igin plazmid

icerdigi kabul edilmektedir.

Plazmid purifikasyon kiti olarak Thermo Scientific GeneJet Plasmid miniprep

kit (kat no:K0502) kullanilmistir. Izlenen deney protokolii asagida 6zetlenmistir.

1. 10ul ampicilin eklenmig 10 ml LB broth besiyeri ependorf tiiplere 1 ml
olacak sekilde dagitilmistir. Her bir vektoriin ekim yapildigi LB agardan

koloni alinarak ampicilinli LB broth igeren ependorf tiiplere konulmustur.

2. Hedef 1, 2, 3 ve scrambled plasmid DNA i¢in ayr1 ayr1 olusturulan ependorf
tiipler 37 °C de 300 rpm de 2 saat inkiibe edilmistir.

3. 8000rpm de 2 dk santrifiij sonrasi siipernatant atilarak pellet elde edilmistir.

4. 250pl resiispansiyon sollisyonu her bir ependorfa konulmus ve pipetaj

yapilmistir.
5. 250ul lizis soliisyonu eklenerek 4 dk beklenmistir.
6. 350 pl noétralizasyon soliisyonu eklenmis ve 4-6 kez alt list edilmistir.
7. 14000 rpm de 5 dk santrifiij edilmistir.

8. Hazirlanan spin kolonlara siipernatantlar ¢ekilerek konulmus ve filtreye

baglanmasi i¢in tekrar 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

9. 500 ul yikama solusyonu eklenip 14000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

Altta kalan s1vi dokiilmiistiir.

56



10.500 ul yikama solusyonu cklenip 2. kez 14000 rpm’de 1 dk santrifiij

edilmistir. Altta kalan sivi dokiilmustiir.

11. 50 pl 6nceden 70 °C’ de 1sitilmis elution solusyon eklenerek 14000 rpm’de 2
dk santrifiij edilmistir.

12. izolasyon sonrasi elde edilen DNA miktarlart1 ve saflik derecesi

spektrofotometre (Thermo Fisher, ND 2000 Nano Drop) ile 6l¢iilmiistiir.

2.3.2. Restriksiyon Enzimi ile Plazmid Dogrulama Testi

Transformasyonun Kkontrolii i¢in Kpnl (ABM, kat no: E054) restriksiyon
enzimi ile kesim yapilmistir. Kpnl enzimi GGTACAC dizisini taniyarak kesmektedir.
pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro Vector icin 5.5 ve 6.3 kb biiyiikligiinde

iki bant gozlenmesi beklenmistir.

5 pul miniprep DNA (300ng), 2 pl 10X restriksiyon enzim soliisyonu, 0.25 pl
Kpnl ve 17.75 pl ddH>O olmak iizere toplam 25 pl total hacim ig¢inde hazirlanmis ve
37°C’de 30 dk inkiibe edilerek % 1 lik agaroz jelde 100v akim altinda 20 dakika

yiiriitilmistiir.

2.4. Transfeksiyon

Maksimum transfeksiyon verimlili§i ve diisiik sitotoksisite elde etmek igin
DNA ve DNAfectin™2100 (ABM, kat no: G2100) konsantrasyonlar1 ile birlikte
hiicre yogunlugu degistirilerek transfeksiyon kosullar1 optimize edilmistir.
Uygulanan DNA(ug):DNAfectin(pul) oranlar1 Cizelge 2.3 de verilmistir. DNAfectin

polikatyon ve lipozom formulasyonundan olugsmaktadir.
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Cizelge 2.3. Transfeksiyonda kullanilacak DNA konsantrasyonu ve DNAfectin

miktarlarinin ~ optimizasyonunda  kullanilan  oranlar  ve  uygulama  dozlar
DNA(ng):DNAfectin(ul) oranlari

Uygulanan Oran 1:1 1:2,5 1:3,5 1:5 1:7,5 1:10
Hiicreye uygulama Dozu 2:2 2:5 2:7 2:10 2:15 2:20

Tex15 geninin susturulmasina yonelik CRISPR-Cas9 grubu i¢inde Hedef 1,
Hedef 2 ve Hedef 3 olmak iizere ii¢ farkli hedef dizi ile transfeksiyon uygulamasi
yaptlmistir. Herhangi bir genle homoloji gdstermeyen ve benzer vektorii igeren
uygulama ile sadece CRISPR-Cas9 kimyasallarinin kontroliinii saglayan grup (Grup
sham, scrambled) ve herhangi bir uygulamanin yapilmadigi sadece pasajlanan grup’a
(Grup Kontrol) ilaveten DNAfectin’in toksik etkisini gozlemlemek adina sadece
DNAfectin’in uygulandigi bir grup olacak sekilde gruplar olusturulmustur (Sekil
2.5).

Hiere Kontrol

Serambled(Sham)

Sekil 2.5. 6 kuyucuklu plakta transfeksiyon uygulanan gruplarin yerlesimini gésteren sema

Alt1 kuyucuklu plagin her bir kuyucuguna 2.0 ml uygun biiyiime medyumu
icinde kuyucuk basma 1-2.5 x 10° yogunlugunda hiicre ekilmistir. Hiicreler bir CO
inktibatoriinde 37°C'de % 70 ila % 90 konfliiens olana kadar inkiibe edilmistir.

Her bir transfeksiyon 6rnegi igin, asagidaki karisimlar hazirlanmistir.
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solusyonA: 2.0 ug DNA 100 pl serumsuz, antibiyotiksiz ortamda

seyreltilmigtir.

soliisyonB: 2-20 ul arasit Cizelge 2.2 de verilen oranlarda DNAfectin 100ul

serumsuz, antibiyotiksiz ortamda seyreltilmistir.

Soliisyon A ve B yavasca karistirllarak DNA-DNAfectin  kompleksi
olusturulmus ve 20 dk oda isisinda inkiibe edilmis ve ardindan asagidaki protokol

1zlenmistir.

1. 800 ul FBS serum ve antibiyotik igermeyen biiylime ortami vasati (mediumu)

komplekse yavasga eklenmistir.

2. Hiicrelerin iizerindeki bliyime medyumunu cekilerek yerine 1 ml DNA-
DNAfectin kompleksi igeren medyum eklenmistir.

3. 6-8 saat 37°C de %5 CO; igeren inkiibatorde inkiibe edilmistir.

4. Siire sonunda transfeksiyon medyumu uzaklastirilarak, iizerine 2 ml biiyiime
ortami igeren vasat konularak gece boyunca inkiibatérde inkiibasyona

birakilmistir.

5. 24 saat sonrasinda hiicreler tripsin ile kaldirilarak sayilmis ve 1:10 oraninda

dilisyon yapilmistir. Hiicreler 1-2 giin siire ile takip edilmistir.
6. Belirlenen oranda antibiyotik dozu eklenerek 48 saat takip edilmistir.

7. Transfeksiyon basarisiz olan hiicreler puromisin antibiyotigine duyarl oldugu
i¢in, sadece puromisin direngli olan vektorii tagiyan hiicreler yasamaya devam
edecektir. Yasayan hiicrelerin transfeksiyon basarili hiicreler oldugu

diistinilmiistiir.
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2.5. CRISPR Aracih Transfeksiyon Deneylerinin Dogrulanmasi

Bu galismada transfeksiyon basarisini dogrulamak i¢cin ABM marka CRISPR
Mutasyon enzim kesim Kit (kat no: G932) ve DNA dizi analizi kullanilmistir. Hiicre
populasyonundaki knock-out (KO) allellerinin yilizdesini belirlemek i¢in ise ICE
(Synthego) web tabanli yazilim kullanilarak analiz yapilmistir. ICE algoritmasi
calisma prensibi soyledir: ICE algoritmasina kontrol abl dosyasi, drnek abl dosyasi
ve rehber dizi yiiklenir. Algoritma veri Kalitesini kontrol ederek, diizenleme
olasiliklarin1 belirler. Ardindan 6rnekte hangi diizenleme olasiliklarina ait dizilerin
mevcut oldugunu belirlemek igin baglanma regresyonu programint caligtirir.
Program daha sonra sonuglarin kalitesini ve diizenlenen dizilerin kimligini ¢ikarir

(Hsiau ve ark., 2018).

2.5.1. Hiicreden DNA izolasyonu

Hiicreden DNA izolasyonu i¢cin ABM Genomic Detection kit igeriginde
bulunan DNA izolasyon kiti kullanilmistir. ABM DNA izolasyon kiti i¢in izlenen

deney protokolil asagida 6zetlenmistir.
1. 1:10 oraninda dilue edilen hicreler tripsin ile kaldirilip, hiicre sayimi
yapilmistir. 5x10%hiicre olacak sekilde pellet hazirlanmstir.

2. Her hiicre grubu ic¢in 50ul lizis solusyonuna 2pul protein pargalayici ilave

edilerek karisim hazirlanmigtir.

3. Her grubun hiicre pelletine 52pl bu karisimdan eklenerek 68°C de 15 dk,
ardindan 95°C de 10 dk inkiibe edilmistir.

4. PCR amplikasyonu i¢in gereken miktar alinip, kalan kisitm -20°C de

saklanmistir.

5. izolasyon sonrasi elde edilen DNA miktarlari ve saflik derecesi

spektrofotometre (Thermo Fisher, ND 2000 Nano Drop) ile 6l¢tilmiistiir.
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2.5.2. PCR Amplifikasyonu

Her grup icin Cizelge 2.4 deki oranlarda PCR bilesenleri hazirlanmis ve 54°C-
66°C araligindaki degisen sicakliklarda gradient PCR yapilarak uygun sicaklik tespit
edilmistir. Hedef 1, Hedef 2 ve Hedef 3 dizilerini i¢eren bolgelerin PCR ile
yiikseltgenmesinde kullanilan oligoniikleotit dizileri ve bilgileri Cizelge 2.5’de, PCR
dongii ayarlar1 Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.4. PCR amplikasyonu igin bilesen miktarlari

Bilesen Pozitif ~ Ornek Negatif Final
kontrol Miktari(pl) kontrol konsantrasyon

Kontrol primer 1ul - -

Hiicre lizati - 2ul -

Primer karigimi - Tul Tul 200nM

2X PCR karigim 25ul 25ul 25ul 1X

Niikleaz ari H,O 24l 22pl 24ul -

Cizelge 2.5. Hedef bolgelere ozgli primer dizileri ve Ozellikleri (F: ileri yonlii
oligoniikleotit, R: Geri yonlii oligoniikleotit)

1.Hedef bolge Primer dizi GC% Tm nmol
F 5-GAGATGGGTCCTTTCAGCTC-3" %55  55.1 33.7
R 5-GGCTCTCATCATTCCCGTAT-3> %50 542 36
2.Hedef bolge

F 5’ AGTGATGTTTTGCCATTGGA-3" %40 527 30.6
R 5-CTGGAAGGCATCAGACAAAA-3’ %50 529 31
3.Hedef bolge

F 5-CAGCTGCCATTGACATCTCT-3> %50 551 35.1
R 5.CCCAATCAATCCGAGACTTT-3> %45 525 33.9
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Cizelge 2.6. PCR amplifikasyon dongii ayarlar1

Basamak Sicaklik Zaman Dongii(ler)
Enzim aktivasyonu 95°C 10dk 1
Denatiirasyon 95°C 30sn
42-72°C (55°C
Baglanma 30sn
kontrol i¢in) 40
3.5kb/dk
Uzama 72°C
(1 dk kontrol i¢in)
Son uzama 72°C 5dk 1

PCR amplikasyonunu kontrol i¢in Sul PCR iriinii %1°lik agaroz jelde 120V
elektrik akimi altinda 30 dk yiiriitiilmiistiir. Istenilen boyutta temiz bir iiriin bandi
elde edildiginde genomik béliinme tanimlama testine gecilmistir. Cizelge 2.7°da
verilen oranlarda Mutasyon enzim kesim testi bilesenleri hazirlanmis ve Cizelge 2.8

de verilen dongii ayarlari ile yeniden baglanma PCR’1 (re-annealing) yapilmistir.

Cizelge 2.7. Mutasyon enzim kesim testi bilesen oranlart

Bilesen Reaksiyon miktari
PCR iiriinii 1-6pul

10X detection buffer Tl

Nukleaz ari H.O 9.5ul

Cizelge 2.8. PCR re-annealing dongii ayarlar

Basamak Sicaklik Zaman Is1/zaman
1 95°C 5dk -

2 95-85°C - -2°C/sn

3 95°C - -0.1°C/sn
4 4°C -
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2.5.3. Mutasyon Enzim Kesim Uriinlerinin Analizi

1. Tim gruplara 0.5ul detection enzim eklenerek kisaca santrifiij edilmistir.
2. 37°C de 1 saat inkiibe edilmistir.
3. Orneklere vorteks ve spin yapilmstir.

4. 2 ul DNA yiikleme boyast mavi (Gdansk, kat no: BIO37045) ile beraber her
ornekten 10ul alinarak %1-2 agaroz jele yiiklenmistir. Bir kuyucuga da DNA
merdiveni (GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DM001-R500) yiiklenerek 110V
altinda 30 dk elektroforez yapilmistir.

5. Elde edilen jel bir UV transilliiminatdr aracilifiyla goriintiilenmistir. ki
kiigiik boliinme irininin varhigt gen diizenlenmesinin gergeklestigini

gosterir.

2.5.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi i¢in Sanger sekanslama kullanilmistir. Sanger sekanslama
metodu; isaretli dideoksiniikleotidlerin PCR {iriinlerinin tiim pozisyonlarina denk
gelerek zinciri sonlandirma prensibine dayanmaktadir. Zincir sonlanma reaksiyonu
sonrasinda kapiller elektroforez islemi ABI prism 310 Genetic Analyzer cihazi ile
yaptlmistir. Zincir sonlanma reaksiyonu oncesinde PCR iiriinleri, PCR kimyasal
atiklariin uzaklastirilmasi amaciyla QIAquick purifikasyon kit 250 (Qiagen, kat
n0:28106) kullanilarak piirifiye edilmistir. Piirifikasyon sonrast iriinler agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilerek, yogunluk ve parlakliklarina gbre gruplandirilmis ve
sekans PCR’1 i¢in ne kadar hacimde piirifiye PCR {iriinii kullanilacagina karar

verilmistir.

QIAquick piirifikasyon kiti deney protokolii asagidaki gibidir.

1. 20pl PCR iirtinii, 100ul PB soliisyonu ile pipetlenerek karistirilmistir.
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2. 2 ml’lik tiplere filtre iceren kolon yerlestirilerek karisim eklenmis ve 60

saniye 13.000 rpm’de santrifiij edilerek, kolona baglanma saglanmistir.

3. Kolon fizerine 750ul soliisyon PE eklenerek 60 saniye 13.000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Atik biriken tiip atilarak kolon temiz bir 2ml’lik tiipe

yerlestirilmistir.
4. Bos tiip ile 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. Kolon 1.5 ml’lik temiz tiipe alinarak 30ul elution buffer eklenerek 1 dakika
13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

6. %2 lik agaroz jelde 100v akim altinda 20 dk yiiriitillerek goriintiillenmigtir.

Sekans PCR’1 i¢in yeni oligoniikleotitler Primer web version 4.1.0 arayiizii
kullanilarak tasarlanmis ve sentezletilmistir (Untergasser ve ark.,2012). Hedef 2 i¢in
SeqF: 5'-CCATCAGCACAGAAGACAGC-3' dizisi, Hedef 3 i¢in ise SeqR: 5'-
TGGTGCATGCCTTTGTTCTA-3' dizisi sentezletilmistir. Hedef 1 i¢cin Hedef 2 ye
ait forward oligoniikleotit daha iyi sonu¢ verdiginden Hedef 1 icin ayrica sentez
yapilmamuigstir. Jel goriintiilemenin ardindan sekans PCR’1 i¢in kullanilacak 100mM
stok primerler 1/29 oraninda sulandirilmistir. Dideoksi zincir sonlanma reaksiyonunu
ifade eden sekans PCR’1n1 kurmak iizere ticari bir kit olan Big Dye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher) kullanilmistir. Kit protokolii uyarinca;
2ul ddH>O, 2ul big dye buffer, 2ul big dye boya, 2ul primer (3,3 uM) ve 2ul
purifiye edilmis PCR urinii ile Cizelge 2.9°daki sekans PCR’1 kurulmustur. Sekans

PCR’1 islemleri Bio-Rad C1000 1s1 dongii cihazinda gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.9. Sekans PCR dongii ayarlari

Denatiirasyon Sicaklik Zaman Dongl
1 96°C 1dk

2 96°C 10 sn

3 50°C Ssn 25

4 60°C 4 dk

5 4°C o0 -

PCR firtinleri ABI sekans cihazina yiiklenmeden dnce ZYMO DNA sekans

temizleme kiti (kat no: D4050) kullanilarak PCR kimyasallarindan armdirilmstir.

ZYMO DNA sckans temizleme kiti protolokii asagidaki gibidir.

. 240ul sequencing Binding Buffer 5-20ul sekans reaksiyonu {izerine

eklenmistir.

. Zymo-spin kolonlar1 toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

. Karisim filtreye degmeden kolonlar {izerine aktarilmistir.

13.000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir. Toplama tiipii atilmigtir.

180 pl sequencing wash buffer kolonun iizerine filtreye degmeden

konulmustur.

13.000 rpm’de 30 sn santriflij edilmistir. Toplama tiipii atilmistir.

. Filtreler yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir.

. Filtreler kuruduktan sonra iizerine 60 pl ddH>O eklenmistir.

13.000 rpm’de 15 sn santrifiij edilmistir. 60 ul 6rnek ABI 310 6rnek tiiplerine

aktarilarak cihaza ytliklenmistir.
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2.5.5. Hiicrelerden Monoklon Hatti Olusturulmasi

Homozigot olmayan diizenlemede, farkli bir sekansa sahip aleller, birden fazla
ve list iiste bindirilmis piklere sahip bir kromatogram olusturmustur. Transfeksiyon
on deney sonuclarinda DNA dizi analizi ile elde edilen heterojen hiicre
toplulugundan diliisyon yontemiyle tek hiicre elde edilmeye ve bu hiicreden elde
edilen kolonilerin izolasyonu ve dizi analizi ile homolog mutasyon tespit edilmeye

calisilmastir.

Transfekte olan hiicre grubundan monoklon hiicre hatti olusturabilmek i¢in 96
kuyucuklu plagin Al kuyucuguna 4000 hiicre igeren miktarda kiiltiir ortami
eklenmistir. 4000 hiicreyi saymak i¢in Beckman Coulter CytoFlex flow sitometri
cihaz1 kullanilmistir. Her gruptan 100ul alinarak okutulmusg ve orantilama yapilarak
4000 hiicrenin ka¢ pl’de bulundugu hesaplanmistir. Sekil 2.6’da gosterildigi iizere
1/2 diliisyon yapilarak H12 numarali kuyucukta tek hiicre elde edilmeye calisiimistir.

2 2 - T :
Baslangic 1 2 3 5 6 7 8§ 5 10 11 14

Birinci
Dilisyon
Serisi

Tkinci Diliisyon Serisi

Sekil 2.6. 96 kuyucuklu plakta birinci ve ikinci diliisyon serisi ile monoklon diisiirme
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2.5.6. Knockout Basarisinin Belirlenmesi

Transfeksiyon uygulamalar1 sonrasinda DNA dizi analizlerinde transfeksiyon
oldugu gozlemlenen Hedef 1 bdlgesinin hiicre popiilasyonundaki Knock-out(KO)
allellerinin yiizdesini belirlemek i¢in Inference of CRISPR Edits (ICE, Synthego)

web tabanli yazilim kullanilarak analiz yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Spermatogonyal Kok Hiicre Kiiltiirii Bulgular

Arastirmada kullanilan, Tip B Spermatogonyal hiicrelerin ilk pasaji (P0), 1. ve
7. giinlerde ¢ogalan oval ve fusiform sekilli hiicrelere ait fotograflar Sekil 3.1 ve

Sekil 3.2°de sunulmustur.

S - @ ¥ o Je S

€

TR I 7 \'\, S A G 4 @

Sekil 3.1. Pasaj (0), flask tabanina yapigmig spermatogonyal kok hiicreler, Hiicre hatti
1.giin. Olgek ¢ubugu: 200 pm

Sekil 3.2. Pasaj (0), flask tabamimi kaplayan spermatogonyal kok hiicreler, Hiicre hatti
7.giin. Olgek ¢ubugu: 200 pm.
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Pasajlanan hiicreler toluidin boyamast kullanilarak spermatagonyal kdk hiicre

ozellikleri tasidiklar1 ve farklilasma olmadigi saptanmistir (Sekil 3.3).

»

Sekil 3.3. Sitolojik degerlendirmede, agik mavi renkte boyanan sitoplazma sinirlar ile
yuvarlak ve oval morfoloji gosteren spermatogonyal hiicreler. Spindle hiicre morfolojisine
rastlanmamasi fibroblast diferensiasyonu sekillenmedigini gostermektedir. Toluidin mavisi,
Olgek gubugu: 120 pm

Hiicre yogunluklart Makler kamara kullanilarak sayilmistir. P(1)’a ait makler
kamara sayim goriintiisii Sekil 3.4°de, farkli giinlere ait konfliiens ve 1 ml’de hiicre
sayilar1 Cizelge 3.1.’de verilmistir. Kiiltliire edilen spermatogonyal kok hiicrelerin,

ikiye katlanma zamani 84 saat olarak Denklem 2’ye gore hesaplanmistir.

Sekil 3.4. Makler kamara hiicre sayim drneklemesi. Olgek gubugu: 120 pm.
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Cizelge 3.1. Spermatogonyal Hiicre Hatt1 Konfliiens siireleri

Hiicre Kiiltiirii Giin Konfliiens (%) Hiicre Sayi/ml
P(0) 1 15 5x10°
P(0) 7 90 2x10°
P(1)
P(1) 8 30 5x10°
P(2)
12 90 1.2x10°
13 30 5x10°

3.2. Antibiyotik Doz Ayarlama Deneyi Bulgulari

Azalan dozlarda puromisin uygulanarak o6ldiirme egrisi olusturma amaciyla
uygulanan MTT testi sonucu goriilen renk degisikligi gorseli Sekil 3.5 ve Sekil

3.6’da verilmistir.

Sekil 3.5. 96 kuyucuklu plak MTT testi sonrasi, hiicre canliligi azaldikga tetrazolyum
tuzunun formazona ¢evrilme oranindaki diisiis sari renk olarak goriilmektedir. A1, B1 ve Cl1
5pg/ml puromisin; D1, E1 ve F1 2ug/ml puromisin uygulamalariim oldugu kuyucuklardir.
Diger sar1 alanlar negatif kontrol uygulamalarini géstermektedir.
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Sekil 3.6. Alti kuyucuklu plakta MTT test sonrasit renk degisimi

96 kuyucuklu plaklarda 24 saat ve 48 saat olarak 2 tekrar seklinde yapilan
MTT test bulgularina ait verilerden alinan ortalama degerler hesaplanmis ve

olusturulan grafikler Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de verilmistir.

MTT Sonuglari (Baslangi¢ 5 ng/ml)

100
90 88,0145 863072
80
70
60
50
40
30
20
10

%

T S T,

e ] 53t === A8 s3at

Sekil 3.7. 5ug/ml dozundan baslanip azaltilarak uygulanan puromisinin 24 saatlik ve 48
saatlik MTT verileri: X ekseni uygulanan dozlar1 gosterirken, Y ekseni sitotoksisite yiizde
oranlarini gostermektedir.
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MTT Sonugclari (Baslangic 2 ug/ml)
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Sekil 3.8. 21g/ ml dozundan baglanmp azaltilarak uygulanan puromisinin 24 saatlik ve 48
saatlik MTT verileri: X ekseni uygulanan dozlar gosterirken, Y ekseni sitotoksisite ylizde
oranlarim gostermektedir.

Bulgulara ait verilerden 1pg/ml dozunun altindaki dozlardan alinan sonuglar
istatistiksel olarak anlamsiz ¢iktigindan bu sonuglar degerlendirme disi tutulmustur.
Sitotoksisite degeri %50 lizeri ¢ikan dozlar 6 kuyucuklu plaklarda tekrar edilmistir.

Hesaplanan sitotoksisite degerleri Cizelge 3.2°de ve Sekil 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.2. 24 saat ve 48 saatlik puromisin uygulamasinda sitotoksisite ortalamalar

Uygulanan doz Etki siiresi 24 saat Etki siiresi 48 saat
(ug/ml) (%) sitotoksisite (%) sitotoksisite
5 83 88
2.5 78 86
2 70 85
1.8 65 84
1.5 63 78
1.25 52 68
1 50 40
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Sekil 3.9. 24 saat ve 48 saatlik puromisin uygulamasinda sitotoksisite ortalamalarini
gosteren grafik: X ekseni uygulanan dozlari gosterirken, Y ekseni sitotoksisite ylizde
oranlarim gostermektedir.

6 kuyucuklu plaklarda segilen dozlarda puromisinin 48 saat zaman diliminde

hiicreler tizerine etkisini gosteren gorseller Sekil 3.10- 3.16°da verilmistir.

h n g - .

Sekil 3.10. Kontrol hiicre grubu. Olgek ¢ubugu: 200 pm.
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Sekil 3.11. 1 pg/ml puromisinin 48 saat zaman diliminde etkisi. Olgek ¢ubugu: 200 pum.

Sekil 3.12. 1.25 pg/ml puromisinin 48 saat zaman diliminde etkisi. Olgek gubugu: 200 pm.
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Sekil 3.14. 1.8 pg/ml puromisinin 48 saat zaman diliminde etkisi. Olgek gubugu: 200
pm.
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Sekil 3.16. 2,5 ug/ml puromisinin 48 saat zaman diliminde etkisi. Olgek cubugu: 200 pm.

Puromisin antibiyotiginin toksik etkisi goz Oniine alinarak transfeksiyon
uygulamalarinda 2pg/ml puromisin kullanilmasina karar verilmistir. Transfeksiyon
kimyasalinin MTT testi sonuglarinda degisiklik yapip yapmadigini test etmek {izere

transfeksiyon uygulamasi sirasinda MTT deney grubu olusturulmustur. 2ug/ml
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puromisin uygulanan transfekte hiicrelerin MTT test bulgulart Cizelge 3.3’te

verilmistir.

Cizelge 3.3. Transfekte hiicre MTT Test Bulgular

Uygulama grubu Sitotoksisite orani(%)
Hedef' 1 94
Hedef 2 91
Hedef 3 94
Sham(Scrambled) 94
DNAfectin grubu 94

3.3. Transformasyon Bulgulari

ABM markasima ait DH5 alfa kompetent hiicreleri ile yapilan transformasyon
denemelerinde 1s1 soku i¢in 45 saniye, 1.5 dakika ve 2 dakika olmak ti¢ farkl stire
kullanilmistir. Kompetent hiicre ve hedef plazmidi igeren hiicrelerin kontrolii
ampicilin icermeyen LB agar ile yapilmis ve tlireme goriintiileri Sekil 3.17°de

verilmistir.

Sekil 3.17. Transformasyon kontrol plak goriintiisti; Kompetent hiicre ve hedef plazmidi
iceren hiicrelerin ampicilin icemeyen LB agar goriintiisii
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45 saniye 1s1 soku uygulanarak yapilan transformasyon islemi sonrasinda
ampicilinli agarlarda bakteri iiremesi olmamistir. Bu sonug transformasyonun
basarisiz oldugunu gostermistir. 1.5 dakika 1s1 soku uygulanan transformasyon

sonrasinda ampicilinli agarda goriilen zayif bakteri iiremesi Sekil 3.18’de verilmistir.

Sekil 3.18. 1,5 dakika transformasyon sonrasi zayif bakteri tiremesi

Koloni iiremesi elde edildikten sonra plasmid DNA izolasyon islemi
yapilmistir. Elde edilen DNA yogunluklar1 A260/A280 oranlart Cizelge 3.4’de

sunulmustur. Ardindan enzim kesim islemi uygulanmistir (Sekil 3.19).

Cizelge 3.4. 1.5 dakika 1s1 soku ile transformasyon sonrast Plazmid DNA saflik
kontrolleri ve miktar sonuglari

Ornek ad DNA yogunluklar 260/280 260/230
(50 ul iginde; ng/ul) abs orani abs orani

Hedef 1 30 1.8 2.1

Hedef 2 35 1.9 2.1

Hedef 3 56 2.0 2.0

Sham(Scrambled) 19 2.1 2.1
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Sekil 3.19. 1.5 dakika 1s1 soku ile yapilan transformasyon enzim kesim bantlari: (1.
Kuyucuk Negatif kontrol, 2. Kuyucuk Hedef 1, 3.kuyucuk Hedef2, 4. Kuyucuk Hedef 3
bolgelerine ait kesim bantlarini, 5. Kuyucuk ise 1kb DNA merdivenini (Thermo Scientific,
GeneRuler 1 kb DNA ladder, kat no: SM0311) gostermektedir.

2 dakika 1s1 goku uygulanarak yapilan Hedef 1, Hedet 2, Hedef 3 ve grup sham
(Scrambled) plazmidlerinin DHS5 alfa bakterilerine transformasyonu sonrasi
Ampicilinli agarda bakteri iiremesi goriiliirken, (-) kontrol grubunu olusturan
transformasyon yapilmayan DH5 alfa bakterilerinde tireme gozlemlenmemistir (Sekil
3.20). Bu nedenle transformasyonda en etkin uygulamanin 2 dakika 1s1 soku

olduguna karar verilmistir.

Sekil 3.20. Hedef 1, Hedef 2, Hedef 3, scrambled ve negatif kontrol plazmidlerini igine alan
DHS alfa susu goriintiisii
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Transformasyonun kontrolii i¢in Kpnl restriksiyon enzimi ile kesim yapilarak
pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro  Vector  varhigi  test  edilmistir.
Transformasyon sonrasi besi yerlerinden izole edilen plazmid DNA’lara ait yogunluk
ve saflik oranlar1 Cizelge 3.5°de, enzim kesimi sonrasi band paternleri ise Sekil

3.21°de verilmistir.

Cizelge 3.5. Transformasyon sonrasi Plazmid DNA saflik kontrolleri ve miktar sonuglar

Ornek ad1 DNA yogunluklari(50ul 260/280 260/230
icinde; ng/pl) abs orani abs orani
Hedef 1 310 1.9 2.2
Hedef 2 311 1.9 2.3
Hedef 3 374 1.9 2.3
Scrambled 254 1.9 2.2

Sekil 3.21. 2 dakika 1s1 soku ile yapilan transformasyon sonrast Mutasyon enzim kesim
analizi DNA enzim kesim bantlari: 1.kuyucuk Hedef 1 bdlgesine, 2. kuyucuk Hedef 2
bolgesine, 3. kuyucuk Hedef 3 Bolgesine, 4. kuyucuk Grup Sham (Scrambled) plazmiderine
ait kesim bantlarint ve 5. Kuyucuk ise 1kb DNA merdivenini (Thermo Scientific, GeneRuler
1 kb DNA ladder, kat no: SM0311) gostermektedir

3.4. Transfeksiyon Deneylerine Ait Bulgular

1:1-1:10 oranlar1 arasinda belirlenen miktarda DNAfectin ile yapilan transfeksiyon

uygulamalarinda sadece 1:3,5 -1:5 oranlarinda DNAfectin uygulanan Hedef |
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bolgesinde transfeksiyon gergeklesmisgti.  DNA  dizi analizi ile heterojen
transfeksiyon gergeklestigi gozlemlenen bu gruplar lizerinde monoklon olusturma
deneyleri yapilmistir. Bu nedenle sadece Hedef 1 grubuna ait transfeksiyon deney

gorselleri Sekil 3.22-3.24°de verilmistir.

- v
.

Sekil 3.22. 1:3.5 oraninda DNAfectin ile 8 saat transfeksiyon yapilan hiicreler. Olgek
cubugu: 200 um.

Sekil 3.23. 1:3.5 oraninda DNAfectin ile transfeksiyon yapilan hiicrelere 2pg/ml

puromisinin 48 saat uygulanmasi sonras1 puromisine direng gosteren hiicreler. Olgek gubugu:
200 pm.
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Sekil 3.24. Puromisin uygulamas: sonrasi 12. giinde hiicre ¢ogalmasi. Ol¢ek ¢ubugu: 200
pm.

3.5. Transfeksiyon Deneylerinin Dogrulanmasina Ait Bulgular

Daha once belirtilen DNA:DNAfectin oranlarinda yapilan transfeksiyon
deneyleri sonrasinda elde edilen DNA saflik ve miktar sonuglari Cizelge 3.6’da

sunulmustur.

Cizelge 3.6. Farkli DNA:DNAfectin oranlarinda yapilan transfeksiyon deneyleri sonrasinda
elde edilen DNA saflik ve miktar sonuglari

Transfeksiyonda ~ Ornek ad1 DNA miktari 260/280 260/230

kullanilan ng/ul Abs oranlart  Abs oranlari

DNA fectin orani

1:10 Hedef 1 226 1.9 2.0
Hedef 2 196 2.0 2.2
Hedef 3 251 2.1 2.1
Scrambled(Grup 146 2.0 2.1
Sham)
DNAfectin 228 1.9 2.0
Kontrol hiicre 883 1.8 2.1

1:7.5 Hedef 1 188 1.8 2.1
Hedef 2 175 1.9 2.1
Hedef 3 204 2.0 2.1
Scrambled(Grup 127 1.9 2.0
Sham)
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Cizelge 3.6 devami DNAfectin 181 2.0 2.0
Kontrol hiicre 139 2.0 2.1

1:5 Hedef' 1 260 1.9 2.2
Hedef 2 181 2.0 2.1

Hedef 3 195 2.1 2.0

1:3.5 Hedef' 1 114 1.9 2.0
Hedef 2 196 2.0 2.2
Hedef 3 112 2.2 0.46

Hiicre izolasyonunun ardindan, 56°C-66°C arasindaki sicakliklarda gradient

PCR yapilarak her bir hedef bdlge i¢in en i1yi sonug¢ veren baglanma sicakligi tespit

edilmistir. Gradient PCR’a ait jel goriintiileme sonuglar1 Sekil 3.25°de, optimum

sicaklik olarak belirlenen 60°C baglanma sicakligt uygulanan PCR iiriinlerine ait

agaroz jel gorlintiisii Sekil 3.26°da verilmistir.

13
56

%1 Agaroz

Sekil 3.25. Her bir hedef bolge i¢in gradient PCR sonuglarina ait %]1°lik agaroz jel
goriintiisii: 1-5. kuyucuklar Hedef 1 bolgesine, 7-11. kuyucuklar Hedef 2, 13-16. kuyucuklar
Hedef 3 bolgesine ait PCR firiinlerini, 6 ve 12. Kuyucuklar ise 100bp DNA merdivenini

(GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DM001-R500) gdstermektedir.

1 2 3 4 5 6 7 3 £
Hedel 1 Scramb DNA fect Hilere

3 i 7 G 10
100bp Hedef? Scramb DNA fect Hiere 100bp H

11-- 12 13 14
edel 3 Scramb DNA fect Hilere 1

16

Kantral

Sekil 3.26. Optimum sicaklik olarak belirlenen 60°C baglanma sicakligr uygulanan PCR
iiriinlerine ait %1’lik agaroz jel goriintiisii. 1-4. kuyucuklar Hedef 1 bdlgesi, 6-9. kuyucular
Hedef 2 bolgesi, 11-14. kuyucuklar Hedef 3 bolgesi oligoniikleotitleri kullanilarak sirasiyla
deney grubu, scrambled (sham) grubu, DNAfectin grubu ve kontrol hiicre grubu DNA
izolatlar ile yapilan PCR firiinlerini, 16. kuyucuk pozitif kontrol PCR iirliniind, 5, 10 ve 15.

&3



kuyucuklar 100 bp DNA merdivenini (GeneDireX 100bp RTU, DMO001-R500)
gostermektedir.

Farkli DNA:DNAfectin oranlarinda transfeksiyon sonrasi elde edilen DNA’lar
PCR isleminin ardindan Genomik boliinme analizine tabi tutulmustur. Sekil 3.27°de
1:10 oraninda DNAfectin ile transfeksiyon sonrast reanneling PCR firiinlerinin
Detection enzim kesimi sonrasi %1°lik agaroz jelde goriintiisii verilmektedir. Bu
analizde beklenen kesim paternleri firma tarafinda kit ile birlikte saglanan pozitif
kontrol 6rnegi harig, basarili transfeksiyon gruplarinda dahi ya silik olarak elde

edilmis (Sekil 3.28) ya da hi¢ gbzlemlenmemistir.
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Sekil 3.27. 1:10 oraninda DNA-DNAfectin ile transfeksiyon sonrasi reanncling PCR
tirlinlerinin Detection enzim kesimi sonrasi %1’lik agaroz jel goriintisii. 1. kuyucuk 100 bp
DNA merdivenini (GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DM001-R500), her biri sirasiyla deney,
sham ve DNAfectin gruplarmi icermek iizere, 2-4. kuyucuklar Hedef 1 bolgesi, 5-7.
kuyucular Hedef 2 bolgesi ve 8-10. kuyucuklar Hedef 3 bolgesi i¢in enzim kesim bantlarimn,
11. kuyucuk pozitif kontrol enzim kesim bandin1 géstermektedir. 750bp biiytkliiglinde olan
pozitif kontroliin PCR amplifikasyonu sonras1 kesim bantlar1 500bp ve 250 bp’dir.

Hedef 1 Hedefl 2 Hedef 3

Sekil 3.28. 1:7.5 DNA-DNAfectin orant ile transfeksiyon sonrasi reanneling PCR
tirtinlerinin Detection enzim kesimi sonrast %1°lik agaroz jel goriintiisii. 2.kuyucuk Hedef 1
bolgesine, 3.kuyucuk Hedef 2 bolgesine, 4. kuyucuk Hedef 3 bdlgesine ait enzim kesim
bantlarimi, 1.kuyucuk ise 100bp DNA merdivenini (GeneDireX, 100bp RTU, kat no:
DMO001-R500)  gostermektedir. Beklenilen kesim paternleri oldukca silik olarak
gorilmektedir.

Transfeksiyon basarisinin genomik boliinme tanimlama kiti ile gilivenilir
sekilde tespit edilemeyeceginin belirlenmesi ilizerine tiim gruplardan elde edilen

DNA’lar PCR isleminin ardindan DNA dizi analizine tabi tutulmustur. Sekil 3.29°da
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kontrol grubundaki yabanil tip hiicreden elde edilen DNA’larda Hedef 1, 2 ve 3.

bolgelere ait DNA dizi analizi sonuglar verilmistir.

| |
TACTTGTAGCAACGACTCTCAGGGTCATTTCTCT C.
1
[
ATGAACTATATCGT GC.—'LGC-'LI G GAATTAGAGTGT
2
3 -

Sekil 3.29. Yabanil tip hiicreden elde edilen DNA’larda Tex5 geni 1 ekzondaki Hedef 1, 2
ve 3. bolgelere ait DNA dizi analizi sonuglari. Siyah ¢izgiyle isaretli bolgeler sgRNA’ya ait
hedef bolgeleri gostermektedir.

Farkli DNA:DNAfectin oranlarinda transfeksiyon sonrasi DNA’lardan elde
edilen ve mutasyon oldugu belirlenen diziler ise Sekil 3.30” da verilmistir. Buna gore
Hedef 1 bolgesi i¢in 1:3.5 (7 ul) ve 1:5 (10 nl ) DNAfectin oranlarinda elde edilen
frameshift mutasyonlar1 ile transfeksiyonun basarili oldugu, Hedef 2 ve Hedef 3
bolgelerinde ise hicbir DNAfectin oraninda transfeksiyonun basarili olmadigi
goriilmiistiir. Basarili olmayan DNAfectin oranlarinda elde edilen DNA dizi
analizleri yabanil tipten farkli bir dizi vermediginden metin igerisinde paylasilmaya

gerek goriilmemistir.
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I I
TACTTGTAGCAACGACTCTCAGGGTCATTTCTCTCLC.

Yabanil tip H1

TACTTGTAGCAACGACTCTTCAGGGTITATT TCTCTC

1:5 oran1 (10 pl) 1

TACTT GTAGCAACCGACT CCTGGGGGTITTTTTITTITICTCA

1:3.5 orani (7 ul)

Sekil 3.30. DNAfectin ile transfeksiyon sonrasi Tex/5 geni 10. ekzondaki Hedef 1 bolgesi
dizi analizi sonuclari. Ust dizi yabanil tip diziyi, ortadaki dizi 1:5 oraminda (10 ul) ve en
alttaki dizi de 1:3.5 oraninda ( 7 plI’lik ) DNAfectin uygulamasindan alinan sonucu, siyah
isaretli bolge sgRNA’ya ait hedef bolgesini ve mavi oklar ise hedef dizinin T ve C
bazlarindan itibaren meydana gelen frameshift mutasyonlarini géstermektedir.

7ul DNAfectin, 2pg plazmid DNA ile yapilan (1:3.5 oraninda) transfeksiyon
sonuglarmin DNA dizi analizi sonucunda Hedef 1 boélgesinde heterojen hiicre
grubunda frameshift mutasyon bulgusuna rastlanilmistir. Bu nedenle bu orandaki
DNA:DNAfectin miktarlarinda iki farkli hiicre yogunlugunda transfeksiyon tekrar

edilerek dogrulama yapilmistir.

Farkl1 hiicre yogunluklarinda transfeksiyonun etkinligini test etmek icin, P(0)
pasaj asamasinda dondurulan hiicre ¢ozdiiriilerek 2,5x10° hiicre igeren ve 1x10°hiicre
iceren 2 ayr1 grupta transfeksiyon uygulamasi tekrarlanmistir. 1. ve 2. grup hiicre
kiiltiirlerinden yapilan DNA izolasyon sonuclart Cizelge 3.7°de, PCR firiinlerine ait
jel goriintiileme sonuglart Sekil 3.31°de ve DNA dizi analiz sonuglart Sekil 3.32°de

verilmigtir.
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Cizelge 3.7. Hedef 1 bolgesi igin 1:3.5 (7ul) oraninda DNAfectin ile farkli yogunluklarda
hiicre serileri kullanilarak elde edilen 1. ve 2. grup transfeksiyon sonrasi hiicre DNA saflik
kontrolleri ve miktar sonuglari.

Transfeksiyonda Omek adi  DNA miktari 260/280 260/230
kullanilan  hiicre ng/ul Abs oranlar1  Abs oranlari
yogunlugu
1. grup H1 9 1.8 2.0
H2 12.5 1.9 2.2
H3 8.4 2.0 2.1
2.grup H1 6.5 1.8 2.0
H2 53 1.9 2.1
H3 7.3 2.1 2.2

Sekil 3.31. 1:3.5 oraninda DNA:DNAfectin ile transfeksiyon 1. ve 2.grup PCR iiriinlerine
ait %1’lik agaroz jel goriintiisii. 1-3.kuyucuklar 1. gruba ait Hedef 1, 2 ve 3 PCR iiriinlerini,
4-6. kuyucuklar 2. gruba ait Hedef 1, 2 ve 3 PCR iiriinlerini, 7. kuyucuk ise 100bp DNA
merdiveni (GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DM001-R500) gdstermektedir.
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|
ACTTGTAGCAACGACTCTCAGGGTCATTTCT CT CAAGAG

ACTTOTAGCAACGACTCTT CAGGGA CATTTCTCT CAAG

Sekil 3.32. Hedef 1 bélgesi igin farkli hiicre yogunluklari igeren 1 ve 2. grup hiicre
serilerinde 7pl DNAfectin ile transfeksiyon sonrast DNA dizi analizi sonuclari. Ust dizi
yabanil tip hiicreyi, ortadaki dizi 1. grubu, en alttaki dizi ise 2. grubu gostermektedir.

7ul DNAfectin ile transfeksiyon sonrasi Hedef 2 ve Hedef 3 bolgelerinde her

iki grupta da transfeksiyon gozlenmedigi icin, DNA dizi analizleri gosterilmemistir.

Transfeksiyon uygulamalarinda sadece Hedef 1 bolgesinde transfeksiyon
gerceklesmesi nedeniyle DNA:DNAfectin oram1 1:2.5 (2pug plazmid DNA, 5pl
DNAfectin) ve 1:1 (2ug plazmid DNA, 2pl DNAfectin) denemesi igin sadece Hedef
1 bolgesi transfeksiyon uygulamast yapilmistir. Ancak transfeksiyonun bu oranlarda

basarili olmadig1 gdzlemlenmistir.

1:2.5 ve 1:1 DNA:DNAfectin oranlarinda Hedef 1 bolgesine yapilan
transfeksiyon deneyleri sonrasinda elde edilen DNA saflik ve miktar sonuglari
Cizelge 3.8°de, PCR firiinlerinin jel goriintileme sonuclart Sekil 3.33°de, DNA dizi

analiz sonuglar1 Sekil 3.34-3.35’te verilmistir.
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Cizelge 3.8. 1:2.5 (5 ul) ve 1:1 (2 pl ) DNA:DNAfectin oranlari ile Transfeksiyon sonrast
hiicre DNA saflik kontrolleri ve miktar sonuglari

Ornek DNA yogunlugu, 260/280 260/230
ng/ ul
5 ul Hedef 1 109,2 2,01 2,12
2 pul Hedef 1 91,9 2,03 2,06

Sekil 3.33. 1:2.5 (5 ul) ve 1:1 (2 pl ) Hedef 1 PCR iirtinlerine ait %1°lik agaroz jel
goriintiisii. 1.kuyucuk 100 bp DNA merdivenini (GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DM001-
R500), 2. kuyucuk 1:2.5 (5ul), 3. kuyucuk 1:1 (2ul) DNA:DNAfectin oraninda Hedef 1
bolgesine ait PCR iiriinlerini gostermektedir.

I I
TJACTTGTAGCAACGACT CT CAGGGTCATTTCTCTLC.

TACTT GTAGCAACGACT CTCAGGGTCATTTCTCTCA.

Sekil 3.34. 1:2.5(5ul) oraninda hedef 1 bolgesi transfeksiyon dizi analizi sonuglari. Ust dizi
yabanil tip hiicreyi, alt dizi transfeksiyon uygulanmis hiicre dizisini gdstermektedir. Isaretli
bolgeler sgRNA ‘ya ait hedef bolgeleri gostermektedir.
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| |
TJACTTOGTAGCAACGACTCT CAGGGTCATTTCTCTLC.

oooll.molm“ho&;

TACTTGTAGCAACGACTCTCAGGGT CATTTCTCTC.

I 1

Sekil 3.35. 1:1 (2ul) oraninda Hedef 1 bolgesi transfeksiyon dizi analizi sonuglari. Ust dizi
yabanil tip hiicreyi, alt dizi transfeksiyon uygulanmis hiicre dizisini gostermektedir. Isaretli
bolgeler sgRNA ‘ya ait hedef bolgeleri gostermektedir.

3.6. Monoklon Olusturulmasina Ait Bulgular

1:5 (10 pl ) ile 1:3.5 (7ul) DNA:DNAfectin oraninda farkli hiicre yogunluklari
kullanilarak Hedef 1 bdlgesine transfeksiyon uygulanan 1. ve 2.grup’tan monoklon
hiicre hatt1 olusturabilmek i¢in baglangi¢ hiicre sayisi olan 4000 hiicre Flow sitometri

ile sayilmistir. Sayim sonuglar1 Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Flow sitometri 100 pl’deki hiicre sayim sonuglar

Ornek adi 100p1’deki say1
10 ul 21000
7 ul -1.grup 21826
7 ul -2.grup 15951

Her gruptan 100ul alinarak okutulmus ve orantilama yapilarak 4000 hiicrenin
1:5 oram1 (10 pl) icin 18 pl, l.grup icin 18ul’de, 2.grup i¢in 25ul bulundugu
hesaplanmigtir. Her bir grup i¢in ayr1 96 kuyucuklu plagin A1 kuyucuguna 10 pl icin
18 ul, 1.grup icin 18ul’de, 2.grup i¢in 25ul hiicre igeren kiiltiir ortami 200 pl’ye

tamamlanarak eklenmistir. Seri dilusyonlar neticesinde tek diisen hiicre 15 giin siire
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ile takip edilmis ve g¢ogalmasi izlenmistir. Hiicre izolasyonunu takriben PCR
yapilmis ve DNA dizi analizi uygulanmistir. 10 pl ve 2.grup hiicrelerden monoklon
diisiirme isleminde bir¢ok kez denendigi halde basarili sonug elde edilememistir.
Monoklon hiicre hatti olusturma sirasindaki hiicre sayisinin azalimini gosteren
fotograflar Sekil 3.36’da; monoklon hiicre hattinin 15. giiniine ait fotograf ise Sekil

3.37°da verilmistir.

Sekil 3.36. Diliisyon yontemiyle monoklon hiicre disiiriilmesi, A:96 kuyucuklu plagin 31
hiicre igeren F3 kuyucugunu, B:8 hiicre iceren F5 kuyucugunu, C ise monoklon hiicrenin
diistiigii F8 kuyucugunu gostermektedir. Olgek cubugu: 250 pm.

Sekil 3.37. Monoklon hiicre hattinin 15. Giinii. Olgek ¢ubugu: 200 um.
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Monoklon hiicre hattinda mutasyonu belirlenmesi i¢in yine DNA izolasyonu
(Cizelge 3.10), Tex/5 geni 1. ekzonu Hedef 1 bolgesi PCR’1 (Sekil 3.38) ve DNA
dizi analizi (Sekil 3.39) yapilmistir.

Cizelge 3.10. Monoklon hiicre hattina ait DNA saflik ve miktar kontrolii

Omek DNA yogunlugu 260/280 260/230
ng/ul
Monoklon hiicre hatt1 12.5 2.0 1.9

Sekil 3.38. Monoklon hatti Hedef 1 PCR iiriinlerine ait %1°lik agaroz jel goriintiisii.
1.kuyucuk 100bp DNA merdivenini (GeneDireX, 100bp RTU, kat no: DMO001-R500),
2 kuyucuk monoklon PCR iiriin bandin1 gdstermektedir.
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TACTTGTAGCAACGACTCT C.—"lG GGTCATTTCTET C.

Sekil 3.39. Monoklon hiicre hatt: hedef 1 transfeksiyon dizi analizi sonuglari. Ust dizi
yabanil tip hiicreyi, alt dizi transfeksiyon uygulanmus hiicre dizisini gostermektedir. Isaretli
bolgeler sgRNA ‘ya ait hedef bolgeleri gostermektedir.

3.7. Knock out Basarisinin Belirlenmesine Ait Bulgular

1:5; 1:3,5 DNA:DNAfectin oranlarinda uygulanan transfeksiyon deneylerinin
DNA dizi analizlerinde transfeksiyon basarili olmustur. Hedef 1 boélgesinin hiicre
populasyonundaki knock-out (KO) allellerinin yilizdesini belirlemek i¢in kullanilan
ICE (Synthego) algoritmasi analiz sonuglarma gore; 1:3.5 (7 pl) ve 1:5 (10ul)
DNAfectin uygulamada Hedef 1 bdlgesi DNA dizi analiz sonuglarinin
degerlendirilmesi sirastyla Sekil 3.40°ta, DNA sekanslarinin goreceli dagilimlar ve
olast indel pozisyonlar1 sirastyla Sekil 3.41°de, DNA dizi analiz sonuglarinda
belirlenen indellerin yayginligt ise Sekil 3.42°de verilmistir. 1:3,5 DNA:DNAfectin
oranlarinda farkli hiicre yogunluklari kullanilarak Hedef 1 bolgesine transfeksiyon
uygulanan 1. ve 2.grup’a ait ICE (Synthego) algoritmasi analiz sonuglart Sekil 3.43-
3.45’te, Monoklon hiicre hatti hedef 1 transfeksiyon uygulamasina ait analiz sonuglar
Sekil 3.46-3.48’te verilmistir. ICE algoritmasinda degerlendirilen tiim transfeksiyon

uygulamalarinin  ylizdelerinin  karsilagtirilmas: ise  Sekil 3.49°da  verilmistir.
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4. TARTISMA

Genom diizenleme araclari, spesifik genleri degistirmek, gen fonksiyonlarini
karakterize etmek, gen terapisini gerceklestirmek, spesifik genetik mutasyonlar
diizelterek hastaliklar1 ortadan kaldirmak, spesifik hastaliklar1 incelemek igin ve
model olarak transgenik hayvanlart elde etmek i¢in kullanilir. Genom
miihendisliginde devrim yaratan CRISPR-Cas teknolojisinin mekanizmasi, bilim
insanlarmin hiicrelerdeki ve model organizmalardaki herhangi bir DNA dizisini
diizenlemesine olanak verir. Buna karsin CRISPR’in etkinligi farkli lokuslara ve

farkli hiicre tiplerine uygulandiginda énemli dl¢giide degisir.

Kok hiicre modelleri genotip ve fenotip arasindaki mekanik baglantinin
kurulmasinda son derece giicliidiir. Kok hiicre arastirmalarinda CRISPR’n en
basarili uygulamalarindan biri; kistik fibrozis (CF) hastalarinda kiiltiirlenmis
bagirsak kok hiicrelerindeki Cystic fibrosis transmembrane conductor receptor
(CFTR) mutasyonunu diizeltmektir (Schwank ve ark., 2013). Buna karsin
Spermatogonyal kok hiicrelerinin basarili genetik manipiilasyonu mevcut gen isleme
tekniklerinin diisiik verimliligi ve karmasikligi nedeniyle smirlidir (Wu ve ark.,
2015b). SKH’lerin genetik manipiilasyonu ve daha sonraki adim olan
transplantasyon, istenilen genetik modifikasyonlarin olusturulmasina olanak saglar.
SKH’ler kendini yenileyebildiginden spermatogenez gegirerek genetik bilgiyi bir
sonraki kusaga ileten ¢ok sayida spermatozoa iiretebilirler. Bu nedenle gen modifiye
hayvan iiretme ve saglikli dol olusturma potansiyeli olan genetik hastaliklarin
tedavisinde biliyilk umut vadetmektedirler (Kubota ve Brinster, 2006). Ancak
Embriyonik Kok Hicreler (EKH) ile karsilastirildiginda hiicre dongiisiiniin yavas,
transfeksiyon etkinliginin diisik ve klonlanmasinin zor olmasit nedeniyle
SKH’lerinin genom diizenleme basar1 orant olduke¢a distiktiir (Kanatsu-Shinohara ve
ark., 2005). Spermatogonyal kdk hiicrelerdeki bu diigiilk genom diizenleme oran1 kdk
hiicrelere 6zgii genom koruma mekanizmalari ile agiklanmistir (Fanslow ve ark.,

2014). CRISPR’in kesfi ile birlikte, SKH’lerde CRISPR-Cas9 aracili gen
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diizenlemenin yapilabilirligini ve mutant sigcanlarin tiretildigini bildiren ¢alismalar

stirli da olsa vardir (Chapman ve ark., 2015; Wu ve ark., 2015b).

Spermatogonyal kok hiicrelerde yapilan CRISPR-Cas9 calismalarinda, alici
fare testislerine transplantasyon yapildigi icin fare testislerinden primer hiicre kiiltiirii
yapilarak SKH izolasyonu yapildig1 goriilmektedir (Chapman ve ark., 2015; Wang
ve ark., 2017; Wu ve ark., 2015b). Ham testis; Sertoli hiicreleri, Leyding hiicreleri,
SKH’leri, spermatoid ve diger somatik testis hiicreleri gibi spermatogenezde gerekli
olan ¢esitli biliylime faktorlerini salgilayan birgok hiicre tipi igerir. SKH hatti
olusturma calismalarinda, bu heterojen hiicre popiilasyonundan somatik hiicrelerin
uzaklastirilmas:  gerekmektedir. Spermatogonyal kok hiicreler, olgun hayvan
testisinde miktar olarak sinirlidir. Yetiskin fare testisinde iicbin hiicre basina sadece
bir SKH vardir (Oatley ve Brinster, 2012). Say1 olarak zaten az olan bu hiicre
grubunun, kiltirlenmis testis hiicresi gelisim modeli ¢alismasinda Sertoli hiicre
benzeri ve fibroblast benzeri hiicrelerin kiiltiir kosullarinda sayilari artarken,
SKH’lerin sayisinin  azaldigi bildirilmistir (Prasetyaningtyas ve ark., 2020).
Spermatogenez islemini in vitro kosullarda gerceklestirmek i¢in in vivo
spermatogenez islemini taklit edecek bir mikro ortam yaratmak gereklidir; ¢linkii in
vivo mayoz ve spermiyogenez kan testis bariyerinin bulundugu seminifer tiibiillerin
mikro ortaminda meydana gelir (Deng ve ark., 2017). Bu doktora tezinde alic1 fare
testisine transformasyon yapilmayacak olmast ve SKH primer kiiltiirlinde
spermatogonyayi izole etmenin belirtilen sebeplerle zor, zaman alic1 ve ek maliyete
neden olmasi nedeniyle ATCC GC-1 spg (Hofmann ve ark., 1992) ticari fare
spermatogonyal tip B hiicre hattinin  kullanimi  tercih  edilmistir. Erken
spermatogenezin temel molekiiler mekanizmasini arastirmada bu hiicre hattinin
model olarak kullanildig1 yayinlar mecvuttur (Li ve ark., 2017; Lin ve ark., 2013;
Zhang ve ark., 2013).

Spermatogonyal kok hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ikiye katlanma siiresi
nispeten yavastir. Fare SKH’lerinin 3 ila 4 giin arasinda iki katina ¢ikma stiresi
oldugu bildirilmigtir (Goodyear ve Brinster, 2017; Hamra ve ark., 2005).

Spermatogonyal kok hiicrelerinin matriks desteginden bagimsiz olarak germ hatti
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potansiyelini korudugunu gostermek i¢in yapilan ¢alismada; Spermatogonyal kok
hiicreleri; siispansiyon halinde, fare embriyonik fibroblast (MEF) iizerinde ve
laminin iizerinde ii¢ farkhi kiiltiir ortaminda bliylitiilmiis ve siispansiyon halindeki
hiicrelerin ikiye katlanma zamam 4.7 gin, MEF’teki hiicrelerin 2.7 giin, laminin
tizerinde biiyliyen hiicrelerin ise 5.6 giin oldugu bildirilmistir. Bu doktora tez
calismasinda ticari SKH hattinin kiiltiir kosullarinda ikiye katlanma zamant 3.5 giin
olarak bulunmustur. Bu sonug¢ kullanilan hiicre hattinin SV40 biiylik T antijeni ile
transforme edilmesine baglanmistir ve literatiir ile uyumludur. Spermatogoniyal kok
hiicrelerin in vitro ortamda 3 aydan daha uzun siire hayatta kalabilecegi bildirilmis
olsa da, spermatogonyayi Oliimsiizlestirmek icin SV40 biiylik T antijeni veya
telomeraz gibi ajanlarin kullanilmasiyla uzun siireli proliferasyon bildirilmistir
(Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003). Kemirgen hiicrelerinin SV40 biiyiik T antijeni ile
transforme edilmesi S- fazini indiikleyerek hiicrelerin ¢ogalmasini devam ettirir

(Ahuja ve ark., 2005).

Transfeksiyon caligmalarinda, transfekte hiicrelerin floresan veya ilag direnci
ile kolayca izlenebilmesi i¢in plazmid yapisina bir se¢im markoriiniin dahil edilmesi
etkili bir stratejidir (Shui ve ark., 2016). Bu c¢alismada Pac genini igeren plazmid
kullanilmistir ve plazmidi alan hiicrelerin puromisin antibiyotigine diren¢ gosterdigi
gorilmistiir. Uygulanan puromisin antibiyotiginin dozu MTT testi ile 2ug/ml olarak
belirlenmigtir. Fare EKH’lerinde CRISPR-Cas9 ile ayni anda birden fazla genin
hedeflendigi ¢aligmada transfeksiyondan 1 giin sonra 2pg/ml puromisinin 48 saat
stire ile kiiltiire edildigi bildirilmistir (Hwang ve ark., 2013). Bu ¢aligmada EKH hatti
tizerinde yapilan ¢alismalarla benzer sonucglar alinmis ve SKH’lerde de transfeksiyon
sonras1 hiicreleri ayirt etmek i¢in 2ug/ml puromisin dozunun 48 saat siire ile

uygulanmasinin yeterli oldugu gosterilmistir.

Plazmid DNA’nin mikrobiyal hiicrelere transformasyonla verimli bir sekilde
sokulmas1 Rekombinant DNA teknolojisinde énemli bir rol oynar. Dogal genetik
doniistim, hem DNA hem de bakteri membraninin negatif yiiklerinden kaynaklanan
itilmelerden dolayr miimkiin degildir (Nagamani ve ark., 2019). Yabanci DNA ve

bakteri hiicresi arasindaki bu itme iki degerlikli katyonlar (6rnegin Ca*?) tarafindan
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astlir. Tki degerlikli katyonlar hem hiicreye hem de DNA’ya baglanarak negatif yiikii
tamamen noétralize ederler. Ayrica, hiicre zarinda bulunan DNA baglayici proteinler
de bu etkilisime yardimcidirlar (Asif ve ark., 2017). Klonlama i¢in bu ¢alismada
kullanilan E.coli bakterisinin DHS5alfa susu, lic duvarli bir membrana sahiptir. Dig
zar i¢cinde gozenek olusturan proteinler bulunur ve molekiiler bir elek gorevi yaparak
DNA gibi hidrofilik ve molekiil agirligr yiliksek olan molekiillerin bakteri icerisine
tasinmasini Onlerler (Raghava ve ark., 2011). Bu nedenle calismamizda CacCl; ile
muamele edilerek, yabanci DNA’y1 alma yetenegi kazandirilmis kompetan haldeki

DHb5alfa susu kullanilmigtir.

Verimli genom diizenleme igin, hedef RNA dizisinin ve Cas9’un hiicrelere
basarili bir sekilde verilmesi esastir. Bu iki bilesenin hiicre i¢ine verilmesine plazmid
aracilik eder. CRISPR bilesenlerinin plazmide kodlanmasinin ardindan plazmid
DNA’s1 kompetan bakteri igerisine standart transformasyon prosediirii kullanilarak
verilir ve cogaltilir. Standart transformasyon prosediiriiniin 1s1 soku basamagi,
hiicrelerin 1s1 ile etkilesimiyle hiicre membranindaki fosfolipitleri harekete gegirerek
hiicre mebranini gecise uygun hale getirir. Froger ve ark. (2007), 42°C’de 45 saniye
151 sokunun E.coli bakterisi i¢ine plazmid transformasyonu icin basarili oldugunu
bildirmislerdir (Froger ve Hall, 2007). Ancak tez ¢aligmasinin transformasyon
deneylerinde 45 saniye 1s1 sokunda basari elde edilememistir. Bu durum farkli E.coli
suslarinin, hiicre zarflarinin kimyasal 6zelliklerindeki farkliliklar nedeniyle doniisiim
verimliliginde farklilik gosterebilecegi verisi ile agiklanmistir (Asif ve ark., 2017).
Bu nedenle farkli bakteri tiirleri ve suslar1 i¢in kosullarin optimize edilmesi
gereckmektedir. Bu caligmada standart transformasyon prosediiriinde 1s1 sokuna
maruziyet siiresinde optimizasyon yapilarak transformasyon basarisi saglanmistir. Is1
sokunun hiicre membran potansiyeline etkisini gosteren bir ¢aligmada; 42°C’de 1.5
dakika 1s1 sokuna tabi tutulan hiicrenin membran potansiyelinin biiyiik Olciide
azaldig1 akig sitometri yontemiyle ve spektroflorimetrik yontemlerle gosterilmistir.
Her iki degerlendirme yonteminin sonuglari birbiriyle uyumlu bulunmustur (Panja ve
ark., 2006). Transformasyon prosediiriinde 1s1 soku ardindan hizla buz ile muamele
etmek gerekmektedir. Isitma ve sogutma dongiilerinin etkinligini arastiran Panja ve

ark. (2008), 1sitma isleminin lipit kaybina neden olurken sicakligin diisiiriilmesinin
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protein kaybina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu dongiilerin birlikte lipit ve
protein kaybindan dolay: hiicre yilizeyindeki gozenekleri biiylittiigii ve hiicre zarmni
depolarize ettigi gosterilmistir (Panja ve ark., 2008). Transformasyon deneylerinde
1.5 dakika ve 2 dakika 1s1 soku uygulandiginda elde edilen transformasyon

basarisinin Panja ve ark (2008) ¢alismalart ile uyumlu oldugu belirlenmistir.

CRISPR-Cas9 bilesenlerini igeren plazmidi hedef hiicrelere ulastirmak igin
viral ve viral olmayan yontemler kullanilmaktadir. Son yillarda viral vektorlere karsi
siddetli bagisiklik yanit riski gibi yan etkiler nedeniyle viral olmayan vektorler daha
fazla aragtirma odagi olmustur (Chen ve ark., 2020). Literatiirde viral olmayan
vektorlerin - kullanildigr  smirli sayida SKH’lerde CRISPR-Cas9 aracili  gen
diizenleme c¢alismasi bulunmaktadir. Spermatogonyal kok hiicrelerin aksine fare
EKH’lerinde genom diizenleme ¢alismalarina literatiirde daha sik rastlanmaktadir.
Hwang ve ark. (2013), fare EKH’lerine, lipit temelli bir reaktif kullanarak (FuGENE)
CRISPR-Cas aracili gen diizenlemenin, tek adimda bes farkli gende es zamanl
mutasyon iiretilebilecegini gostermislerdir (Hwang ve ark., 2013). Lipofektamin
aracilt diger bir ¢alismada rekombinasyon aktive edici gen (RAGI) hedeflenerek,
EKH klonlarmin yaklagik %92’sinde R4AG 1 mutasyonlarini igeren indellerin olustugu
ve knockout fare embriyonik kok hiicresi elde edildigi bildirilmistir (Mehravar ve

ark., 2019).

CRISPR-Cas9 gibi hedeflenebilir niikleazlarin ortaya ¢ikmasi, bazi
hedeflenmis genomik mutasyon tipleri igin ilk olarak genetik olarak degistirilmis
embriyonik kok hiicrelerin tiretilmesinin 6n kosulunu ortadan kaldirmasi ile birlikte
CRISPR-Cas bilesenleri dogrudan fare embriyolarina mikroenjeksiyon yontemi ile
verilerek hedeflenmis genomik manipiilasyona sahip fare modelleri basartyla
olusturulmugtur (Klimke ve ark., 2019; Scott ve Gruzdev, 2019). Spermatogonyal
kok hiicrelerde transfeksiyon amaciyla ¢cogunlukla elektroporasyon, transplantasyon
icin ise mikroenjeksiyon gibi fiziksel aktarim yontemlerinin kullanildig1 gérilmiistiir
(Chapman ve ark., 2015; Wang ve ark., 2017; Wu ve ark., 2015b). Elektroporasyon
uygulamalarinda  nispeten  viral veya  sitotoksik  kimyasal  bilesenler

kullanilmamaktadir ve tire 0zgli olmadigi i¢in ¢ok g¢esitli hiicre tiplerinde
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uygulanabilmektedir. Ancak elektroporasyon kosullarinin iyi optimize edilmesi
gerekmektedir. Yiksek elektrik alan kuvveti ve ortaya c¢ikan elektrokimyasal
reaksiyonlar hiicre mortalitesine sebep olurken diisiik voltaj ile verimlilik elde
edilemeyebilir (Xu ve ark., 2018). Primer mezankimal kdk hiicrelerde P2-
mikroglobulin (B2M) knockout modeli tiip tabanina ve st kapaga iki kiiciik elektrot
yerlestirilmis basin¢hi tiip elektroporasyonu seklinde Ozgiin bir yontem ile
gergeklestirilmistir (Xu ve ark., 2018). Yiiksek toksisite nedeniyle gelencksel
elektroporasyon yontemi gelistirilerek, nukleofeksiyon adi verilen yeni
elektroporasyon metodlar1 tretilmistir. Li ve ark. (2019), Amaxa Nukleofector
kullanilarak yaptiklar1 niikleofeksiyon ile, SKH’lerde Kit*¥ bolgesindeki nokta
mutasyonlarini, CRISPR-Cas9 aracili homolojiye yonelik onarim yoluyla
diizeltmiglerdir. Wu ve ark. (2015), Amaxa Nukleofector kullanilarak yaptiklar
calismada katarakt hastaligina neden olan Cryge”” mutasyonunu fare SKH’lerinde
CRSIPR/Cas9 ile diizelterek, hedef disi etkiler olmadan diizeltilmis geni tasiyan
SKH hatlar elde etmislerdir. Bu ¢alisma CRISPR-Cas9 sisteminin faredeki genetik
hastaliklar1 diizeltmek icin SKH’lerde basarili bir sekilde uygulanabilecegini
gostermistir. Yine ayni calisma icerisinde CRISPR-Cas9 sisteminin SKH’lerde gen
diizenlemede kullanilabilirligini gostermek i¢in EGFP genini bozma girisiminde
bulunmuslardir. EGFP genini hedefleyen sgRNA ve Cas9’u tasarladiktan sonra
pX330-mCherry plazmidini niikleofeksiyon aracilifiyla hiicrelere transfekte
etmiglerdir. Mutasyona ugramis EGFP transgenlerini tagiyan hiicreler Fluorescence-
activated cell sorting (FACS) kullanilarak tespit edilmis ve pasajlanarak
zenginlestirilmistir. Birkag¢ pasaj kiltlirlendikten sonra SKH’ler toplanarak busulfan
ile tedavi edilen erkek farelerin testislerine nakledilmistir. Bir bucuk ay sonra
SKH’lerin seminifer tibiillerde tekrar kolonize oldugu goriilmiistiir. SKH’lerden
tiretilen spermatidler intrasitoplazmik yuvarlak spermatid enjeksiyonu ile
yumurtalara enjekte edildiginde 2 hiicreli embriyolarin gelistigi gézlemlenmistir. Bu
embriyolarin yumurtaliklara nakledilmesinden sonra canli dogum bildirilmistir.
Yavrularin yaklagik %50’sinde (21/39) EGFP geninde NHEJ aracili indellerin
bulundugu bildirilmigtir. Bu veriler, CRISPR-Cas9 sisteminin niikleofeksiyon
aracihigiyla SKH’lerde etkili gen diizenleme i¢in kullanilabilecegini, spermatidlerin

alic1 testislere transplantasyonundan sonra gen modifiye edilmis fare modellerinin
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tiretilebilecegini  gostermektedir (Wu ve ark.,, 2015b). Fare SKH’lerde
niikleofeksiyon ile yapilan baska bir c¢alismada Cas9 plazmidlerinin (8-10kb)
biylikliigliniin niikleofeksiyon verimliligini diisiirdiiglinii ve plazmid kalitesinin
niikleofeksiyon verimi ile orantili oldugunu bildirmislerdir (Wang ve ark., 2017). Bir
diger 0Ozglin elektroporasyon yontemi, ticari olarak da gelistirilen neon
elektroporasyondur. Bu yontemde kullanilan elektronik pipet ucu, akimi hiicrelere
esit olarak dagittigr i¢in hiicre canliligini onemli Olglide arttirir. Chapman ve ark.
(2015), SKH’lerde 1100 volt 20 milisaniyede 2 atim i¢in ayarlanmis neon
transfeksiyon sistemi ile FEpstil mutantlart {iretmeyi basarmiglardir. Bu tez
calismasinda kimyasal transfeksiyon yontemi olan lipit temelli (DNAfectin)
transfeksiyon yontemi kullanilmistir. DNAfectin, polikatyon ve lipozom
formilasyonunu igermektedir. Lipit temelli transfeksiyonun mekanizmasi,
transfeksiyon reaktifleri arasinda degisiklik gosterse de, temelinde niikleik asitin
negatif yiiklii fostat omurgasi ile lipitlerin pozitif yiikli kafa grubu arasinda etkilesim
yoluyla kompleks olusturmasina dayanir (Steyer ve ark., 2016). Transfeksiyonun
etkinligi bu kompleksin endozomdan ne oranda salindigi ile dogru orantilidir.
Katyonik lipozomlar ile transfeksiyon etkiliginin hiicre tiirline baglt oldugu, primer
noronlar, primer endotelial hiicreler gibi hiicre gruplarinin katyonik lipozom gibi
transfeksiyon metodlarina direngli oldugu bildirilmistir (Kedika ve Patri, 2014).
SKH’lerde DNAfectin ile transfeksiyon yapilan bir ¢alismaya rastlanilmamistir.
Ancak basarili gen modifikasyonu saglanmis olan bu calismada SKH’lerin diger
hiicreler gibi kimyasal transfeksiyona diren¢li olmadigr ortaya konulmustur.
Calismamiz SKH’lerde DNAfectin kullanilarak yapilan ilk c¢aligma olma

niteligindedir.

CRISPR aracili gen diizenlemenin olasi sonuglarini anlamak 6nemlidir. sgRNA
ve Cas9 bir hiicre hattina sokulduktan sonra, olusturulan diizenlemeler ayni
olmayacaktir. Bir genin tiim alellerinde veya bir popiilasyondaki tiim hiicrelerde
diizenleme gergeklesmeyebilir. Ornegin, bir diploid hiicrenin tek bir genini

hedeflerken dort olasi sonug vardir:
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1. Hicbir diizenleme yapilmaz,

2. Bir alel diizenlenir (heterozigot mutasyon),

3. Her iki allel de diizenlenir, ancak farkl1 bir sekans tagirlar (biallelik
mutasyonu),

4.  Her iki alel de diizenlenir ve ayni sekansi tasirlar (homozigot mutasyon).

Yiiksek diizenleme verimliligi elde etmek i¢in ¢oklu gRNA'nin tasarlanmasi ve
test edilmesi gerekir. S.pyogenes kaynakli Cas9’un bir 5-NGG-3 PAM dizisi
gerektirmesi fare genomunda hedef bolge secimini ve gRNA tasarimini
smirlamaktadir (Wang ve ark., 2013). Bu ¢alismada CRISPR-Cas9 ile SKH’lerde
tic farkli 7Tex/5 gen bolgesi hedeflenmistir. Baz diizenleme sonuglarinin analizi,
Mutasyon enzim kesim analizi gibi enzimatik uyumsuzluk yariklanma testleri, tek
koloni sekanslama veya pahali yeni nesil sekanslama iizerine dayanir. Ancak bu
metodlara alternatif olarak floresans tabanli Sanger sekanslama verilerinden baz
diizenleme verimliligini 6lgmek icin EditR, TIDER ve ICE gibi bilgisayar
programlart gelistirmistir (Xu ve ark., 2019). Calismada mutasyon enzim kesim
analiz kiti pozitif kontrolde basarili kesim yapmasina ragmen, transfeksiyonun
gergeklestigi  puromisinle  dogrulanan  gruplarda anlamli  kesim  paternleri
vermemistir. Bu nedenle c¢alismada basarili transfeksiyon elde edilen hiicre
hatlarindaki genomik diizenlemenin dogrulanmasinda, glincel bir¢ok yayinda da
kullanilan ICE yazilimi kullanilmistir (OhAinle ve ark., 2018; Osborn ve ark., 2018).
Bu analize gore Tex/5 geninin 10. ekzonununda yer alan Hedef 1 bolgesinde

cerceve kaymast mutasyonuna sebep olan indellerin varligi ortaya konulmustur.

Hedef 2-sgRNA ile yapilan transfeksiyon uygulamalarinda basar1 elde
edilememistir. Hedef 2-sgRNA ile transfeksiyon sonrasi antibiyotige direng
gosterip boliinmeyi devam ettiren hiicrelerin varligi, sgRNA ve Cas9’u igeren
plazmidin hiicre icine girdiginin kanitt olarak goriilmiistiir. Ancak hiicre
sitoplazmasina girdikten sonra plazmid DNA’sinin saliniminin olmamasi, Cas9’un
hedef diziye baglanamamis olmast ya da baglandiginda Cas9 domainleri tarafindan
kesim ger¢eklesmemesi gibi nedenlerle transfeksiyonun basarisiz  oldugu

diisiintilmektedir.
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Ensembl veri tabaninda ENSMUSG00000009628 kodlu Tex/5 genomunda
Hedef 3 bolge dizisi TCGTGTTAAAGATGGTGTGC iken galismada kullanilan
ATCC GC-1 spg (Kod: CRL 2053) hiicre hattinin Hedef 3 i¢in yapilan dizi
analizinde Guanin bazi yerine Adenin bazi oldugu goriilmiistiir. Rehber RNA ile
hedef bodlgenin baglanmasinda ilk 12 niikleotiddeki uyumsuzluklarin iyi tolere
edilmedigi bildirilmistir (Shui ve ark., 2016). Bu veriye dayanarak, Hedef 3
bolgesinde hedef bolge DNA dizisi ile rehber RNA arasindaki PAM dizisine yakin
bu uyumsuzluga bagli olarak Cas9 endoniikleazinin kesme islemini yapamamis

olmasi ile agiklanmisgtir.

CRISPR-Cas9 sisteminde uygulancak transfeksiyon kimyasalinin dozaji, tedavi
edilen hiicrelerde diizenleme etkinligini etkiler. Plazmid konsantrasyonunun
arttirtlmast veya DNA formatinin aksine mRNA veya RNP formatlariin
kullanilmast genellikle diizenleme verimliligini arttirir (Kedika ve Patri, 2014). Bu
nedenlerden otiirii, daha etkili bir transfeksiyon platformu olusturmanin yani sira,
gen diizenlemede daha iyi hassasiyet elde etmek icin CRISPR formiilasyonunun

optimizasyonuna da ihtiya¢ duyulmaktadir.

CRISPR-Cas9 sistemi SKH’lerde lipit temelli aktarim ile ilk kez yapilacak
olmasindan dolayr transfeksiyon islemi farkli DNA: DNAfectin oranlarn
kullanilarak optimize edilmis ve 1:3,5 ve 1:5 DNA: DNAfectin oranlarinda
transfeksiyon basarili olmustur. En yiiksek transfeksiyon etkinligi (knock-out
basarist) ICE algoritmast verilerine gore 1:5 DNA: DNAfectin oraninda % 98
olarak bulunmustur. Optimal lipit:DNA oraninin hiicre sitoplazmasina girdikten
sonra, plazmid DNA’siin salinimini kolaylastirdig: bilinmektedir (Kedika ve Patri,
2014). Bu galismada 1:5 DNA: DNAfectin oraninin SKH’ler i¢in en uygun oran
oldugu tespit edilmistir.

Kedika ve ark. (2014), yuksek lipit miktarinin olusan lipit-DNA
kompleksinin endozomdan =zayif salinimi nedeniyle transfeksiyon etkinligini

diisiirdiigiinii gostermislerdir. Bu ¢aligmanin transfeksiyon deneylerinde uygulanan
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1:7,5 ve 1:10 DNA: DNAfectin oranlarinda transfeksiyon basarisizliginin yiiksek

lipit oranina bagli oldugu diisiiniilmiistiir.

Diisik  lipit oranlarmmin  (1:2.5; 1:1)  kullanildig1r  transfeksiyon
uygulamalarinda, transfeksiyonun basarisiz oldugu diger uygulamalara benzer
sekilde plazmid aktariminin oldugu ancak optimal lipit:DNA oranmin uygun

olmamasina bagl olarak transfeksiyonun gergeklesmedigi diisiintilmiistiir.

Transfeksiyon uygulamasinin basarilt oldugu DNA:DNAfectin oranlarinda
hedeflenen dizilerde literatiir bilgisi ile uyumlu olarak PAM dizisinin 3-4 baz
yukarisinda indeller olustugu goézlemlenmistir. 1:5 DNA:DNAfectin oraninin
uygulandigi transfeksiyon uygulamasinda hiicre popiilasyonunun tiim hiicrelerinde
indeller olusmustur. 1:3,5 DNA:DNAfectin oraninin uygulandigi transfeksiyon
islemlerinde hiicre onarimina bagli olarak uygulamalar arasinda olusan indeller
bakimindan 6nemli 6l¢lide degisiklik goriilmiistiir. Farkli hiicre yogunluguna sahip
iki grup igerisinde diisiik hiicre sayisina sahip 2.grupta olusan indel oranm1 % 68
iken, 1. grupta %38 indel olusumu gozlenmistir. 1. grup ile aynmi hiicre sayisina
sahip birbirinin tekrart olan iki uygulamada olusan indel yiizdelerinin farkli
ctkmasi, hiicre sayisina baglhi indel olusumunun degistigi  verisini
desteklememektedir. Hiicre yogunlugunun transfeksiyon etkinligini ne olgiide

degistirdigine yonelik kapsamli ¢alismalar yapilmalidir.

Transfeksiyon etkinligi, uygulamanin yapildig: hiicre popiilasyonunda hiicreler
arasinda farklilik gosterdiginden, DNA dizi analizi sonuglar1 heterojen bir hiicre
toplulugunu gdstermistir. Tlgilenilen genin tamamen diizenlendiginden ve yabanil tip
fenotiplerin hicbirinin kalmadigindan emin olmak i¢in biallelik veya homozigot
mutasyon elde edilmelidir. Hedeflenmis allel igin mozaik olmayan mutant
kolonilerini olusturmak amaciyla SKH’lerin monoklonal olarak zenginlestirilmesi
hedeflenmistir. Monoklon hiicre hatt1 olusumunun teorik olarak hedeflenen
alellerin varyasyonunu azaltmasi beklenmektedir. Ancak SKH kolonileri kiiltiir
ortaminda poliklonal olduklarindan tek hiicre digtirme zorlugu ile karsilasiimistir.

Wu ve ark. (2015), FACS kullanarak tek hiicre slispansiyonu elde etmis ve 480 tek

114



SKH’den 11 klonal SKH hattt olusturabilmislerdir. Sadece 8 klonal hiicre hattinin
her iki alelde mutant hedef gene ait modifikasyonlar1 tasidigr bildirilmistir.
Calismada 20 adet tek SKH’den ancak 1 klonal SKH hatti olusturulabilinmistir.
Olusturulan monoklonal hiicre hattinin kdken aldig1 tek SKH’de bialel mutasyon
oldugu ICE programi verilerinde hi¢ yabanil tip hiicrenin bulunmamast ile
aciklanmistir. Elde edilen monoklonal hat sayist yetersiz oldugundan, allel

varyasyonu bertaraf edilememis, homozigot mutasyon varligi tespit edilememistir.

Literatiirde, Tex/5 geninde meydana gelen mutasyonlarin infertiliteye neden
oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir (Okutman ve ark., 2015; Ruan ve ark.,
2012; Wang ve ark., 2018). Tex/5 eksik erkek farelerde olusan DNA ¢ift zincir
kiriklarinin Tex/5 eksikligine bagli olarak onarilmadigi da bilinmektedir (Yang ve
ark., 2008). Ancak Texl5 geni lizerinde genetik manipiilasyon yapilan bir ¢alisma
heniiz bulunmamakta ve ¢alisma bu agidan da ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu tez
calismasi ile CRISPR-Cas9 aracili genomik diizenleme ile SKH’lerde 7Tex/5 geni
10. ekzonunda c¢ergeve kaymasi mutasyonu ile knock-out monoklon hiicre hatti

elde edilebilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

CRISPR-Cas9 gibi hiicresel yeniden programlama teknolojilerindeki son
gelismeler 6onemli hastaliklara neden olan ¢ok sayida genetik mutasyonun ve hiicre
sinyal yollarinin aydinlatilmasina olanak saglamistir. Gen diizenleme, klinik tedavinin
yani sira temel arastirmalart da destekleyen c¢ok yonlii bir tekniktir. Klinik olmayan
uygulamalar i¢in amac¢ hedef hiicrelerde diizenlenmis genler olusturmak iken klinik
uygulamalarda tedavi edilen hiicrelerde korunmasi gereken hiicre fonksiyonlar1 vardir.
Potansiyel hedef dist CRISPR mutasyonlar1 terapdtik uygulamalar igin sorun olmaya
devam etmektedir.

Spermatogonyal kok hiicre’lerinin uzun stireli kiiltiirii ile ilgili literatiirde fazla
sayida ¢alisma olmasina ragmen bu hiicrelerin spermatogenezdeki islevselligi hala
giincelligini korumaktadir. Ilerleyen calismalar, bu hiicrelerin de diger SKH’ler gibi
gen modifikasyonunda kullanilabilmesine olanak saglayacaktir. Mevcut literatiirde
spermatogonyal kok hiicreler gibi transfekte edilmesi zor olan hiicreler icin fiziksel
transfeksiyon yontemlerinin siklikla kullanildigi ve kimyasal vektorler gibi geleneksel
transfeksiyon yontemlerinin etkisiz oldugu bildirilmistir. Sunulan arastirmada kimyasal
transfeksiyona bagh olarak gozlemlenen hiicre oliimii literatiirle uyumlu bulunsa da
SKH’lerde lipit temelli kimyasal transfeksiyon ile transfeksiyon basarisi elde edilmistir.
Halihazirda devam eden caligmalarimizda literatiirde siklikla kullanilan elektroporasyon
yontemi ile transfeksiyon SKH’lere uygulanmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da yakin

gelecekte kimyasal transfeksiyon verileri ile karsilastirmali olarak sunulacaktir.

CRISPR-Cas9 sisteminde uygulanan transfeksiyon kimyasalinin dozaji, tedavi
edilen hiicrelerde diizenleme etkinligini 6nemli 6l¢lide etkilemektedir. Bu nedenle
daha etkili bir transfeksiyon ve gen diizenlemede yliksek hassasiyet igin
optimizasyon 6nemlidir. SKH’lerde ilk defa CRISPR-Cas9 sistemi aracili gen
diizenlemenin lipit temelli yapilmig olmasi nedeniyle, aragtirmada farkli
DNA:DNAfectin oranlari kullanilarak transfeksiyon iglemi optimize edilmis ve

1:3,5 ve 1:5 DNA:DNAfectin oranlarinda transfeksiyonun basarili oldugu
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belirlenmistir. Transfeksiyon etkinliginin bir gdstergesi olan knock-out degeri, in-
silico analizlere gore 1:5 DNA: DNAfectin oraninda % 98 olarak hesaplanmis ve
bu nedenle 1:5 DNA: DNAfectin oraninin SKH’ler i¢in en uygun oran oldugu
tespit edilmistir.

Sonug olarak bu tez calismasinda in vitro ortamda CRISPR-Cas9 yontemi
kullanilarak spermatogonyal kok hiicrelerde, yoklugu mayotik rekombinasyonda
basarisizliga neden olarak infertiliteye sebep oldugu bilinen Tex/5 geninde
c.959C’den itibaren indeller olusturulmustur. Bu indeller ilgili gende c¢ergeve
kaymas1 mutasyonu olusturarak, prematiir protein olusumuna sebep olmaktadirlar.
flerleyen galismalarda, bu arastirma kapsaminda ortaya konulan modifikasyonlar disinda
hedef dist mutasyonlarin var olup olmadigmmin tespit edilebilmesi i¢in tlim genom

analizlerinin yapilmasi planlanmaktadir.

Izleyen donemde arastirma kapsaminda elde edilen monoklon Tex/5 geni
modifiye = SKH’lerin  allograft transplantasyonu ile in-vivo etkinligin
degerlendirilmesi, fare testisinden SKH Kkiiltiiri elde edilerek 7ex/5 geninin
susturulup otograft transplantasyon ve etkinligin degerlendirilmesi ve sonrasinda in-
vivo knock-in g¢aligmalart ile yeniden ifade edinimi saglanilmasi planlanan baslica
caligmalardir. Bu arastirmada, infertilite iliskili olmasi nedeniyle hedef gen olarak
Tex15 geni se¢ilmis olmakla beraber, SKH’lerde farkli genlerin de
hedeflenebilmesine giden yolun 6nii agilmigtir. CRISPR sistemini anlamak, deneyerek
Ogrenmek tizere yola ¢iktigimiz bu ilk ¢alisma bizim i¢cin CRISPR’m kullanma kilavuzu

olmustur.
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OZET

Fare Spermatogonyal Kok Hiicrelerinde CRISPR-Cas9 ile Hedefli Genom

Diizenleme

CRISPR-Cas9 rehber DNA endoniikleaz teknolojisi, ¢esitli hiicre tipleri ve
organizmalarda biyolojik siireglerin incelenmesi i¢in, hedeflenmis genomik
mutasyonlarin iiretilmesinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Yapilan
calismalarda CRISPR/Cas9’un SKH’lere uygulanmalari, spermatogenez ve
spermatogenetik bagarisizligin genetik mekanizmasinin ortaya g¢ikarilmasinda etkili
birer yontem olduklarini gostermistir. Testis-expressed 15 (TexI5) genindeki
fonksiyon kaybi erkeklerde infertilite ile iliskilendirilmistir. Sunulan c¢alismada,
spermatogonyal kok hiicre Kkiiltiir hattinda CRISPR-Cas9 yontemiyle lentiviral
plasmid vektoriin transfeksiyonu sonrast 7ex/5 geninin susturulmasma yonelik
deneyler ger¢eklestirilmistir. Calismada; 7Tex/5 geninin 1.ekzonunu 3 farkli bolgeden
hedefleyen CRISPR-Cas9 uygulama grubu, CRISPR-Cas9 kimyasallarimin kontrolii
amaciyla, herhangi bir gene komplementer olmayan sgRNA klonlanmis vektoriin
aktarildigr sham grubu ve sadece pasajlama yapilan kontrol grubu olmak lizere ii¢
grup tasarlanmigtir. Deney asamasinda; spermatogonyal kok hiicrelere invitro
ortamda farkli DNA: DNAfectin oranlarinda lipit temelli aktarim ile CRISPR-Cas9
uygulamasi gergeklestirilip, 7ex/5 geninde ¢.959C2den itibaren gerceve kaymasina
neden olan indel mutasyonlar elde edilmistir. Bagarinin etkinligi mutasyon bdélgesi
enzim kesim analizi, DNA dizi analizi ve in-silico analizler ile ortaya konulmustur.
En yiiksek transfeksiyon etkinligi in-silico analizde 1:5 DNA:DNAfectin orani i¢in
% 98 olarak hesaplanmis ve bu oranin SKH’ler i¢cin en uygun oran oldugu tespit
edilmistir. Sunulan ¢alisma ile CRISPR/Cas9 uygulamasinin SKH’lerde farkli
genlerde de yapilabilmesi ve dolayisiyla SKH aracili genom diizenleme ile
transgenik hayvan olusturma, c¢iftlik hayvanlarinda verimi artirma ve hayvan
hastaliklarinin tedavisinde kullanilma potansiyeli olan gen/genom diizenleme
caligmalari i¢in literatiire katki saglanmistir.

Anahtar Sozciikler: CRISPR/Cas9, Genom diizenleme, Spermatogonyal kok hiicre,
Testis-Expressed 15 (Tex15),
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SUMMARY

Genome Editing in Mouse Spermatogonial Stem Cell Lines Using CRISPR/Cas9

CRISPR-Cas9 guide DNA endonuclease technology has been widely used in
the production of targeted genomic mutations for the study of biological processes in
various cell types and organisms. In the studies conducted, the application of
CRISPR-Cas9 to the SSCs has shown that they are effective methods in revealing the
genetic mechanism of spermatogenesis and spermatogenetic failure. Dysfunction in
the testis-expressed 15 (7ex15) gene has been associated with infertility in men. In
the present study, experiments were performed to silence the Tex/5 gene after
transfection of the lentiviral plasmid vector in the spermatogonial stem cell culture
line by CRISPR-Cas9 method. Study; Three groups are designed as CRISPR-Cas9
application group, targeting the first exon of the Tex/5 gene from 3 different regions,
the sham group to which CRISPR-Cas9 chemicals are controlled, and the passaged
control group to which only noncomplementary sgRNA cloned vector is transferred.
At the experimental stage; CRISPR-Cas9 was applied to spermatogonial stem cells in
vitro with lipid-based transfer in different DNA:DNAfectin ratios, and indel
mutations causing frame shift in the Tex/5 gene from ¢.959C were obtained. The
effectiveness of success has been demonstrated by mutation site enzyme cut analysis,
DNA sequence analysis and in-silico analysis. The highest transfection efficiency
was calculated as 98% for the ratio of 1:5 DNA:DNAfectin in in-silico analysis and
this ratio was found to be the most suitable rate for SSCs. With the present study,
CRISPR-Cas9 has been contributed to the literature for gene / genome editing studies
that have the potential to be performed in different genes in SSCs, and thus have the
potential to be used in SSC-mediated genome editing, creating transgenic animals,
increasing yield in farm animals, and in the treatment of animal diseases.

Keywords: CRISPR/Cas9, Gene editing, Spermatogonial stem cells, Tex15 gene
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