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Tezin Bashgi: PC-3 PROSTAT KANSER HUCRE HATTINDA MUTANT TP53
GENININ CRISPR-Cas9 ARACILIKLI RESTORASYONU

Ogrencinin Adi: MUHAMMET BURAK BATIR

Damismani: PROF.DR. F. SIRRI CAM

Anabilim Dah: TIBBi BIYOLOIJI

1. OZET

Amag: Prostat kanseri, diinya capinda erkekler arasinda yaygin bir saglik sorunudur
ve bu prostat kanseri vakalarinin ¢ogu, disfonksiyonel mutant Tiimoér Protein P53
(TP53) geni ile iliskilidir. Bununla birlikte, disfonksiyonel mutant TP53 geni
CRISPR/Cas9 sistemi ve tek iplikli oligodeoksiniikleotid tamir kalibi (SSODN)
yardimiyla hiicrelerin sahip oldugu homoloji aracilikli tamir mekanizmasi araciligiyla
tamir edilebilir. Bu calismada, insan kanser PC-3 hiicre hattt TP53 gen bdlgesi
tizerinde bulunan TP53 414delC (p.K139fs*31) null mutasyonunun CRISPR/Cas9
sistemi ve donor tek iplikli oligodeoksiniikleotid yardimiyla tamir verimliliginin
incelenmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada iskelet yapisinda CRISPR/Cas9 sistemini tastyan
px459V2.0 plazmidi ve iki farkli tamir kalib1 kullanilmistir. CRISPR/Cas9 sistemiyle
diizenlenen TP53 gen bélgesi yeni nesil sekans (YNS) sistemi ile analiz edilmistir.
Diizenlenmis PC-3 hiicrelerinde p53 ekspresyonunun varliginin tespiti icin RT-gPCR
ve immiinofloresan (IF) analizi yapilmistir. Ayrica, TP53 gen diizenlemesine bagh
olarak apoptotik hiicrelerin tespiti i¢cin flow sitometri analizi yapilmistir.

Bulgular: YNS sonuglarina gore, sgRNA2 rehberligindeki CRISPR/Cas9 sistemine
eslik eden iki ayr1 SSOND1 ve sSODN2 varliginda TP53 414delC mutasyonu sirast ile
%19,95 ve %26,0 oraninda tamir edilmistir. RT-qPCR ve IF analizleri TP53 414delC
mutasyonunun tamir oldugu PC-3 hiicrelerinde p53 ekspresyonunu gostermis ve
ayrica, yapilan flow sitometri analizi apoptotik hiicre oraninda belirgin bir artig
oldugunu gostermistir.

Sonuclar: Sonug¢ olarak, CRISPR/Cas9 sistemi araciligiyla TP53 414delC

mutasyonunun basgarilt olarak tamir edildigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: CRISPR/Cas9, prostat kanseri, TP53 geni, p53.
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2. ABSTRACT

Aim: Prostate cancer is a common health problem among men worldwide and most of
these prostate cancer cases are related to a dysfunctional mutant Tumor Protein P53
(TP53) gene. However, the CRISPR/Cas9 system can be used for repairing of a
dysfunctional mutant TP53 gene in combination with donor repair template single-
stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) via cells’ own homology-directed repair
(HDR) mechanism. In this study, we aimed to evaluate the CRISPR/Cas9 repairing
efficiency on TP53 414delC (p.K139fs*31) null mutation, located in the TP53 gene,
of human prostate cancer cell line PC-3 in combination with sSODNs.

Material and method: CRISPR/Cas9 backbone carier px459 plasmids and two
different repair template were used in this study. Edited TP53 414delC gene region
were analysed with next-generation sequencing (NGS) system. RT-gPCR and
immunofluorescence (IF) analysis was performed for detection of p53 expression from
the edited PC-3 cells. Flow cytometry analysis was also performed for the detection of
apoptotic cells.

Results: According to the NGS results, TP53 414delC mutation was repaired with an
efficiency of 19.95%and 26.0% at the TP53 414delC position with ssODN1 and
sSODN2 accompanied by sgRNA2 guided CRISPR/Cas9, respectively. Besides, RT-
gPCR and IF analysis showed that PC-3 cells, the TP53 414delC mutation of which
were repaired, expressed wild type p53 again. Also, significantly increased number of
apoptotic cells, driven by the repaired TP53 gene were detected compared to the
control cells by flow cytometry analysis.

Discussion: As a result, CRISPR/Cas9 system accompanied by ssODN was shown to

effectively repair the TP53 414delC gene region

Keywords: CRISPR/Cas9, prostate cancer, TP53gene, p53.



3. GIRIS VE AMAC

Prostat kanseri erkeklerde diinya ¢apinda goriilen saglik sorunlarindan biridir ve
kanser progresyonu boyunca siklikla Tiimor Protein P53 (TP53) geninde mutasyonlar
meydana gelmektedir (Zhang ve ark. 2003). TP53 geni hiicrede apoptozis, hiicre
dongiisii ve  DNA tamirinin transkripsiyonel aktivasyonundan sorumludur. p53
proteini ise hiicrede TP53 geni tarafindan eksprese edilir ve kanser hiicrelerinde
cogunlukla inaktif formda ya da ekspresyonu gergeklesmeyen null durumunda
bulunur. Prostat kanserinde ise TP53 geni iizerinde meydana gelen 414delC
(p.K139fs*31) mutasyonu, yani 414. sitozin niikleotid delesyonu, belirgin bir sekilde
kanser hastaliginin progresyonu ve metastazi ile iliskili haldedir (Zacharias ve ark.
2011). Bu mutasyon TP53 geninde erken bir stop kodonunun olusumuna yol agarak
TP53 geninin ekspresyonunu engeller. Dolayisiyla, PC-3 hiicrelerinde TP53 geni
etkisiz null bir durumda bulunur (Shenk ve ark. 2001).

Son yillarda ise ozellikle DNA dizilerine spesifik programlanabilir
endokniikleazlarin  kullanimi DNA {izerinde c¢esitli degisimlerin yani gen
diizenlenmesinin meydana getirilebilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Ding ve ark.
2013; Bialk ve ark. 2011). Bu endoniikleazlardan biri de RNA-rehberli diizenli
araliklarla bolinmiis palindromik tekrar kiimeleri iliskili-Cas9 (CRISPR-Cas9)
niikleaz sistemidir (Cong ve ark. 2013; Mali ve ark. 2013). Cas9 enzimi gen
diizenlenmesinde canli genom DNA’s1 iizerinde double-strand break (DSB) yani ¢ift
iplik kiriklart meydana getirerek aract olur. DNA iizerinde Cas9 aracilikli ¢ift iplik
kirilmasi sonrasi ilgili bolge hiicrede iki ana yolak tarafindan tamir edilir: (1) “non-
homologous end-joining” (NHEJ) yani homolog olmayan ug birlestirme veya (2)
“homology-directed repair” (HDR) yani homoloji yonelimli tamir. Hiicrede kirilan
DNA bolgesinin tamiri i¢in gerekli olan bdlgeye 6zgli homolog bir tamir kalib1 yani
donor single-stranded oligodeoxynucleotide (SSODN) olmadigi durumlarda hiicrede
cogunlukla NHEJ tamir mekanizmasi kullanilir. Fakat, bu durumda homolog bir tamir

gerceklesmediginden tamir edilen bolgede bulunan DNA dizisinde insersiyon,
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delesyon mutasyonlar1 gézlemlenebilir (Urnov ve ark. 2010; Hsu ve Zhang 2012).
Tamir kalibinin bulundugu durumlarda ise DSB bdlgesi HDR mekanizmasiyla tamir
edilir. Bu durumda kullanilan tamir kalibinin igerdigi niikleotid dizisine gére DSB
bolgesi hiicrede tamir edilir (Aird ve ark. 2018). Bu sekilde, HDR tamir
mekanizmasinin hiicrede kullanilmasi bize canli genom DNA’s1 iizerinde kontrollii tek
nokta mutasyonu, insersiyon veya delesyon meydana getirmemize olanak saglar

(Kocher ve ark. 2017).

Bu projede tiim bu literatiir verilerine bagli olarak PC-3 prostat kanser hiicre
hattinda TP53 geni tizerinde ki 414delC mutasyonunun HDR tamir mekanizmasi ile
ne derecede tamir edilebildigi ve olasi tamirin PC-3 hiicre karakteri {izerine ne gibi

etkilerinin olabilecegi incelenmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 KANSER

Kanser, normal hiicresel ve ¢evresel kontrollerden kurtulmay1 saglayan, giderek
artan genetik anomalilerin ve epigenetik degisimlerin neden oldugu karmasik bir
hastaliktir (Fouad ve Aanei 2017). Kanser, hastaligin bu karmasikligina baglh olarak,
diinya genelinde meydana gelen oliimlerin %14,4’line neden olmaktadir (Bray ve ark.
2018). Ayrica, kontrolsiiz olarak ¢ogalan kanser hiicreleri bulunduklar1 primer timéor
dokulardan, ¢evre doku ve organlara kan veya lenfatik sistem araciligiyla yayilarak
sekonder tiimor dokular1 (metastaz) meydana getirebilirler (Fidler 1989; Rusciano ve
Burger 1992). Sekil 1 ve 2’de gosterildigi tizere, epitel hiicrelerinde kanser
olusumunda ilk adim kazara hiicrede genetik bir mutasyonun meydana gelmesidir
(Potter ve ark. 2018). Bu sekilde genetik mutasyona ugramis ilk hiicrede mutasyon
oranmin artmasi ise beraberinde farklilasmay1 ve proliferasyonu meydana getirir
(Sekil 1) (Yamada ve Yamada 2018). Kanserlesme iki genis gen ailesi olan proto-
onkogenler (Ras, Raf, Src ve Myc genleri gibi) ve timor baskilayici genler (TP53,
ATM/ATR, PTEN genleri gibi) grubundaki mutasyonlarla iliskilidir (Lee 1989;
Muthuswamy ve ark. 1994; Tang ve ark. 2000; Leslie ve Downes 2004; Liu ve ark.
2005; Chen 2016). Ilerleyen adimlarda ise mutasyona ugramis hiicre sayisinda artis
(hiperplazi), ¢ogalan hiicrelerde ki artan mutasyon oranina bagli olarak hiicrelerde
fenotipik degisim (displazi), tedavi edilmedigi durumda hiicrelerin, gevre dokulara
kesin olarak yayilma ihtimalinin bulundugu, gelisim sinyallerine gerek duymadigi,
gelisim inhibitorlerine karsi duyarsiz oldugu erken evre kanser tiimor formuna
kavusmast (in situ karsinom) ve son olarak hiicrelerin malignant tiimér formuna
kavusarak ¢evre dokulara metastaz olmasi (invaziv karsinom) gergeklesir. Bu sekilde

ki malign tiimorler kanser olarak tanimlanmaktadir.
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Sekil 2. Normal bir hiicreden metastatik tiimor olusuma dogru adimlar.

Genetik mutasyona ugramis anormal hiicre iginde bulundugu dokudaki komsu

hiicrelerden daha fazla cogalmadigi siirece ¢ok zararli degildir, fakat, anormal



hiicrenin ¢ogalmas1 kontrolden ¢iktiginda neoplastik evreye girerek (gelisim
sinyallerine gerek duymadigi, gelisim inhibitorlerine karsi duyarsiz oldugu), siirekli
biiyliyen anormal hiicrelerden meydana gelen bir tiimor kitlesinin olusumuna yol agar.
Bu evrede, kitleye cerrahi miidahale yoluyla tedavi saglanabilir. Timdr kitlesinin
cevre dokuya yayilabilme yetenegini kazandigi duruma “malignansi” denirken, kanser
hiicresinin kan damar1 veya lenfatik sistem araciligryla ¢evre dokulara yayilarak
sekonder tiimor kitleleri olusturmasma ise “metastaz” adi verilmektedir. Ayrica,
kanser dokular1 olustuklari hiicre ve doku tipine gore siniflandirilmaktadirlar. Genel
olarak insan kanserlerinin ¢ogunlugunu olusturan ve epitel hiicrelerinden olusan
timorler “karsinoma” olarak adlandirilirken, kas, kemik veya bag dokudan olusan
solid tiimorlere ise “sarkoma” adi verilmektedir. Yukarida bahsi gegen kanser
formlarina uymayan ve hemopoietik hiicrelerden olusan kanser durumuna ise “lésemi”
(kemik iliginde 16kositlerlerden olusur) ya da “lenfoma” (lenf nodunda l6kositlerden

olusur) adim alir (Lodish ve ark 2011).

4.2 PROSTAT KANSERIi

Prostat bezi, erkek iireme sistemindeki ii¢ salg1 bezinden biri olup, seminal sivi
iiretiminden sorumludur. Kestane biiyiikliigiindeki bez, mesanenin altinda bulunur ve
iiretray1 ¢evreler (Sekil 3). Kiigilik kanallar, salgi bezini dogrudan idrar yoluna ileterek

sperm koruyucusu olan seminal sivinin bosalmasini saglar (Prscott ve ark. 1998).

idrar kesesi

Seminal bezi

Prostat bezi

Rektum

Epididimis—" ‘ Aniis
Testis

Skrotum

Sekil 3. Erkek iiriner sistem ve prostatin anatomik yapis1 (wWww.true.org.au/Health-

information/mens-health, Erigim tarihi: 10 Nisan 2019)



Prostatik kanali olusturan normal prostat epitelyumu 4 farkli tiirde hiicreden
meydana gelir, bunlar; bazal hiicreler, luminal hiicreler, bazal kok hiicreler ve
noroendokrin hiicrelerdir (Sekil 4) (Josson ve ark. 2010). Prostat bezinde sekresyonu
saglayan luminal hiicrelerin dogru ekzokrin islevselligi androjen hormonu araciligiyla
diizenlenir ve bu hiicreler ayn1 zamanda prostat spesifik antijen (PSA) {iretiminden
sorumludur (Liu ve ark. 1997). Androjen reseptorii (AR) eksprese etmeyen AR-negatif
bazal hiicreler ise Ostrojen veya progesteron gibi diger steroid hormonlar1 taniyan
reseptorleri eksprese ederler. AR-negatif bazal kok hiicreler ise, P63 bazal hiicre
spesifik protein eksprese etmeleri ile tanimlanirlar ve prostat gelisimi i¢in gerekli olan
tim hiicreler proliferatif bazal kok hiicrelerinden farklilagirlar (Huang ve ark. 2015;
Zhang ve ark. 2016). AR-negatif epiteliyal ndroendokrin hiicreler ise sekretuar sisteme
dahil olmay1p, bez dinamigini kontrol ederler (Bonkhoff 1998).

Bazal hiicreler

KOk hiicreler

No6roendokrin
hiicreler

Sekil 4. Prostat bez kanali ve kanali gevreleyen epiteliyal prostat hiicre tipleri (Zhang
ve ark. 2016)

Prostat kanseri, prostat hiicrelerinin ¢ogalma ve oliim oranindaki dengenin
bozulmasi sonucu bez hacminin malign bitylimesiyle meydana gelir. Erkek bireylerde
goriilme siklig1 ise yas baglantili olarak artmakta ve ozellikle 65 yas iistii bireylerde
goriilmesi siklig1 artmaktadir (Patel ve Klein 2009). Prostatik adenokarsinoma yani
prostat kanseri Avrupa’da en ¢ok goriilen tigiincii, erkeklerde ise en ¢ok teshisi konulan
kanser formudur (Ferlay ve ark. 2013). Hastalarin ¢ogunda, hastaligin erken
evrelerinde semptomlar yoktur, ancak ileri evreler siklikla prostatin fizyolojik

fonksiyonlarimi etkiler ve pelvik bolgede agrilarin eslik ettigi ¢esitli erektil ve idrar
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fonksiyon bozukluklarina neden olur (Kgatle ve ark. 2016). Prostatik adenokarsinoma,
yukarida bahsi gegen mutasyona ugramis olan sekresyon 6zelligine sahip AR pozitif
epiteliyal hiicrelerden gelisir. Meydana gelen bu mutasyonlar ise tiimor baskilayici ve
proto-onkogen ailesinde yer alan genlerin ekspresyonunda diizensizlige yol agarak
prostat kanserinin gelisimini baglatir ve bu mutasyonlardan malign tiimor gelisimi ile
en cok iliskilendirileni ise tiimor baskilayici gen ailesinde bulunan “Timér protein

P53” (TP53) geni tizerinde meydana gelen mutasyonlardir (Josson ve ark. 2010).

4.3 TP53 GENI ve PROTEIN URUNU p53

1970'li ve 80'li yillarda, bir¢ok kanser arastirmacisinin odak noktasi oldugu timor
virlisleri ve onkogenler iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogunda, bir¢ok tliimorde asiri
eksprese edilen hiicresel bir proteinin varligini bildirmistir. Yaklasik olarak 53 kDa
molekiiler agirliga sahip olan ve 17. kromozomun p kolu tlizerindeki TP53 geninden
eksprese olan bu protein ise “p53” (p53 proteini) olarak adlandirilmistir. Yapilan bu
caligmalarda p53 proteinin, onkojenik tiimor virlislerinden olan simian viriis 40
(SV40) tarafindan ekspresyonu saglanan large-T onkoproteini, insan papillomaviriis
E6 proteini ve adenoviriis E1B proteini ile kompleks olusturduklar1 gézlemlenmis ve
bu yiizdende ilk basta p53 proteininin onkojenik Ozellige sahip oldugunu
diistinmiislerdir (Lane ve Crawford 1979; Roth ve Dobbelstein 2003; Travé ve Zanier
2016). Fakat, daha sonralar1 yapilan ¢alismalarda p53 proteinin tipki Retinoblastoma
proteini gibi onkojenik viriis proteinlerinin hedefi oldugu ve bu sekilde onkojenik viriis
proteinleri ile kompleks olusturarak inaktive oldugu anlasilmistir. Ayrica, Li-
Fraumeni sendromu gibi TP53 geninin kalitsal mutasyonlarina sahip bireylerde farkli
kanser tiirlerinin gelisebildigi goriilmiistiir. TP53 geninin asil olarak tiimdr baskilayici
fonksiyonu oldugunun onaylanmasi, TP53 geni knock-out edilmis mutant farelerde
timor gelisimi sikliginin yabanil TP53 genine sahip bireylere gore ¢ok daha fazla
oldugu gozlemlenmesi ile ger¢eklesmistir (Baker ve ark. 1990; Donehower ve ark.
1992; Malkin ve ark. 1993).

4.4 p53°UN TUMOR BASKILAYICI FONKSiYONU

Normal hiicrelerde p53 seviyesi ana inhibitorii olan Mouse double minute 2

(Mdm2) ile siki bir sekilde kontrol edilir. Mdm2, p53 tiimor baskilayici proteininin
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negatif regiilatoriidiir. Mdm2 nin p53 {izerinde iki esas rolii vardir. Bunlardan birincisi
Mdm?2, E3 ubikutin ligaz 6zelligi ile pS3’ii N-terminal trans-activation domain (TAD)
bolgesinden taniyarak ubikutinler ve ikinci olarak ise hali hazirda bazal seviyede
eksprese olan p53 proteinine baglanarak etkisini inhibe eder. Hiicrenin genomik
biitiinliiglinli bozan onkogen aktivasyonu, DNA hasari, hipoksi ve besin yoksunlugu
gibi stres durumlari inaktif durumdaki p53 proteinini aktive eder. Hiicrede DNA
hasarinin meydana gelmesi durumunda, bu hasar1 taniyan Ataxia telangiectasia
mutated (ATM) ve Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) protein kinazlari
sirastyla Checkpoint kinase 1 (Chk1) ve Checkpoint kinase 2 (Chk2) hiicre dongiisii
kontrol noktasi kinazlarini fosforilleyerek aktive ederler. Aktive olan Chk 1/2 kinazlari
ise p53 proteinini N-terminal bolgesindeki serin 15, 20, 33, 46 ve treonin 18
bolgelerinden fosforille ederek Mdm2 aracilikli protein degredasyonundan korur.
Boylece stabil hale gelen ve bir transkripsiyon faktorii olan p53 proteini, hiicre
dongiisiinii siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p21 proteinin ekspresyonunu arttirarak
durdurur. Hiicredeki DNA hasarmin tamir edilemez oldugu durumlarda ise p53
proteini Bcl-2 ailesine iiye P53-Upregulated Modulator Of Apoptosis (PUMA) ve
PMA-Induced Protein 1 (NOXA) proteinlerinin transkripsiyonunu saglar. PUMA ve
NOXA ise daha sonra Bax proteinlerinin ekspresyonunu saglar ve Bax proteinleri ise
mitokondriden sitokrom C salinimina neden olarak kaspaz-9 ve kaspaz-3 araciligiyla
hiicrenin apoptoza girmesini saglar. Ayrica, hiicrede Ras, Myc ve ElA gibi
onkogenlerin ekspresyonlarinin asir1 artmasi sonucu pP14ARF, Mdm2 proteinine
baglanarak p53’iin stabil hale gelmesini saglar ve hiicre yine kaspaz-9 ve kaspaz-3

araciligiyla apoptoza girer (Sekil 5).

10



53 SINYAL YOLAGI Hedef genler Yanit
——————— —» Gltutulumu ————~
] |
eRE B N —» Hiicre dongusi
14-3-3-c. ‘r ********* »  tutulumu
e T
+p CyclinBl » G2 tutulumy - — — — — ] Huicre dongist Hicre yaglanmasi
DNA hasari — 4 Gaddd>
ATR
Hipoksi
\ [Fes |
\ s t-
b Apoptozis
Y Sl
X [Essah—~~ T
Onkogen aktivasyonu \ B
(Myc, Ras gibi) lcaspal--
§ ForLiE o, [ee | ros o= [Capati] }
} P, J PIGs o 6 [
053 S // Mitokondri \7:
" T A s
DA [ PR
[
__________________ ey sl
I
IGF F———————— 4
Hicredongtsd Anjiyogenez ve metastaz
- — === inhibison
[ps3r2 ] [Gaaads] [Sestins] ——————— ——— ——» DNA tamiri
[ PTEn | [ Tsc2 | [1cFBF —_—— ——— ——e mﬁ%?sﬁl:émm
Eksozom aracilikh
TSAP6 | — - * sekresyon
Wierezan  mw| [Copr] () ] (S [l (BBl ——————————————— -» P53 negatif ger bildirim

Sekil 5. p53 sinyal yolagi

4.5 CRISPR/Cas9

Bakteri ve arkelerde yabanci viriis veya bakteriyofajlara karsi kazanilmig
bagisiklik sisteminin temelini olusturan Clustered regularly interspaced palindromic
repeats (CRISPR) yani diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar dizileri, 21-48
baz ¢ifti (bp) uzunlugunda olup her bir tekrar arasinda 26-72 niikleotidlik “aralayic1”
DNA bolgeleri bulunmaktadir. Bu CRISPR dizilerinin hemen bitisigindeki DNA
bolgelerinde ise CRISPR-iliskili endoniikleaz 6zelligine sahip Cas9 enzimininde
bulundugu cas genleri bulunmaktadir (Haft ve ark. 2005; Barrangou ve ark. 2007).
CRISPR/Cas9 sistemi bakterilerde genomik yapiyr enfektif virlis veya
bakteriyofajlara karst 3 asamali bir sekilde korur. Birinci asamada, enfektif yapinin
bakterideki ilk istilas1 sonunda, enfektif yapiya ait genetik materyal fragmanlar1 konak
bakteriye ait CRISPR bélgelerinin arasma “araliyicr” olarak ilave edilir. Ikinci
asamada, bakteride aynmi enfektif yap: istalisinin tekrarlanmasi CRISPR bdlgesinin
transkribe olmasina neden olur. Bu asamada primer transkript olgun CRISPR RNA
(crRNA) oluncaya kadar islenir. Ugiincii asamada, olgun crRNA'lar bir iskele vazifesi
goren kodlamayan trans-aktive edici crRNA (noncoding trans-activating crRNA.-
tracrRNA) ile hibridize olarak Cas9 proteinleri ile kompleks olusturur ve Cas9

enzimlerini istilact DNA veya RNA'nin hedef dizisine komplementer olan niikleotid
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dizi bolgesine yonlendirir. Aralayict crRNA ise istilact DNA veya RNA dizisi ile
eslestiginde Cas9 enzimi aktive olur ve yabanct DNA veya RNA’da kiriklar meydana
getirerek tahribata neden olur (Barrangou ve Marraffini 2014) (Sekil 6).

Enfektif genetik
i element
N

< )

Adaptasyon 3j Hedeften araliyici dizi
5 3

elde edilmesi

ITekrarIAralaylu lTekrarlAralaylcn I Tekrarl

CRISPR RNA'nin
transkripsiyonu

Ekspresyon <-.Q

Cas enzimi ve CRISPR RNA
ltarafmdan hedefin
degredasyonu

interferens

N .

Sekil 6. CRISPR-Cas bagisikliginin kilit basamaklari. 1) Adaptasyon: Yeni
aralayicilarin CRISPR lokus bdlgesine yerlestirilmesi. 2) ifade: CRISPR lokusunun
transkripsiyonu ve CRISPR RNA'smin iglenmesi. 3) Interferens: Mobil genetik
elementlerin CRISPR RNA ve Cas proteini ile tespiti ve degredasyonu (Rath ve ark.
2015).

4.6 CRISPR/Cas9 SISTEMI ile GENOM DUZENLENMESI

CRISPR aracili prokaryotik bagisiklik mekanizmasi araciligiyla in vitro ve in vivo
genomun hedeflenmesi ve diizenlenmesinde kullanilacak olan CRISPR sistemi bir
small guide/guide RNA (gRNA/sgRNA) yani bir rehber RNA ve bir CRISPR ile
iligkili endoniikleaz (Cas9) olmak iizere iki temel bilesenden olusur (Sekil 7).
Bunlardan birincisi olan sgRNA yapisi, CrRNA ve tracrRNA niikleotid dizilerinin

uygun bir plazmidin iskelet yapisina ardisik olarak yan yana birlestirilmesi ile
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olusturulmustur. Bdylece, yeni olusan hibrit yapmin U6 promotor niikleotid dizisi
sonrast ilk ~20 niikleotidini hedef DNA bdlgesine eslenik olan “small guide RNA”
(SgRNA) yani kii¢iik rehber RNA dizisi olustururken, geri kalan diziyi ise Cas9
enziminin baglanmasi i¢in iskele vazifesi goren “stem loop” yani sap ilmek
yapisindaki “sgRNA scaffold” olusturur. Bdylece, SJRNA yapisindaki ilk ~20
niikleotidlik araliyict bolge Cas9 endoniikleazini galisilacak olan canli genomundaki

hedef DNA dizisine yonlendirir.

sgRNA
Aralayici
dizi
Sekil 7. CRISPR/Cas9 sisteminin temel bilesenleri

(https://www.addgene.org/crispr/guide/, Erisim tarihi: 25 Nisan 2019).

CRISPR/Cas9 sistemi ile hedeflenen DNA bdlgesinde arzu edilen genetik
modifikasyonu saglayabilmek amaciyla, Cas9 endoniikleazinin ¢alisilacak olan canli
genomunda tek bir DNA dizisine eslenik olan SgRNA araliyici dizisi ile hedef DNA
dizisine yoOnlendirilmesi gerekir. Bunun i¢inde genetik modifikasyonun yapilacagi
hedef DNA dizisine spesifik sgRNA aralayici dizi dizayn edilir. Fakat, dizayn edilen
20 niikleotidlik SgRNA aralayici dizisinin canli genomunda karsilik geldigi dizinin 3’
bolgesinde, Cas9 endoniikleaz enziminin ¢alisabilmesi amaciyla, enzimin elde edildigi
bakteri tlirline gore niikleotid dizisi ve uzunlugu (3-5 nt) degisebilen bir “Protospacer
Adjacent Motif” (PAM) bulunma zorunlulugu vardir. Cas9 endoniikleazinin aktif bir
sekilde ¢alisabilmesi i¢in enzimin C terminal bolgesinde bulunan iki arjinin biriminin
(R1333 ve R1335) hedef aralayici dizi sonrast PAM motiflerindeki belirli niikleotid
dizilerini tanima zorunlulugu vardir. Streptococcus pyogenes bakterisinden elde edilen
Cas9 enziminin ihtiya¢ duydugu PAM tanima dizisi “NGG” iken, Staphylococcus
aureus bakterisinden elde edilen Cas9 enziminin ihtiya¢ duydugu PAM tanima dizisi
ise “NNGRRT’dir. Ayrica, farkli bakteri tiirlerinden elde edilen Cas9 enzimleri farkli
uzunlukta (20-22) sgRNA aralayici dizilerine ihtiyag duyarlar. Streptococcus
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pyogenes bakterisinden elde edilen Cas9 enziminin ihtiya¢ duydugu sgRNA aralayici
dizi uzunlugu 20 niikleotid iken, Staphylococcus aureus bakterisinden elde edilen Cas9

enziminin ihtiya¢ duydugu SgRNA aralayici dizi uzunlugu 21-22 niikleotidtir.

SgRNA aralayici dizisi ile hedef DNA bolgesine baglanan Cas9 enzimi burada ¢ift
iplikli DNA yapisin1 bir fermuar gibi agar ve iki fonksiyonel endoniikleaz bolgesi olan
RuvC ve HNH domaini ile sgRNA aralayicit dizisinin baglandigi downstream
bolgesinin ~3-4 niikleotid asagisinda double strand break (DSB) yani ¢ift iplik kirigi
olusturur (Jinek ve ark 2012). CRISPR/Cas9 sistemi ile olusan DSB ise hiicre iki farkli
tamir sisteminden birinin araciligiyla tamir edilir. Bunlardan birincisi; “homology-
directed repair” (HDR) yani homoloji yonelimli tamir ve ikincisi ise; ‘“non-
homologous end-joining” (NHEJ) yani homolog olmayan ug¢ birlestirme tamir
mekanizmasidir. NHEJ tamir mekanizmasi hiicrede en aktif onarim mekanizmasidir
ve genellikle DSB sahasinda kiigiik niikleotid insersiyonlarina veya delesyonlarina
neden olur. HDR tamir mekanizmasi ise DSB bolgesini tamir etmek amaciyla saglam
olan alleli ya da hiicre i¢gine sokulan hedef bolgenin degisime ugramamis saglam
niikleotid dizisini i¢ceren bir kalip DNA pargasini kullanarak tamir etmeye ¢alisir. Yani,
NHEJ tamir mekanizmasi hedef genin agik okuma ¢ergevesini bozsa da, HDR tamir
mekanizmasi hedef gen bolgesinde tek bir niikleotid degisiminden, florofor gen
eklenmesi gibi daha biiyiik niikleotid degisikliklerini tiretmek i¢in kullanilabilir. HDR
araciligiyla gen diizenlemesi yapabilmek i¢in, hiicre i¢ine arzu edilen degisimi tasiyan
DNA tamir kalib1 ile birlikte CRISPR/Cas9 sistemi aktarilmalidir. Tamir kaliba,
istenen degisimin yani sira, hedef DNA bolgesinin hemen yukarisinda ve asagisinda
(sol ve sag homoloji kollar1) rekombinasyon sirasinda kilavuz gorevi gorecek ek

homolog niikleotid dizileri igermelidir (Sekil 8).

Uygulamaya bagli olarak, tamir kalibi single-stranded oligodeoxynucleotide
(ssODN) yani tek iplikli bir oligoniikleotid, double-stranded oligodeoxynucleotide
(sSODN) yani ¢ift iplikli bir oligoniikleotid veya ¢ift iplikli bir DNA plazmidi olabilir.
Fakat, ¢ogu calismada ssODN tamir kalibinin HDR aracilikli tamir mekanizmasinda
daha verimli olarak kullanildig1 gosterilmistir. Ayrica, tamir kalib1 tasarlanirken, hedef
DNA bdlgesinde bulunan PAM dizisinin dahil edilmemesi gerekir. Bu adim, tamir
kalibinin Cas9 enzimi i¢in uygun bir hedef olmasii 6nler. Diger bir yol olarak da,

tamir kalib1 i¢inde bulunan PAM DNA dizisini, amino asit dizisini degistirmeyen
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sessiz bir mutasyon ile degistirmek suretiyle Cas9 enzim kesiminden korumak
miimkiindiir (Sekil 8).

~._ SgRNA

+
L Aralayici

‘ Kompleks olusumu
ﬁ ve hedefe baglanma

Hedef +PAM
l DSB olusumu
ITTTTTTTT T TT)
l Homoloji yonelimli
tamir (HDR)
TTTTTTT TR T TT)

ISNSIUNSINNNEENRNTNT]
Homolog kollari, hedef degisim
ve PAM mutasyonu iceren tamir kalibi

’

RLTERRTRTTTRTTnrY Dogru gen
diizenlemesi

Sekil 8. CRISPR/Cas9 sistemi ile hedef DNA bolgesi lizerinde HDR aracilikli gen
diizenlemesinin sematik gosterimi (https://www.addgene.org/crispr/guide/, Erisim
tarihi: 25 Nisan 2019).

CRISPR/Cas9 sisteminin ve ssODN gibi bir tamir kalibinin aktarildig: hiicrelerde
HDR aracilikli tamir ilk ¢aligmalarda %5-10 arasinda gergeklesirken, giiniimiizde
tamir kalibinin PAM dizisinde degisimlerin meydana getirilmesi gibi ¢esitli gelismeler
1s18inda HDR oran1 %40’lara kadar yiikselmistir. Sonug¢ olarak, gen diizenlemesi
yapilmak istenen hiicrelere CRISPR/Cas9 sisteminin ve ssODN gibi bir tamir kalibinin
aktarilmasiyla hedef gen iizerinde HDR tamir mekanizmas aracilifiyla mutasyona
ugramis niikleotidler yeniden yabanil tipleri ile degistirilerek bir¢ok hastaligin 6niine

gecilebilir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1 HUCRE HATTI ve KULTURU

Kuru buz ile gelen ve kriyo tiipde American Type Culture Collection (ATCC,
A.B.D)’den almman PC-3 insan prostat kanser hiicre hatt1 ilk olarak 37°C’de su
banyosunda bekletilerek ¢6ziildii. Hiicrelerin ¢6ziilmesi tamamlandiktan sonra kriyo
tiipiin kapaklar1 kontaminasyonu onlemek i¢in %70’lik etil alkolle silindikten sonra
laminar flow kabin igerisinde (EuroClone, Italy) agilarak hiicreler 1 ml’lik steril
mikropipetle c¢ekilerek, igerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco, A.B.D), 1X
Penisilin/Streptamisin (Gibco, A.B.D) ve 1X Glutamax (Gibco, A.B.D) bulunana 10
ml Dulbecco’'s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) (Gibco,
A.B.D) besi yeri bulunan 15 ml’lik kapakl steril tiiplere aktarildi. Aktarilan hiicreler
1000 RPM’de, 25°C’de, 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiipteki
stvi kisim olan supernatant dokiildii ve hiicrelerin dibe ¢okerek olusturdugu pellet elde
edildi. Pelletin iizerine 10 ml DMEM/F-12 besiyeri eklenip pipet tabancasi yardimiyla
10 mL’lik pipetlerle pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde homojen olarak dagilmasi
saglandi. Pipetaj isleminden sonra toplanan hiicreler i¢cinde 40 ml DMEM/F-12
bulunan 75 cm?’lik kapag: filtreli olan hiicre kiiltiir flaskina aktarildi. Ardindan,
hiicreler 37°C ve %5 CO2'li nemli inkiibatore kaldirildi. Hiicre hattinin 3 giin boyunca
besi yeri tazelenip giinlik bakimi yapildiktan sonra eski besi yeri flasktan
uzaklagtirildi. Flasktaki besiyeri kalintilarin1 uzaklastirmak amagl hiicre kiiltiirii PBS
(phosphate buffered saline) tamponu ile yikandi ve islem sonrasi PBS flasktan
uzaklastirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi amaciyla, flask yiizeyine yapisan hiicreleri
kaldirmak igin ortam 4 ml Trypsin-EDTA (0,25%) ile 3 dakika boyunca 37°C inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 tripsinin hiicre liimiine sebep olmamasi igin ortam {izerine
10 ml DMEM/F-12 eklendi. Ardindan hiicreler baska bir flaska alinip {izerine yeterli
miktarda besiyeri eklendi. Ardindan hiicreler tekrar 25°C’de, 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij isleminden sonra tiipteki sivi kisim olan supernatant dokiildii ve hiicrelerin

dibe c¢okerek olusturdugu pellet elde edildi. Elde edilen hiicrelerin bir kismi 900 pl
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Dimethyl sulfoxide (DMSO) + 100 ul FBS ile kriyo tiipler i¢inde ileri analizler i¢in -
86°C’de stoklanirken, arta kalan hiicreler devam calismalari igin 75 cm?lik kiiltiir

flasklarina aktarilip inkiibasyona alind.

5.2 HUCRE SAYIMI ve CANLILIGININ OLCUMU

Her pasajlama islemi sirasinda tripsinizasyon islemi sonrasit hiicrelerin
canliliginin dlgiimii ve sayimi amaciyla DMEM/F-12 i¢inde olan hiicreler 10 mL’lik
pipetle narin bir sekilde pipetaj yapilarak hiicrelerin besiyerinde homojen olarak
dagilmas: saglandi. Homojenize edilen hiicrelerin bulundugu besi yerinden 20 pl
almarak 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine aktarildi. 20 pl iizerine 380 pul Muse® Count &
Viability Assay Kit (Merck, Almanya) soliisyonundan ilave edilerek 5 dakika
beklendi. 5 dakika sonunda toplam 400 pl karisim iginde bulunan hiicreler hafif
vortekslenerek sayim i¢cin MUSE (Merck, Almanya) cihazinda sayildi.

5.3 ssODN’LER ve PLAZMIDLER

Bu calismada ii¢ farkli ssODN kullanilmistir. Birinci ssODN olan ssODN1 DNA
sarmalindaki kalip iplige komplementer olup TP53 414delC mutasyonunun bulundugu
boélgenin mutasyonsuz halini tasimaktadir. Kullanilan ssODN uzunlugu 80 niikleotid
olup 5’ ugtan itibaren 41. niikleotid PC-3 hiicresinde delesyona ugramis C niikleotidine
karsilik gelmektedir. 35. niikleotid ise TP53 414delC bolgesi tamir olduktan sonra
mutasyon bolgesinde CRISPR/Cas9 sisteminin tekrar ¢ift iplik kirigi olusturmasini
engellemek amaciyla p53 amino asit dizisinde bir degisiklige neden olmayacak sekilde
yani sessiz mutasyonu saglamak i¢in A niikleotidi G niikleotidine doniistiiriilmiistiir
(Tablo 1). Bu sekilde SSODNL1 araciligiliyla HDR tamir etkinligini arttirmak igin 17.
kromozomun 7 578 522. niikleotinde (chr17:7.578.522) rehber-blokaj mutasyonunun
(A>G) meydana getirlmesi planlanlanmustir (Tablo 1). ikinci ssODN olan SSODN2
DNA sarmalindaki kalip olmayan iplige komplementer olup TP53 414delC
mutasyonunun bulundugu bolgenin mutasyonsuz halini ve sessiz rehber-blokaj
mutasyonu (T>C) tasimaktadir (Tablo 1). Ugiincii ssODN olan ssODN3 ise DNA
sarmalindaki kalip iplige komplementer olup PC-3 hiicrelerinde bulunan TP53
414delC mutasyon bolgesinde herhangi bir degisime neden olmayan diziye sahiptir

(Tablo 1). ssODN3, apoptozis deneylerinde kontrol amaciyla kullanilmigtir. Tiim
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ssODN’lerin 5’ ve 3’ uclar1 niikleaz aktiviteden korunmak amaciyla fosforotiat’lanmis
ve yildiz isareti ile goterilmistir. Tiim ssODN’lerin sentezi Metabion (Almanya)

firmasi tarafindan gergeklestirilmistir.

Tablo 1. ssODN niikleotid dizisi.

sSODN adi Niikleotid Dizisi
5’A*G*T*ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTT

TTGCCAGCTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAG
CTGTGGGTTGATTCCACAC*C*C*3’
5’G*G*G*TGTGGAATCAACCCACAGCTGCAC
AGGGCAGGTCTTGGCCAGCTGGCAAAACATC
TTGTTGAGGGCAGGGGAGTA*C*T*3’
5’A*G*T*ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTT
TTGCCAACTGGCAAGACCTGCCCTGTGCAGC
TGTGGGTTGATTCCACACC*C*C*3’

sSODN1 niuikleotid

dizisi

sSODN2 niikleotid

dizisi

sSODN3 niikleotid

dizisi

Calisma i¢in kullanilan plazmidler Addgene firmasindan tedarik edilen kompotent
Escherichia coli bakterilerinden izole edilerek elde edilmistir. Bu calisma igin
yapisinda bakteriyel replikasyon icin gerekli olan diger ozellikler disinda,
ekspresyonlar1 Sitomegalovirus (CMV) promotoru (Bisistronik) tarafindan saglanan
Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) endoniikleaz ve green flourescence protein yani
yesil floresan proteini (GFP) belirteg geni kodlama bolgesine sahip px601-GFP
plazmidi (Sekil 9; Addgene, Catalog No 84040) kullanildi. Calisma i¢in px601-GFP
plazmidinin se¢ilmesinin nedeni yapisinda bulundurdugu yesil floresan protein geni
sayesinde ilgili plazmid ve tek iplikli dondér tamir kalibt DNA
oligodeoksiniikleotidlerinin yani SSODN’lerin (Tablo 1) hiicrelere hangi transfeksiyon
yontemi ya da plazmid+sSODN miktar1 ile daha etkili transfekte edildiginin

gbzlemlenebilecek olmasidir.
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pX601-GFP sequence 8138 bps
§138 bp

(5311) Bsal W)
(52a7) B=al

Sekil 9. px601-GFP plazmid iskelet yapisi: Plazmid omurgas: 8138 baz ¢iftinden
olusmaktadir. Bakteriyel replikasyon i¢in pUC ori ve antibiyotik direnci igin amp, silin
gen bolgesini icerir. Ampisilin gen bolgesi, plazmid aktariminin gergeklestigi

bakterilerin ortamdan se¢ilimine olanak saglar.

Ayrica, calismada ekspresyonlari yine CMV promotoru (Bisistronik) tarafindan
saglanan Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) endoniikleaz ve Puromycin direng
geni kodlama bolgesine sahip px459V2.0 (Sekil 10; Addgene, Catalog No 62988)
plazmidi kullanildi. px601-GFP ve px459V2.0 plazmidlerinde yer alan 20 baz
uzunlugundaki gRNA’larin  transkripsiyonu ise U6 promotoru tarafindan
saglanmaktadir. px459V2.0’1n se¢ilmesinin nedeni ise ilgili plazmidin girmedigi yani
CRISPR/Cas9 sistemi ile genomu modifiye edilmemis hiicrelerin puromycin

araciliiyla ortamdan eleminasyonunu saglayacak olmasidir.
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Sekil 10. px459 V2.0 plazmid iskelet yapisi: Plazmid omurgasi 9174 baz ciftinden
olusmaktadir. Yapisinda bulunacak gRNA uzunlugu 19-20 baz olamak zorundadir.
Bakteriyel replikasyon i¢in pUC ori ve antibiyotik direnci i¢in Ampisilin gen bolgesini
icerir. Ampisilin gen bdlgesi, plazmid aktariminin gergeklestigi bakterilerin ortamdan
secilimine olanak saglar. gRNA transkripsiyonu U6 promotoru tarafindan saglanir.
CMV promotoru Cas9 endoniikleaz ve Puromisin ifadesini saglar. Klonlama islemi

icin gerekli Bbsl restriksiyon enzim kesim bolgesi sekil lizerinde gosterilmistir.

5.4 PLAZMIiD COGALTIMI ve KUCUK OLCEK iZOLASYONU

Addgene’den kat1 Luria Bertani (LB) agar stab igerisinde getirtilen ve kompotent
E.coli bakterilerinin biinyesinde bulundurdugu px601-GFP ve px459 V2,0
plazmidlerinin eldesinde ilk adim olarak ilgili tastyic1 bakterilerin stabdan 100 pg/ml
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ampisilin igeren secici LB agar plate’de ¢izgi plaka yontemiyle tek koloniye
diisiiriildii. Ikinci adimda, 100 pg/ml ampisilin igeren 5 ml’lik sivi LB medyum
bulunduran iki ayr1 15 ml’lik tiiplerden birincisine biinyesinde px601-GFP plazmidi,
ikincisine ise biinyesinde px459V2,0 plazmidi bulunduran tek koloni bakterilerine
degdirilen steril pipet ucu atildi. Medyum 37°C’de, 150 rpm’de calkalayici
inkiibatorde 16 saat inkiibe edildi. 16 saat sonunda ¢ogalan ve biinyelerinde px601-
GFP ve px459V2,0 plazmidleri bulunduran farkl: tiiplerde inkiibe edilen bakterilerden
ilgili plazmidlerin izolasyonu ticari Plasmid Miniprep Izolasyon Kkitinin
(GenemarkBio, Tayvan) ilgili prosediiriine gore gerceklestirildi. Elde edilen
plazmidlerin miktar ve safligi NanodDrop cihaz1 (Maestrogen, Tayvan) araciligiyla
kontrol edildi. Tiim yapilan bu iglemler ileriki asamalarda elde edilen gRNAI1 ve
gRNA2 duplexlerinin klonlandig1 plazmidler i¢inde gerceklestirildi.

5.5 KUCUK OLCEK PLAZMIDLERIN POLIMERAZ ZINCIiR (PZR)
REAKSIYONLARININ GERCEKLESTIRILMESI

Sanger sekans yontemi ile kiigiik 6lgek plazmidlerin dogrulugunu saglamak
amaciyla ilk olarak hedef px601-GFP plazmidinin U6 promotorunun 3’ bolgesi ile
sgRNA niikleotid bolgesi px601GFPF1 ve px601GFPR1 primer ciftiyle ve px459V2,0
plazmidinin U6 promotorunun 3’ bolgesi ile SgRNA niikleotid bolgesi ise px459F1 ve
px459R1 primer ciftli (Tablo 2) ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) araciligiyla
cogaltildi. Tlim yapilan bu islemler ileriki asamalarda elde edilen SQRNAL ve sgRNA2
duplexlerinin klonlandig1 plazmidler i¢inde gerceklestirildi.

Tablo 2. px601-GFP ve px459V2,0 plazmid kontrol primer giftleri.

Primer ad1 Primer niikleotid dizisi
5 TTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTT
px601GFPF1 3
px601GFPR1 5" ACTCCATCACTAGGGGTTCC 3°
px459F1 5> TTTGTGATGCTCGTCAGGGG 3°
px459R1 5> CCAAGTGGGCAGTTTACCGT 3’
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Hedef bolgelerin PZR araciligiyla ¢cogaltimi toplam 50 pl reaksiyon hacmiyle
gerceklestirildi. Asagidaki bilesenlere standart 50 ul hacime ulasacak sekilde Tablo
3’de belirtildigi gibi ultra distile su eklendi.

Tablo 3. Kiigiik 6l¢ek plazmid PZR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

X pl 100 ng plazmid DNA

5 il 10x reaksiyon tamponu

4 ul 2.5 mM MgCl»

2 ul 20 uM dNTPs

2 ul PrimerForward (10 pmol/ul)

2 ul PrimerReverse (10 pmol/pl)

0,5 ul 5U/uL HotStart Taq polimeraz (GenemarkBio, Tayvan)
X pl ddH20

50 pl Total

PZR dongii kosullart; 1s1 dongii cihazinin kapak sicakligir 105°C olacak bigimde,
35 dongii (denatiirasyon, baglanma ve uzama islemi) 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest,

Almanya) ger¢eklestirildi (Tablo 4).

Tablo 4. PZR dongii kosullari.

Dongii kosullar:

94°C’de 15 dakika (6n denatiirasyon)

94°C’de 45 saniye (denatiirasyon)
61°C’de 45 saniye (baglanma)
72°C’de 1 dakika (uzama)
72°C’de 5 dakika (son uzama)
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56 KUCUK OLCEK PLAZMIiD PZR COGALTIM URUNLERININ
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Elektroforez adiminda kullanilacak olan %1’lik agaroz, 100 ml 1XTris-Asetat-
EDTA (TAE) tampon icine 1 gram agaroz (GMbiolab, Tayvan) ilavesi ardindan
wsitilarak elde edilmistir. %1°lik agaroz jel hazirlandiktan sonra karigima Sul SafeView
DNA Stain (GMbiolab, Tayvan) ilave edildi. SafeView DNA Stain’in iyice karigmasi
icin jel bir siire dairesel olarak erlen-mayer i¢inde karistirildiktan sonra, kuyucuklarin
olusmasini saglayan taraklarin bulundugu traye dokiildii. Bir siire sonra donan jelden
taraklar ¢ikarilmis ve jel, icinde 1 XTAE tamponu bulunan elektroforez tankina kondu.
PZR sonucu elde edilen iiriinler ve 100 bazgiftlik (bp) DNA molekiiler boyut
belirtecleri (M/marker) (Solis BioDyne, Estonya) jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi.
Sonugcta, PZR iiriinleri ve DNA molekiiler boyut belirtecleri (M/marker) %1 agaroz
konsantrasyonu ve 0,5 ul /ml SafeView DNA Stain iceren jellerde, 1XTAE tamponu
icerisinde 5 V/cm olacak sekilde yaklagik 1 saat yiiriitiildii. Jelde SafeView DNA Stain
varhiginda UV 15181 altinda goriilen PZR ¢ogaltim {iriinlerinin fotograflart UV
goriintiileme cihaziyla (Gene Genius, Birlesik Krallik) cekildi. Tiim yapilan bu
islemler ileriki asamalarda elde edilen SRNAL ve sgRNA2 aralayici duplexlerinin

klonlandig1 plazmidler i¢inde gergeklestirildi.

5.7 KUCUK OLCEK PLAZMID PZR COGALTIM URUNLERININ
SANGER SEKANS DOGRULAMA ANALIZLERI

Elde edilen PZR iiriinleri %1°lik agaroz jelde 1 saat yiiriitiiliip amplifikasyonun
oldugu dogrulandiktan sonra her bir PZR reaksiyonundan 10 pl alind1 ve iizerlerine
2,5 ul shrimp alkalen fosfataz ve 1 pl Ekzoniikleaz I ilave edildi. Ardindan 6rnekler
1s1 dongii cihazinda, artan primer ve dNTP’lerin ortamdan eleminasyonu igin, 37°C’de
30 dakika ve 95°C’de 5 dakika 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest, Almanya) temizlik
asamasina tabi tutulmustur. Temizlik agamasindan sonra her bir hedef plazmidin PZR

ornegi i¢in ayri ayr1 PCR tiiplerine asagidaki bilesenler ilave edilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Sanger sekans PZR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

2 ul PCR ornegi

1 ul 10X BigDye Buffer (ABI/ A.B.D)
0,5 ul px601gfpF1 veya px459F1 primeri
0,5 ul BigDye (ABI/ A.B.D)

6 ul ddH20

10 pl total

Hazirlanan bilesenlerin sekans PZR reaksiyonlari, kapak sicakligi 105°C olacak
bigimde, 35 dongii (denatiirasyon, baglanma ve uzama islemi) 1s1 dongii cihazinda

(SensoQuest, Almanya) gerceklestirildi (Tablo 6).

Tablo 6. PZR dongii kosullari.

Dongii kosullar:

96°C’de 1 dakika (6n denatiirasyon)

96°C’de 10 saniye (denatiirasyon)
50°C’de 5 saniye (baglanma)
60°C’de 4 dakika (uzama)

4°C’de oo (son uzama)

Son olarak elde edilen sekans PZR iiriinleri sanger sekans cihazinda (ABI genetic
analyzer 3130, A.B.D) okutularak hedef bolgenin niikleotid dizileri elde edilerek hedef
plazmidlerin dogrulamasi yapildi. Tiim yapilan bu islemler ileriki asamalarda elde
edilen sgRNAL ve sgRNA2 aralayict duplexlerinin klonlandigi plazmidler iginde
gergeklestirildi.

5.8 CRISPR/Cas9 HEDEF BOLGESI ve HEDEF BOLGESINE OZGU
sgRNA ARALAYICI DiZi DIiZAYNI

Calismada hedeflenen genom bdlgesi PC-3 hiicrelerinin genomunda yer alan
TP53 gen bolgesi iizerinde yer alan 414delC mutasyonunun bulundugu 17.
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kromozomun 7 578 516. niikleotitidir (chrl7:7.578.516). Canli genomunda
diizenlenmesi istenen DNA sekansinin hedeflemesi i¢in gerekli olan SQRNA aralayici
dizaym1  “CCTop — CRISPR/Cas9 targetonlinepredictor” ve  “RNA-
guidedendonuclease (RGEN) Tools: Cas-OFFinder&Cas-Designer” online software
programlar1 araciligiyla dizayn edilmistir. Bu sebeple, canli genomu iizerinde hedef
dis1 kesimleri yani off-target seviyesi en az olan ve TP53 414delC hedef mutasyon
noktasina en yakin 2 farkli SgRNA araliyici (Tablo 7) dizayn edildi. SJRNA1 aralayici
dizisi canli genomunda TP53 414delC hedef mutasyon noktasinin 17 baz ¢ifti
uzaklikta DSB olustururken, SgRNAZ2 aralayici dizisi ise TP53 414delC hedef
mutasyon noktasinin direk olarak iizerinde DSB olusturmaktadir. SgRNAF1 ve
gRNAF2 primerlerinin 5’ uglarina plazmidlerde enzim kesimi sonucu agiga ¢ikacak
olan yapiskan uglara ligasyon islemi ile baglanabilmesi i¢in “ 5> CACC 3’ ” niikleotid
dizisi eklenirken, sgRNAR1 ve sgRNAR?2 primerlerinin 5’ ug¢larina “ 5> AAAC 3’ ”

niikleotid dizisi ilave edilmistir.

Tablo 7. Hedef DNA bolgesi, SQRNA aralayici dizi adlandirmasi ve SQRNA aralayici

dizi nukleotid dizileri.

Hedef DNA bolgesi sgRNA adi SgRNA niikleotid dizisi
TP53 414delC SgRNAF1 5’ caccCAACAAGATGTTTTGCCAAC 3’
sgRNAR1  5'aaacGTTGGCAAAACATCTTGTTG 3'
TP53 414delC SgRNAF2 5’ caccACAGGGCAGGTCTTGCCAGT 3’
sgRNAR2  5'aaacACTGGCAAGACCTGCCCTGT 3

59 PLAZMIDLERIN RESTRIKSiYON ENDONUKLEAZ ENZiM
KESIMLERI

Calismada kullanilan tiim yiiksek verimli restriksiyon endoniikleaz kesim
enzimleri, alkalen fosfataz ve bu enzimlere ait tampon ¢ozeltiler New England Biolabs
(NEB, Ingiltere) firmasindan saglandi. Tiim kesim reaksiyonlar1 i¢in asagida verilen

reaksiyon karigimlari kullanildi (Tablo 8).
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Tablo 8. Restriksiyon endoniikleaz enzim kesim reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

1 ng px459 V2.0 plazmidi

1 ul Bsal-HF veya Bbsl-HF enzimi (NEB)
1 ul Alkalen Fostataz (NEB)

2 pl 10X CutSmart Buffer (NEB)

X pl ddH20

20 pl total

px459 plazmidi Bbsl restriksiyon endoniikleaz kesim enzimiyle (Sekil 11) 37
°C’de 1 saat 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest, Almanya) ilgili hedef bdlgesinden
kesildi. Kesim ile birlikte plazmidlere sgRNA aralayici dizilerinin ligasyonunu
saglamak ve yapiskan uglarin kesim sonrasi tekrar baglanmalarini engellemek

amaciyla acgikta kalan fosfat gruplar1 alkalen fosfataz ile muamele edildi.

3x
us CBh FLAG NLS SpCas9 2A Puro NLS bGH pA
px459 V2.0 ‘i:>|
Bbs! Bbs!
) - Bbsl Bbsl - ) )
rehber RNA dizisinin 9 - - AALALL GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA -3
inscett edileces: dios RUENR R R R R RN R
Sert edileceg 3 - _TTIGIGG ATCTCGATCTTTATCGTTCAATTT. . -5°
A S
< s P~ C NN NNNNNNNNNNNNNNN -3
tebber KNA diziss . LAccm CERRRRRE L RRRR LRl
(mavi renk) 3’ - NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN CAAA -5°

Sekil 11. px459V2,0 plazmidi lizerindeki Bbsl ve restriksiyon endoniikleaz enzim

kesim bolgesi.

5.10 RESTRIKSIiYON ENDONUKLEAZ ENZiM KESIiMi YAPILAN
PLAZMID DNA PARCALARININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI ve
JELDEN GERIi ELDESI

Enzim kesimi yapilmisg 9153 baz giftlik px459 V2,0 plazmid DNA par¢larinin

elektroforezi i¢in %1°lik agaroz jel hazirlandiktan sonra karisima Sul SafeView DNA
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Stain (GMbiolab, Tayvan) ilave edildi ve boya ile jelin homojen olmast igin jel bir siire
erlen-mayer iginde karistirildiktan sonra, kuyucuklarin olusmasini saglayan taraklarin
bulundugu traye dokiildii. Bir siire sonra donan jelden taraklar ¢ikarildi ve jel, i¢inde
1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankina kondu. Enzim kesimi yapilan plazmid
ve 1 Kilobazgiftlik (Kb) DNA molekiiler boyut belirtegi (M/marker) (Solis BioDyne,
Estonya) jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi. Ardindan o6rnekler 5 V/em olacak
sekilde yaklasik 1 saat agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. Jelde SafeView DNA
Stain varliginda UV 15181 altinda goriilen plazmid DNA bant1 bistiiri yardimiyla agaroz
jelden ince bir sekilde kesilip alindi. iginde plazmid DNA pargalarinin bulundugu
agaroz jel pargalar1 mikrosantrifiij tlipline kondu. Plus Gel Elution izolasyon kiti
(GMbiolab, Tayvan) araciligiyla iiretici firmanin ilgili kit prosediiriine gore agaroz

jelden plazmid DNA parcalar geri elde edildi.

5.11 BAGLANMA (LIGASYON)

Agaroz jelden geri kazanilan ve restriksiyon endontikleaz muamelesi ile kesilen
plazmid DNA parcalarina SQRNA aralayic1 dizilerinin baglanmasi i¢in baglanma
(ligasyon) reaksiyonlar1 yapildi. Bunun i¢in ilk basta, SgRNA aralayici dizi
oligolarmin 5’ uglar1 T4 poliniikleotid kinaz (NEB, Ingiltere) enzimi ile 37°C’de 30
dakika, 95°C’de 5 dakika ve 95°C’den 25°C’ye dakikada 5°C inecek sekilde 1s1 dongii
cihazinda (SensoQuest, Almanya) fosforile edilip oligo duplexi haline getirildi. T4

poliniikleotid kinaz i¢in gereken reaksiyon bilesenleri Tablo 9’da belirtilmistir.

Tablo 9. T4 poliniikleotid kinaz i¢in gereken reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri
1 ul gRNAF1 + 1 pl gRNARI veya 1 pl gRNAF2 + 1 pul gRNAR2 (100 pmol)
1 ul 10X T4 Ligation Buffer (NEB)
6,5 ul ddH20
0,5 ul T4 PNK (NEB)
10 pl Total

Fosforile edilen ve duplex formuna kavusturulan SgRNAF1 ve sgRNAR1

aralayic1 dizi duplexine sgRNA1 adi verildi. Fosforile edilen ve duplex formuna
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kavusturulan SQRNAF2 ve sgRNAR?2 aralayici dizi duplexine ise sSgRNA2 adi verildi.
Ardindan jelden geri elde edilen px459 V2.0 plazmid DNA parcalarina SgRNA1 ve
SgRNA2 duplexlerinin ligasyonu i¢in ayri ayri 0.2 mililitrelik (ml) PZR tiiplerinde
Quick Ligase (NEB) ligasyon enzimi ile ligasyon reaksiyonu kuruldu. Son olarak,
hazirlanan asagidaki bilesenler pipetaj yardimiyla karistirilarak oda sicakliginda 10
dakika inkiibe edildi (Tablo 10).

Tablo 10. Ligasyon reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri
X pl Bsal veya Bbsl ile kesilmis px601-GFP veya px459 V2.0 plazmidi (50 ng)
1 pl fosforile oligo gRNAT veya gRNA2 duplexi (1:250 diliie edilmis)
5 ul 2X Quickligation Buffer (NEB)
1 pl Quick Ligase (NEB)
X pul ddH20
10 Total

Ligasyon islemi sonunda, SQgRNA1 ve sgRNA2’lerin klonlandigi ya da insert
edildigi iki ayr1 px459V2,0 plazmidi elde edildi.

5.12. sgRNAl1 ve sgRNA2 DUPLEXLERININ KLONLANDIGI
PLAZMIDLERIN KIMYASAL KOMPOTENT BAKTERILERE
COGALTIM AMACLI TRANSFORMASYONU

SgRNA’lar ile klonlama islemi tamamlanan plazmidlerin ¢ogaltilmasi igin
plazmid aktarimina uygun OneShot Stbl3 kimyasal kompotent E. coli (Thermo Fisher
Scientific, A.B.D) bakterileri kullamldi. iki adet 1,5 ml’lik santrifiij tiipii i¢inde
bulunan 100 pl OneShot kimyasal kompotent E. coli bakterileri ile dnceki asamada
hazirlanan 3 pl klonlama iiriinleri ayr1 ayr1 pipetaj yardimiyla karistirildi. Hazirlanan
karisim buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Bakterilere su banyosunda 30 saniye
42°C’de bekletilerek 1s1 soku uygulandi ve ardindan hemen tekrar buza gecirildi.
Bakterilerin iizerine 250 pl oda sicakliginda Super Optimal broth with Catabolite
baskilayic1 (S.0.C) besiyeri eklendi. Tiiplerin agz: sikica kapatildi ve yatay vaziyette
1 saat 200 rpm’de 37°C de calkalayici inkiibatorde inkiibe edildi. Plazmidlerin
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aktarildig1 kompetent bakteriler icinde 100 pg/ml ampisilin bulunan segici besi yeri
Luria Broth agar plaga dagitildi ve gece boyu 37°C’de etiivde inkiibe edildi. Bu sekilde
plazmidlerin biinyesinde bulundurdugu ampisilin diren¢ geni ile plazmidlerin
aktarildig1 kompotent bakterilerin se¢ilimi saglanmis oldu. Ertesi giin agar plaktan 5’er
bakteri kolonisi alinarak sivi besiyerine ekildi ve gece boyu calkalayici inkiibatorde
37°C’de inkiibe edildi. gRNA1’in klonlandig1 px459 plazmidi sSgRNA1px459 ve
SgRNA2’nin klonlandig1 px459 plazmidi ise gRNA2px459 olarak adlandirildi.

5.13 sgRNA1 ve sgRNA2 PLAZMIDLERININ TRANSFORME EDILDiGi
BAKTERI KOLONILERINDEN BUYUK OLCEK ENDOFREE PLAZMID
IZOLASYONU

SgRNAL ve sgRNA2 plazmidlerinin bulundugu bakteri kolonilerine steril pipet
ucu degdirildi. SRNAL plazmidini igeren bakteri kolonisi ve SgRNA2 plazmidini
iceren bakteri kolonisine degdirilen 2 pipet ucu 100 pg/ml ampisilin igeren ve 2 ayri
50 ml’lik falkon tiip i¢ginde bulunan 5 ml LB besi yeri igine atildi. Besi yeri 37°C’de 8
saat 200 rpm’de inkiibe edilirek baslangig kiiltiirii olusturuldu. Baslangi¢ kiiltiirti 1/500
oraninda 100 pg/ml ampisilin iceren besi yeri ile seyreltildi. Daha sonra seyreltilen
baslangig kiiltiirtiniin 200 pl’si 100 pg/ml ampisilin i¢ceren 100 ml’lik besi yeri igine
ilave edildi. Kullanilan kiiltlir kabinin i¢inde bulundurdugu besin yerinden hacimce en
az 4 kat1 olmasina dikkat edildi. Baslangig¢ kiiltiirii ile ilavesi yapilan besi yeri 37°C’de
16 saat 200 rpm’de inkiibe edildi ve daha sonra kiiltiirden plazmid izolasyonu
Maxiprep EndoFree Plasmid kit (Qiagen/Almanya) araciligiyla ilgili kitin prosediiriine
gore gerceklestirildi. Elde edilen plazmidlerin miktar ve saflig1 ise NanodDrop cihazi
(Maestrogen, Tayvan) araciligiyla kontrolii yapildi. Segilen kolonilerden izole edilen
plazmidlere sgRNA’larin dogru niikleotid dizisi ile aktarildiginin dogrulanmasi

amaciyla boliim 5.4-5.7 islemleri tekrar uygulandi.

5.14 PC-3 HUCRELERINE PX601-GFP PLAZMIDININ ve ssODN1
TRANSFEKSiYONU

PC-3 hiicrelerinde optimal transfeksiyon oraninin belirlenmesi amaciyla ilk olarak

hiicrelere aktarildiginda yesil floresan proteini eskprese eden ve green fluorescent
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protein (GFP) genini yapisinda bulunduran px601-GFP plazmidi, sSODN1 ve
FUGENE HD (Promega, A.B.D) transfeksiyon ajani hiicrelere transfekte edildi.

Bu amagla, en az 3 pasajlama ve tripsinizasyon iglemi sonrast Merck Muse®
Count & Viability Assay kitiyle MUSE cihazinda hiicre sayimi islemi ardindan 2 ml
stvi DMEM/F12 besi yeri i¢inde bulunan PC-3 hiicreleri 2 adet 6 kuyucuklu kiiltiir
kabinin her bir kuyucuguna 250 000 hiicre olacak sekilde aktarildi. Ardindan, her bir
kuyucuga 2 ml %10 fetal sigir serumu, 1X L-Glutamin ve 1X Penisilin/Streptamisin
iceren DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi. 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilan
hiicreler plasmid transfeksiyonundan once kuyucuklarda %70-80 hiicre dolulugu
saglamak tizere 12-18 saat 37°C ve %5 CO:'li nemli ortamda inkiibe edilmek iizere
inkiibatore  kaldirildi.  Inkiibasyon islemi sonrasi, optimal px601-GFP
plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajani oraninin belirlenmesi amaciyla 2
adet 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin 9 kuyucuguna farkli oranlarda px601-GFP
plazmidi+ssODN+FUGENE HD transfeksiyon ajani (Tablo 11) ilave edildi. Bunun
icin ilk olarak, her bir kuyucuktaki eski besi yeri transfeksiyondan 1 saat once
cekilerek yerine 2 ml tam besi yeri ilavesi yapildi. Yine transfeksiyon isleminden 6nce
FuGENE HD transfeksiyon ajani, plazmid stoku, ssODN stoku ve serum igermeyen
Opti-Mem (Gibco, A.B.D) besi yeri oda sicakligi 1sisina getirildi. 9 adet 0,5 ml’lik
PZR tiiplerine sirasiyla 1.-9. oranlarin saglanmasi amaciyla 1-3 ug px601-GFP
plazmidiyle, 0,75 pg ssODN bulundugu hacimler ilave edildi ve son olarak tiim
tiiplerdeki hacimler Opti-Mem besi yeri ile 150 pl’ye tamamlandi. Ardindan kullanilan
plazmid+ssODN miktarina orantili olarak 1:2, 1:3 ve 1:4 (w/v) oranlarinda FuGENE
HD transfeksiyon ajani plazmid+ssODN+Opti-Mem karisiminin iizerine ilave edildi.
Son karisim oda sicakliginda tiiplerin kapaklar1 kapali olarak 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda karigimlar hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyucuklara damla damla
mikropipet yardimiyla ilave edildi. Son olarak hiicrelerde yesil floresan protein
ekspresyonunun gozlemlenmesi amaciyla 24 saat 37°C ve %5 CO?'li nemli ortamda
inkiibe edilmek i¢in inkiibatore kaldirildi.
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Tablo 11. px601-GFP plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajan oranlari.

Oran Plazmid(pg) sSODN1 Plazmid+ssODN:FuGENE HD orani

(ng) (wiv)
1 1 + 0,75 1:2
2 1 + 0,75 1:3
3 1 + 0,75 1:4
4 2 + 0,75 1:2
5 2 + 0,75 1:3
6 2 + 0,75 1:4
7 3 + 0,75 1:2
8 3 + 0,75 1:3
9 3 + 0,75 1:4

5.15 TRANSFEKSIYON ORANININ ImageJ ile ANALIZI

Farkli oranlarda px601-GFP plazmidi+ssODN+FUGENE HD transfeksiyon ajan
ile transfeksiyonu gerceklestirilen PC-3 hiicrelerinin analizi IX71 invert floresans
(Olympus/Japonya) mikroskobu ile gerceklestirilmistir. Buna gore incelenecek
hiicrelerin bulundugu alanin normal 151k ve BG floresan filtre ile fotografi ¢ekildi.
Ardindan ImageJ programinin cell count sekmesiyle ayni1 alanda floresans 151k ve
normal 151k goriintiisii ile sayilan hiicrelerin oranlar1 birbirlerine gore %cinsinden
hesaplandi. Buna gorede en basarili px601-GFP plazmidi+ssODN+FUGENE HD

transfeksiyon ajan orani ileri ¢aligmalar i¢in kullanildi.

516 PC-3 HUCRELERiI UZERINDE OPTIMAL PUROMISIN
MIKTARININ BELIRLENMESI

Memeli hiicreleri i¢in selektif antibiyotik olan puromisin bir protein sentez
inhibitdriidiir. Bu ¢alismada, yapisinda puromisin diren¢ geni bulunduran px459 V2,0
plazmidinin transfekte edilmedigi hiicrelerin ¢ogu ortamdan puromisin ilavesi ile

selektif olarak elimine edildi.
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Bu amagla c¢alismada, PC-3 hiicreleri lizerinde en az toksik etkiyi gosterecek
optimal puromisin miktarinin bulunmasi i¢in plazmid aktarimi yapilmamis PC-3
hiicreleri {lizerinde puromisin optimizasyon calismasi yapildi. En az 3 pasajlama ve
tripsinizasyon iglemi sonrast Merck Muse® Count & Viability Assay kitiyle MUSE
cihazinda hiicre sayimi islemi ardindan 2 ml stvi DMEM/F12 besi yeri i¢inde bulunan
PC-3 hiicreleri 1 adet 12 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir kuyucuguna 150.000 hiicre
olacak sekilde aktarildi. Ardindan, her bir kuyucuga 1 ml DMEM/F12 tam besi yeri
ilave edildi. 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarilan hiicreler 18 saat 37°C ve %5
CO?'li nemli ortamda inkiibe edilmek iizere inkiibatdre kaldirildi. Inkiibasyon islemi
sonrasi, ilk kuyucuk kontrol olmak iizere diger kuyucuklara icerisinde sirasiyla 0,5
pg/pl, 1 pg/pl, 2 pg/ul, 3 pg/pl, 4 pg/ul, 5 pg/pl, 6 pe/pl, 7 ug/ul, 8 pg/pl, 9 pg/ul,
10 pg/ul puromisin bulunan 1 ml DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi.

Puromisinin hiicreler lizerindeki antibiyotik etkisi 24 saatte bir olmak {izere 72
saat boyunca IX71 invert floresans (Olympus/Japonya) mikroskobu ile takip edilerek

optimal puromisin miktar1 belirlendi.

5.17 PC-3 HUCRELERINE sgRNA1l ve sgRNA2 PLAZMIDLERININ
TRANSFEKSIYONU ve PUROMISIN SELEKSiYONU

Optimal  plazmid+ssODN1+FUGENE HD transfeksiyon ajan1 oraninin
belirlenmesinin ardindan 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin 3 kuyucuguna 250 000 PC-3
hiicresi aktarildi. Ardindan, her bir kuyucuga DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi.
Kuyucuklardaki hiicrelerin plazmid transfeksiyonundan énce %70-80 hiicre doluluga
ulagmasi amaciyla 16 saat 37°C ve %5 CO:'li nemli ortamda inkiibe edilmek tizere
inkiibatére kaldirildi. Inkiibasyon islemi sonrasi ilk kuyucuk kontrol amagcli olarak
kullanilacagindan herhangi bir isleme maruz birakilmazken diger kuyucuklardan
birine 1:4 oraninda olacak sekilde, 3 pg SgRNA1 plazmidi+0,75 pg ssODN1+15 ul
FuGENE HD transfeksiyon ajani, diger kuyucuga ise 3 pg SQRNA2 plazmidi+0,75 pg
SSODN1+15 pl FuGENE HD transfeksiyon ajani ilave edildi. Transfeksiyon sonrasi
hiicreler plazmid ekspresyonunun saglanmasi igin 24 saat 37°C ve %5 CO.'li nemli
ortamda inkiibe edilmek iizere inkiibatore kaldirildi. 24 saat inkiibasyon sonunda
hiicrelerin tizerine i¢inde 0,5 pg/ml puromisin bulunan 2 ml tam besi yeri ilave edildi.

Hiicrelere puromisin uygulamasi, her 24 saatte bir i¢inde 6lii hiicrelerin bulundugu
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eski besi yerinin ¢gekilmesi ve yeni puromisinli besi yerinin ilavesiyle birlikte 72 saat

stire ile gergeklestirildi.

5.18 KONTROL, sgRNA1 ve sgRNA2 ile TRANSFEKTE OLAN PC-3
HUCRELERINDEN DNA iZOLASYONU

Herhangi bir transfeksiyon isleminin uygulanmadigi kontrol hiicreleri ile plazmid
transfeksiyonun ve puromisin seleksiyonun gergeklestigi hiicrelerden DNA izolasyonu

QuickExtract™ DNA Extraction (Lucigen/A.B.D) soliisyonu ile gergeklestirilmistir.

Bunun i¢in, plazmid ve ssODN transfeksiyonu yapilmis ve 72 saat boyunca
puromisin uygulamasima maruz kalmis iki kuyucuktaki hiicreler 1 ml tripsinle
muamele sonucu yapismis olduklar1 yilizeyden kaldirildi ve 2 dakika sonunda
hiicrelerin iizerlerine tripsinin hiicreler {izerindeki negatif etkisini azaltmak amaciyla
yeni 2 ml tam besi yeri ilave edildi. Ardindan tripsinle kaldirilan 2 farkli kuyucuktaki
hiicreler 2 farkli 15 mL’lik kapakli santrifiij tiiplerine aktarildi ve 1000 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi siipernatant atildi ve hiicreler iizerine 50 pl
QuickExtract™ DNA Extraction soliisyonu ilave edildi. Son olarak QuickExtract
sollisyonunun ilave edildigi hiicreler 0.2 ml’lik PZR tiiplerine aktarildi ve tiiplerde 1s1
dongii cihazina (SensoQuest, Almanya) konuldu. Is1 dongii cihazinda ise sartlar, 15
dakika 68°C, 8 dakika 95 °C ve son olarak siiresiz 4 °C olarak ayarlandi. Reaksiyon
sonunda hiicre DNA materyalleri tiiplin sivi iist fazinda bulunurken, artik hiicre

bilesenleri ise alt fazda bulunmaktadir.

5.19 TP53 414delC HEDEF BOLGESINE OZGU PRIMER NUKLEOTID
DiZiSi ve OZELLIKLERI

CRISPR/Cas9 sisteminin hedefledigi TP53 414delC hedef bolgesinin PZR
aracilifiyla ¢ogaltilmas1 amaciyla, TP53 414delC bolgesinide igine alan ve 409 baz
ciftlik bir PZR iirliniiniin olusmasin1 saglayan primer ¢ifti dizayn edildi. Dizayn edilen
primer ciftinin T7 endoniikleaz analizinde kullanilabilmesi amactyla, TP53 414delC
hedef bolgesinin PZR aracilifiyla olusan amplikonun merkez bolgesinde
bulunmamasina dikkat edildi. T7 endoniikleaz enzimi yanlis eslesmis niikleotid

dizilerinde kesime neden olur. Bu sebeple, T7 endoniikleaz enziminin kesime neden

33



oldugu bolgenin olugsan amplikonun merkez bolgesine denk gelmesi halinde yaklasik
iki esit boyuta sahip amplikon pargasi meydana gelecektir. Bu durumda, iki esit boyuta
sahip amplikon pargasi jel analizinde st iiste denk geleceginden farkli SgRNA
aralayici dizilerinin yonlendirdigi CRISPR/Cas9 sisteminin ne derecede hedef bdlge

izerinde etkili diizenleme yaptig1 analiz edilemeyecektir.

Bu amagla, calismada TP53 414delC hedef bolgesinin i¢inde kaldigr PZR firiin
amplikonunun 5’ ucuna 173 baz ¢ifti ve 3’ ucuna 236 baz mesafede kaldigi primer
(Tablo 12) ¢ifti dizayn edilerek kullanildi. Dizayn edilen primer ¢iftinin sadece TP53
gen bolgesine baglandiginin dogrulamasi i¢in National Center for Biotechnology
Information (NCBI) veri bankasi iizerinden Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) analizi yapildi. Analiz sonucu dizayn edilen primer ciftinin sadece hedef

TP53 gen bolgesine 6zgili oldugu dogrulandi.

Tablo 12. TP53 414delC hedef bolgesi primer niikleotid dizisi ve dzellikleri.

Primerin
Primer 4 Amplikon hedef
Niikleotid Dizisi
Adi boyutu (Bp) bolgeye
uzakhg: (Bp)
TP53kont 5> ACGCCAACTCTCTCTAGCTC 409 173
F1 3’
TP53kont 5’ 236
R1 GCCAGACCTAAGAGCAATCAG
3

520 PC-3 HUCRELERINDE CRISPR/Cas9 ARACILIGIYLA
DUZENLENMIS TP53 414delC HEDEF BOLGESININ PZR
ARACILIGIYLA COGALTIMI

Herhangi bir transfeksiyon isleminin uygulanmadigi kontrol hiicreleri ile plazmid
transfeksiyonun ve puromisin seleksiyonun gergeklestigi hiicrelerden QuickExtract™
DNA Extraction soliisyonu ile elde edilen DNA ve TP53 414delC bolgesine 6zgii
dizayn edilen primer ¢ifti araciligiyla hedef TP53 414delC bolgesinin PZR islemi
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gerceklestirildi. Bunun i¢in, asagidaki bilesenlere standart 50 pl hacime ulasacak
sekilde ultra distile su eklendi (Tablo 13).

Tablo 13. TP53 414delC ¢ogaltim bolgesi i¢in PZR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

25 ul Hot-Start Taq polimeraz master mix (Qiagen/Germany)
1 ul TP53kontF1 (10 pmol)

1 pl TP53kontR1 (10 pmol)

2 ul genomik DNA

21 pl ddH20

50 pnl Total

PZR dongii kosullart; 1s1 dongii cihazinin kapak sicakligir 105°C olacak bigimde,
35 dongii (denatiirasyon, baglanma ve uzama islemi) 1s1 dongii cihazinda (SensoQuest,

Almanya) gergeklestirildi (Tablo 14).

Tablo 14. PZR dongii kosullari.

Dongii kosullari

94°C’de 15 dakika (6n denatiirasyon)

94°C’de 45 saniye (denatiirasyon)
61°C’de 45 saniye (baglanma)
72°C’de 1 dakika (uzama)
72°C’de 5 dakika (son uzama)

PZR islemi sonunda elde edilen amplikonlar SafeView DNA boyasinin
bulundugu %1°lik agaroz jelde 1 saatlik ylriitmenin ardindan 100 baz ¢iftlik DNA
molekiiler boyut belirte¢i esliginde yiiriitiilerek 409 baz ¢iftlik hedef bolgeye 6zgii
PZR amplikonunun olustugu kontrol edildi. Kontrol sonucu olustugu belirlenen PZR

amplikonlar1 T7 endoniikleaz analizinde kullanilmak iizere +4°C’de muhafaza edildi.
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5.21 T7 ENDONUKLEAZ ANALIZIi

T7 endoniikleaz enzimi ¢ift iplikli DNA'daki yanlis eslesmeleri tespit eder ve bu
bolgede kesim yapar. Bu 6zellikleri nedeniyle T7 endoniikleaz enzimi, CRISPR/Cas9
aracilikli genom diizenlemesinin etkili bir sekilde degerlendirmesi igin kullanilabilir.
PZR ile hedef bolgenin ¢ogaltimindan sonra PZR 6rneklerinden 12 pl ve 10X NEB2.1
tamponundan 2 pl ve 5 ul ddH20 0,2 ml’lik PZR tiiplinde pipetaj yapilarak karigtirildi.
Ardindan ornekler 1s1 dongii cihazinda 95°C’de 5 dakika tutuldu ve sonra sicaklik
95°C’den 85°C’ye saniyede 2°C inecek sekilde, son olarak ise 85°C’den +4°C’ye
saniyede 0,1°C inecek sekilde inkiibe edildi. Islem sonunda ise buz blok iizerinde
bulunan 6rnekler tizerine 1 pl T7 endoniikleaz (NEB) ilave edildi ve 6rnekler hemen
1s1 dongii cihazinda 37 °C’de 15 dakika inkiibe edildi. 15 dk sonunda reaksiyon, 6rnek
ortamma 4 pul 0.25 M EDTA igeren 6X NEB loading dye ilavesi ile sonlandirildi. Tiim
islemler sonunda ornekler kapiller elektroforez sistemi olan QIAXCEL (Qiagen,
A.B.D) cihazinda 10 dakika yiiriitiildii. Elektroforez islemi sonunda, TP53 414delC
hedef bolgesi tizerine SgRNA aralayici dizilerinin CRISPR/Cas9 sistemini etkili bir
sekilde yonlendirememesinden dolay1 diizenleme yapilamayan hiicrelerin PZR
amplikonlar1 T7 endoniikleaz tarafindan kesilemediginden jel iizerinde yaklasik 400
baz ciftlik bir bolgede tek bir bant olarak goriiliir. CRISPR/Cas9 sisteminin transfekte
edildigi ve TP53 414delC hedef bolgesi lizerine SgRNA aralayici dizilerinin
CRISPR/Cas9 sistemini etkili bir sekilde yonlendirdigi durumda ise PZR amplikonlar1
T7 endoniikleaz tarafindan kesildiginden jel iizerinde yaklasik 170 ve 240 baz ciftlik
bolgede iki ayr1 bant goriiliir. Olusan bu iki farkli bant yogunlugu ne kadar fazla ise
SgRNA aralayict dizilerinin CRISPR/Cas9 sistemini hedef bolgeye yonlendirme ve
gen modifikasyon (hedef gen iizerinde degisiklik yapma orani) oranida o kadar fazla
olur. Boylece daha fazla kesim yapildig1 goriillen PZR amplikonun elde edildigi
hiicrelere transefkte edilen sgRNA+CRISPR/Cas9 sistemi ileri analizler iginde

kullanilmaya devam edilir.

Gen modifikasyon orani agagidaki formiil ile belirlenir:

%gen modifikasyonu=100x(1 — (1 — kesilen amplikon oran1)°®)
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Kesilen amplikon orani ise kesime ugramayan hedef bdlgenin jel lizerindeki tek
bant yogunluk degerinin, kesime ugrayan hedef bolgenin jel ilizerindeki iki bant

yogunluguna boliinmesi ile elde edilir.

5.22 sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODNZ2 ile TRANSFEKTE OLAN PC-3
HUCRELERININ TP53 414 delC HEDEF BOLGESININ YENi NESIL
SEKANS ANALIZi

Boliim 5.17°de belirtilen yontemle benzer sekilde, kontrol, sgRNA2+ssODN1 ve
SgRNA2+ssODN2 ile transfekte olan PC-3 hiicrelerinden boliim 5.18 ve 5.20°de
belirtilen yontemle elde edilen PZR amplikonlarinin TP53 414delC hedef bdlgesinin
yeni nesil sekans analizi Mi-Seq (Illumina, A.B.D) cihazi ile gergeklestirildi. Yeni
nesil sekans analizi bir PZR reaksiyonunda bulunan biitiin amplikonlarin teker teker
okunmasini saglayarak her bir amplikonun niikleotid dizisini ¢ikartmaktadir. Boylece
ortamda bulunan farkli hiicrelerin farkli DNA dizi bolgelerinden c¢ogaltilan
amplikonlar varsa, yeni nesil sekans sistemi tiim bu farkli niikleotid dizisine sahip
amplikonlarin teker teker okunmasina ve niikleotid dizilerinin ¢ikarilmasina olanak
verir. Bu nedenle projede, ayn1 kuyucuktaki SgRNA2+ssODN sistemleri ile transfekte
olan PC-3 hiicreleri ve transfekte olamayan, pliromisin seleksiyonundan sag kalan PC-
3 hiicreleri ayn1 ortamda karisik bir sekilde bulunsalar bile, her bir hiicreye ait PZR
amplikonu yeni nesil sekans sistemi ile teker teker okunmus ve hedef TP53 414delC
mutasyonunun ne oranda CRISPR/Cas9+ssODN sistemi tarafindan tamir olabildigi
belirlenmis olacaktir. Yeni nesil sekans sisteminden elde edilen veriler ise
Biitiinlestirici Genomik Goriintiileyici/Integrative Genomics Viewer (IGV) programi

araciligiyla incelendi.

523 KONTROL PC-3 HUCRELERI, sgRNA2+ssODN1 ve
sgRNA2+ssODN2 ile TRANSFEKTE OLAN PC-3 HUCRELERINDE p53
MRNA EKSPRESYON SEVIiYESININ BELIRLENMESI

Kontrol PC-3 hiicreleri ve SgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN?2 ile transfekte
olan ve piiromisin seleksiyonu yapilmis PC-3 hiicrelerinin p5S3 mRNA ekspresyon
seviyesinin belirlenebilmesi i¢in ilk olarak hiicrelerden High Pure RNA Isolation Kit

(Roche, Almanya) RNA izolasyon kitiyle ilgili prosediire gére RNA izolasyonu
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gerceklestirildi. Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklari ise NanoDrop
(Maestrogen, Tayvan) cihazi ile 6l¢iildii. Ardindan total RNA’lardan cDNA sentezi
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems, A.B.D)
bilesenleri (Tablo 15) kullanilarak 1s1 dongii cihazinda 25°C’de 10 dakika, 85°C’de 5
dakika, 4°C’de siiresiz olarak gerceklestirildi.

Tablo 15. cDNA PZR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

10 ul RNA

2 ul 10X RT buffer

0,8 ul 25X dNTP Mix (100mM)
2 ul 10X RT Random Primer

1 ul RNase Inhibitor

3,2 ul Nuclease-free Water

1 ul Reverse Transcriptase

20 pnl Total

Elde edilen cDNA’lerden p53 ekspresyon analizi ise EvaGreen (Biotum, A.B.D)
floresan boya yontemi kullanilmasiyla toplamda 25 pl reaksiyon hacmiyle Rotor-Gene
Real-Time qPCR (Qiagen, A.B.D) cihazinda gergeklestirildi (Tablo 16).

Tablo 16. RT-qPZR reaksiyon bilesenleri.

Reaksiyon bilesenleri

2 ul cDNA

1,25 ul EvaGreen

0,3 pul 10 pmol Primer Forward
0,3 pul 10 pmol Primer Reverse
12,5 pl 2X HotStart Master Mix
8,65 ul Nuclease-free Water

25 pl Total
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Primer olarak ise kendi dizayn ettigimiz p53RNAF1 ve p5S3RNAR1 primerleri ve
normalizasyon amagli olarak kullanilan B-microtubulin (B2M), Hypoxanthine
phosphoribosyltransferase (HPRT1), house keeping genlerine ait primerler kullanildi
(Tablo 17).

Tablo 17. p53 RT-qPZR primerleri.

Primer adi Niikleotid dizisi

pS3RNAF1 5' GTTGGCTCTGACTGTACCACC 3'

p5S3RNAR1 5' CCAGTGTGATGATGGTGAGGA 3
B2MF1 5’-TCTCTCTTTCTGGCCTGGA-3’
B2MR1 5’- TGTCGGATGGATGAAACCC-3’
HPRTF1 5’-CGTCTTGCTCGAGATGTGAT-3’
HPRTR1 5>-TTCAGTGCTTTGATGTAATCCAG-3’

Kantitatif PZR dongii kosullari; kantitatif PZR cihazinda 35 dongii (denatiirasyon,

baglanma ve uzama islemi) 1s1 dongli cihazinda (SensoQuest, Almanya)

gerceklestirildi (Tablo 18).

Tablo 18. RT-gPZR dongii kosullari.

Dongii kosullar:

95°C’de 15 dakika (6n denatiirasyon)

95°C’de 15 saniye (denatiirasyon)
60°C’de 1 dakika (baglanma ve uzama)

5.24 TEK HUCRE KULTURU

sgRNA2+ssODN?2 ile transfekte edilmis ve pliromisin seleksyionu yapilmis PC-3

hiicrelerinin tripsin ile kaldirilmasi ve sayiminin yapilmasinin ardindan DMEM / F-12

tam besi yeri igindeki stok hiicreler tizerine, 200 pl’de 4 hiicre olacak sekilde 20 ml

DMEM / F-12 tam besi yeri ilavesi yapildi. Ardindan elde edilen bu diliisyondan 200

ul, 8 adet 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin herbir kuyucuguna ilave edildi. 96 kuyucuklu

kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler 7 giinde bir tek hiicreden olusan koloni ya da TP53
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gen tamirine bagli proliferasyonu durmus tek hiicre gozlemlenmesi amaciyla sayilarak
21 giin boyunca 37°C ve %5 CO.'li nemli ortamda inkiibe edildi. 21 giin sonunda
toplamda 768 kuyucuk teker teker hiicre varliginin gozlemlenmesi ve %ekim
veriminin belirlenmesi amaciyla 1X71 invert mikroskobu (Olympus Corporation,

Japonya) araciligiyla sayildi.

5.25 sgRNA2+ssODN2 TRANSFEKiYONU YAPILMIS HUCRELERDE
p53 PROTEINLERININ IMMUNOFLORESAN ANALIZI

p53 protein ekspresyon analizleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda
SgRNA2+ssODN2 transfeksiyonu ve piliromisin seleksiyonu yapilmis PC-3
hiicrelerinde immiinofloresan yontemi ile yapildi. 72 saatlik piliromisin
seleksiyonundan sonra PC-3 hiicreleri %10’luk nétral formalin tamponu ile fikse
edildi ve daha sonra 3 kez 5 dakika boyunca DPBS ile yikandi (Gibco, 14190144).
Yikanan hiicreler oda sicakliginda 1 saat siireyle %10 ke¢i serumu ile (Sigma, G9023)
bloke edildi ve daha sonra 3 kez 5 dakika boyunca DPBS ile yikandi. Bloklanmis
hiicreler, 4°C'de gece boyunca 1:200 oraninda %10 ke¢i serumu iginde seyreltilen
primer Anti-p53 (yabanil tip) antikor (Sigma-Aldrich, klon PAb1620) ile inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler, 5 dakika boyunca 3 kez DPBS ile yikand1 ve
daha sonra 1:100 oraninda DPBS ile seyreltilen FITC isaretli sekonder kegi antikoru
(Abcam, ab7064) ile 2 saat siireyle oda sicakliginda inkiibe edildi. 5 dakika boyunca
3 kez DPBS ile yikama ardindan hiicreler son olarak DAPI ile 5 dakika boyandi ve son
olarak 3 kez daha DPBS ile 5 dakika yikandi. Ote yandan, tek hiicre kiiltiir
immiinofloresan  analizleri, yukarida belirtilen yontemlerle ayn1 sekilde
gerceklestirilmekle beraber tek fark olarak DPBS ile yikama islemleri prolifere
olmayan tek hiicrelerin sinirlt ylizey alanlarindan dolay1 1 kez 10 dakika olarak yapildi.
Immiinofloresan analize hazir hiicreler IX73 invert floresan mikroskobu (Olympus

Corporation, Japonya) ile analiz edildi.

526 sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 TRANSFEKIYONU
YAPILMIS HUCRELERDE APOPTOZIS ANALIZI

Apoptozis analizi, sgRNA2+ssODN1, sgRNA2+ssODN2 ve sgRNA2+ssODN3

transfeksiyonu yapilmis PC-3 hiicrelerinde puromisine bagli hiicre oliimiinden
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kacinmak i¢in puromisin se¢imi olmadan 48 ve 72 saatlik transfeksiyon sonrasi Muse
Annexin V and Dead Cell kiti (Millipore, Billerica, MA, ABD, MCH100105)
kullanilarak yapildi. PC-3 hiicre transfeksiyonunda px459sgRNA2+ssODN3
kullanimi, hiicrelerin hedef sekansinda herhangi bir niikleotid degisimine veya TP53
414delC onarimma neden olmaz. Bu nedenle sgRNA2+ssODN3 kullanimi,
transfeksiyonun PC-3 hiicrelerinde neden oldugu apoptotik etkiyi 6lgmek ve TP53
414delC onarimindan kaynaklanan asil apoptotik etki degerini belirlemek i¢in
kullanilmustir. 48 ve 72 saatlik transfeksiyon sonrast 6 kuyucuklu platelerde bulunan
PC-3 hiicrelerinin kaldirilmasi ve santrifiijii sonrast 1 ml full besi yeri i¢inde bulunan
siispanse hiicrelerin 100 pl’si ayri ayr1 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine akatarildi ve
tizerlerine 100 pl Muse Annexin V and Dead Cell sivisi ilave edildi. Hiicrelerin
karanlikta oda sicakliginda en az 20 dakika inkiibasyonundan sonra, hiicreler otomatik
Muse Cell® Analyzer (Merck Millipore, Billerica, MA, ABD) cihazinda analiz edildi.
Analizin sonunda da, negatif kontrol olarak SgRNA2+ssODN3 ile transfekte edilmis

hiicreleri kullanildi.

5.27 ISTATIKSEL ANALIZLER

Gruplar arasi farkliliklarin analizi igin SPSS (istatistiksel paket yazilim, Windows
23.0) kullanilmustir. Elde edilen veriler One-Way ANOVA ve Tukey post hoc testi ile
test edilmistir. 0,05'den kiigiik p degerleri anlamli olarak kabul edilirken, elde edilen
tim veriler ti¢ deney tekrarini temsil etmektedir. Veriler ortalama =+ standart sapma
(SD) olarak sunulmustur. RT-qPCR verilerinin istatiksel olarak degerlendirmesi
Kenneth J. Livak ve Thomas D. Schmittgen 2001'e ait 2T yontemine gore
yapilmistir. Bu yolla hedef genlerin hasta gruplar1 uygulamalarinda gen ekspresyon
(Ct degeri olarak) sonuglarinin Housekeeping gen olarak se¢ilen B2M ve HPRT1 geni

ekspresyonlarinin ortlama seviyesine gore anlamlilik dereceleri belirlenmistir.
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6. BULGULAR

6.1 PC-3 HUCRELERINDE UYGUN TRANSFEKSiYON ORANININ
BELIRLENMESI

PC-3 hiicrelerinde sitotoksik etkiyi en az miktarda tutmak ve en uygun
transfeksiyon oraninin belirlenmesi amaciyla PC-3 hiicrelerine yesil floresan proteini
eskprese eden ve green fluorescent protein (GFP) genini yapisinda bulunduran px601-
GFP plazmidi, ssODN1 ve FuGENE HD (Promega, A.B.D) transfeksiyon ajani
hiicrelere transfekte edildi. Boylece Ol¢lim yapilan alandaki toplam hiicre miktar
oranina gore GFP-pozitif hiicrelerin yiizdesel degerleri elde edildi. Buna gore,
materyal ve metod da belirtilen transfeksiyon oranlarindan, hiicrelerde asir1 toksik etki
gostermeden en uygun ve en yiiksek transfeksiyon oranmin sekil 12’de goriildigi
iizere %38 transfeksiyon orani ile 9. oran oldugu goriildii. Bu sebeple yapilan ileri

analizler bu oran tizerinden devam ettirildi.

2. oran

Sekil 12. Farkl transfeksiyon oranlarinda GFP geni aktarilmis PC-3 hiicrelerinde

GFP ekspresyonunun goriintiilenmesi.
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6.2 sgRNA ARALAYICI DiZi VERIMLILiIGININ BELIRLENMESIi

PC-3 hiicrelerinde TP53 414delC mutasyon noktasina en yakin (<10 bp) bolgede
DSB olusumunu saglamak amaciyla CRISPR/Cas9 sistemine rehberlik etmesi
amaciyla iki farkli sgRNA aralayici dizisi tasarlanmistir. Tasarlanan sgRNA1 aralayici
dizisi “5> CAACAAGATGTTTTGCCAAC 3’ genomda kalip iplige baglanip TP53
414delC mutasyon noktasinin 3” bolgesinden 7 baz uzakta ve sgRNA?2 aralayici dizisi
“5° ACAGGGCAGGTCTTGCCAGT 3°” genomda kalip olmayan iplige baglanip
TP53 414delC mutasyon noktasinin 5° bolgesinden 3 baz uzakta DSB olusumunu

saglamaktadir.

Transfeksiyondan 24 saat sonraki 72 saatlik piiromisin seleksiyonunun sonunda,
SgRNAL ve sgRNAZ aralayici dizilerinin rehberligindeki gen modifikasyonlar1 T7
endoniikleaz 1 (T7E1) analiz deneyi kullanilarak degerlendirildi. T7 endoniikleaz |
enzimi, CRISPR/Cas9 sisteminin neden oldugu daha tam olarak tamir olmamis DSB
bolgesindeki yanlis niikleotid eslesmelerini tanir ve bu eslesmenin bir ya da ii¢
niikleotid upstream bolgesinde ¢ift iplikli DNA {izerinde kesim meydana getirir.
Boylece, ¢ift iplikli DNA iizerinde T7 endoniikleaz | araciligiyla meydana kesim orani
bize sgRNA aralayict dizinin verimliligini, yani sgRNA aralayici dizinin
CRISPR/Cas9 sistemini ne kadar verimlilikle hedef DNA bolgesine yonlendirdigini
verir. sgRNA1 ve sgRNA2 aralayicit dizilerinin yonlendirdigi CRISPR/Cas9
sisteminin hedef TP53 414delC mutasyon boélgesinde meydana getirdigi gen
modifikasyon oranlari sirasi ile %4 ve %30 olarak bulundu (Sekil 13). Bu sonuglara
gore, sgRNA?2 aralayici dizi rehberligindeki CRISPR/Cas9 sisteminin hedef bdlgede
daha fazla gen modifikasyonu sagladigi bulundu ve bu nedenle ilerleyen analizlerde
PC-3 hiicrelerinde TP53 414delC mutasyonunu onarmak i¢in sgRNA?2 aralayici dizi
rehberligindeki CRISPR/Cas9 sistemi ile ssODN'lerin kombine transfeksiyonu
gerceklestirildi.
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M K sgRNA1 sgRNA2

[be]
1500 1500
1200 — e — 1200
700 ——— = 700
600 — — 600
500 500
e 419 be'lik TPS3 414delC hedef
400 — — 400 bolgesinin PZR amplikonu
300 300
——liipee=—— TP53 414delC hedef bdlgesinde
200 — — 200 T7 endontikleaz kesimi sonucu
mmligese-—— Olusan yeni PZR amplikonlari
100 100

15— - 135

Sekil 13. T7 endoniikleaz I analizi ile sgRNA1 ve sgRNA2 aralayici dizilerinin gen
modifikasyon verimliliginin  dijital elektroforez ortaminda gosterimi. En fist
seviyedeki ok parental PZR amplikonunu ve alt seviyedeki oklar ise T7 endoniikleaz

| kesimi sonucu olusan PZR bantlarin1 gostermektedir. M: Markir; K: Kontrol.

6.3 TP53 414delC MUTASYONUNUN HDR ARACILIKLI TAMIiR
VERIMLILiGININ BELIRLENMESI

Yeni nesil sekans analizi, CRISPR/Cas9 sistemi ve ssODN1, ssODN2 tamir
kaliplar1 araciligiyla TP53 414delC mutasyon bdlgesinde genetik diizenleme yapilan
PC-3 hiicrelerinde, tamir olan TP53 414 delC mutasyonunu, A>G knock-in’lerini,

delesyonlari, insersiyonlar1 ve nokta mutasyonlarini gérmemizi sagladi (Sekil 14 A,

B, C).
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A B

referans TP53 414delC ikinci rehber-blokaj referans TP53 414delC ikinci rehber-blokaj
dizi mutasyon bélgesi mutasyon bélgesi dizi mutasyon bdlgesi mutasyon bélgesi
l)A(;GTCTTGGCCI\GTTGGCI\I\A l)AGGTCTTGGCCAGTTGGCAAA
AGGTCT T T—GCCAGTITGGCARAARA AGG TCTITIGIGCCAGICITGGCAAARA
AGGTCTT—GECCAGTI|ITGGCAAA A GG PR R G CECERI G CI R ARG CETE6R G
AGSGTCTTI—CCAGTITGGCARRZA AGGTCTTG+2—CAGTI|ITGGCAAA
AGGCGTCTTIp—GCCAGTITGGCAAARA AGG TCT TG 2=CAGLT|ITGGCAA AR
AGGTCTT T—{GCCAGTI|ITGGCARAA AGGTCTTGIGCCAGCITGGCAAA
AGCGEGTCTT—GECRAGTITGGCARRA AGGTCTIIGIGCCAGICIAGCTGGC
AGSTCTTI—CCCAGTITGGCARARZA AGGTCTT TP—GCCAGTI|TGGCAAA
AGGCGTCTTU—GCCAGTITGGCAAARA AGGCGTCTTIGGCCAGICITGGCAAA
A GG T -G CEC AT G S GT GE IR EEIEGERERSEAT| IGHEHC 10 A
AGCGGTCTTI—CCCAGTITGGCAARA AGGTCTT 9 GCAAARA
AGSTCTTI—cCCAGTIFTGGCARAA AGGTCTTI|GICcCCAGTIVNG GCAAARA
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AGGTCTT—|GCCAGTITGGCARARA AGGTCTT|G—3—AGT|ITGGCAAR
C

foferane TP53 414delC ikinci rehber-blokaj

dizi mutasyon bélgesi  mutasyon bélgesi

baceTcT Gl cCCRGTieGecaana
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AGGCGTCTTI—|GCCAGTITGGCAAA

AGGTCT TG 2—CA G TG GECRARA

AGGCGTCTTITIEGCCAGTITNGGCAAARA

AGGCGTCTTIGIGCCAGICITGGCAARA

AGGCGTCTTIGIGCCAGICITGGCARARA

AGGCGTCTTGIECCAGTITGGCAAA

AGGT 14 AAA

AGGTCTTGlcccAGclreoecAAR

Sekil 14. CRISPR/Cas9 sistemi ve tamir kaliplari ile genetik diizenlemeye ugramis
PC-3 hiicrelerindeki TP53 414delC mutasyon bolgesinin PZR amplikonlarinin yeni
nesil sekans okumasi. A. Herhangi bir genetik diizenlemeye ugramamis kontrol PC-3
hiicrelerindeki TP53 414delC mutasyon bolgesinin niikleotid dizisi. B.
SgRNA2+ssODNI1 ile genetik diizenlemeye ugramis PC-3 hiicrelerindeki TP53
414delC mutasyon bolgesinin niikleotid dizisi. C. SgRNA2+ssODNZ2 ile genetik
diizenlemeye ugramis PC-3 hiicrelerindeki TP53 414delC mutasyon bdlgesinin

niikleotid dizisi.

Transfeksiyon ve piliromisin segiliminin ardindan, sgRNA2+ssODN1 sistemi ile
genetik diizenlenmeye ugramis ve ugramamis hiicre yiizdeleri, yeni nesil sekans
analizine gore %63,86 ve %37,14 olarak belirlendi (Sekil 15 A). sgRNA2+ssODN1
sistemi ile genetik diizenlemeye ugrayan hiicrelerde ise hem A>G knock-in’i hem de
TP53 414delC mutasyon tamirinin ayni1 anda bulundugu hiicre sayis1 %17,89 olarak
belirlenirken, sadece TP53 414delC mutasyon tamirinin bulundugu hiicre say1s1 %2,06
olarak belirlendi (Sekil 15 B). Delesyon, insersiyon ve nokta mutasyon yiizdeleri ise
sirastyla %42,27, %25,77, %12,37 olarak bulundu (S$ekil 15 B). Bunlarin yani sira,
sgRNA2+ssODN?2 sistemi ile yapilan transfeksiyon ve piiromisin se¢iliminin ardindan

genetik diizenlemeye ugramis ve ugramamus hiicre yiizdeleri, yeni nesil sekans
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analizine gore %60,0 ve %40,0 olarak belirlendi (Sekil 15 A). sgRNA2+ssODN?2
sistemi ile genetik diizenlemeye ugrayan hiicrelerde ise hem A>G knock-in’i hem de
TP53 414delC mutasyon tamirinin ayni anda bulundugu hiicre sayis1 %20,74 olarak
belirlenirken, sadece TP53 414delC mutasyon tamirinin bulundugu hiicre sayis1 %5,26
olarak belirlendi (Sekil 15 B). TP53 414delC mutasyon tamiri ve A>G knock-in’i
disindaki delesyon, insersiyon ve nokta mutasyon yiizdeleri ise sirasiyla %34,21,
%19,08, %20,71 olarak bulundu (Sekil 15 B). sgRNA2+ssODN1 ve
SgRNA2+ssODN2 sistemi ile sadece TP53 414delC mutasyonu tamir olmus PC-3
hiicre orani ise sirastyla, %19,95 ve %26,0 olarak belirlendi.

A B
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ngi‘lAZ ngEAZ Yalnizca Baska bir delesyon insersiyon nokta mutasyonu
ssODN1 ssODN2 A>G knock-in'in  degisimin eglik
eglik ettigi etmedigi TP53

TP53 414delC  414delC tamiri
tamiri

Sekil 15. Yenil nesil sekans sonuglarimin grafik tlizerinde yiizdesel gosterimi. A.
SgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin ~ PC-3  hiicrelerine
transfeksiyonu ve piliromisin seleksiyonu sonrast ortamda bulunan genetik
diizenlemeye ugramis hiicre yiizdesi. B. Ortamda bulunan genetik diizenlemeye
ugramis hiicrelerin TP53 414delC mutasyon bdlgesinde meydana gelen tamir, A>G

knock-in, delesyon, insersiyon ve nokta mutasyonu yiizdeleri.

6.4 PC-3 HUCRELERINDE TP53 414delC MUTASYONUNUN TAMIR
ISARETI OLARAK p53 mRNA EKSPRESYONUNUN BELiRLENMESI

ssODN’ler ile birklikte sgRNAZ2 aralayici dizisinin rehberlik ettigi CRISPR/Cas9
sistemi kullanilarak TP53 414delC mutasyonunun tamir oldugu PC-3 hiicrelerinde
tamir isareti olarak p53 mRNA ekspresyonu arastirildi. Bunun i¢in, sgRNA2+ssODN1
ve sgRNA2+ssODN?2 sistemlerinin transfekte edildigi PC-3 hiicrelerinde p5S3 mRNA
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ekspresyonu kantitatif PZR sistemi ile analiz edildi. Kantitatif PZR sonuglarina gore,
kontrol grubuna kiyasla sgRNA2+ssODN?2 ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinde
p53 mMRNA relativ ekspresyon seviyesinde (0,5459 kat) anlamli bir artig belirlendi
(p<0,001) (Sekil 16). Bununla birlikte, sgRNA2+ssODNI ile transfekte edilmis PC-3
hiicrelerinde, kontrol hiicrelerine (p>0,669) gore anlamli bir degisiklik olmadan p53
MRNA relativ ekspresyon oraninda artis (0,1110) oldugu belirlendi (Sekil 16). Ayrica,
sgRNA2+ssODNI ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerine gore sgRNA2+ssODN?2 ile
transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinde p53 mRNA ekspresyon oraninin anlamli bir
sekilde (p<0,004) fazla oldugu belirlendi. Sonu¢ olarak, NGS sonuclarina paralel
olarak sgRNA2+ssODN?2 ile transfekte olan hiicrelerde TP53 414delC mutasyonunun
daha fazla tamir olmasi sonucu Kkantitatif PZR analizlerine p53 mRNA

ekspresyonunun oraninda daha fazla artis olarak yansidi.
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Sekil 16. sgRNA2+ssODNI1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildigi
PC-3 hiicrelerinde p53 mRNA relativ ekspresyon oranlari.

6.5 PC-3 HUCRELERINDE TP53 414delC MUTASYONUNUN TAMIR
ISARETI OLARAK YABANIL (wild type/wt) p53 PROTEIN
EKSPRESYONUNUN BELIiRLENMESI

Kantitatif RZR analizlerinden ayr1 olarak TP53 414delC mutasyonunun PC-3
hiicrelerinde, ssODN’ler ile birklikte sgRNA2 aralayici dizisinin rehberlik ettigi
CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak tamir oldugunun belirlenmesi amaciyla
immiinofloresans (IF) analizi kullanarak bir tamir belirtegi olarak protein seviyesinde

wt p53 proteinlerinin varligi arastirildi. Beklendigi gibi, sgRNA2+ssODNI1 ve
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SgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildigi PC-3 hiicrelerinde wt p53
proteinlerinin varligi gozlemlenirken, herhangi bir transfeksiyona maruz kalmamis
kontrol PC-3 hiicrelerinde wt p53 protein varligi gézlemlenmedi (Sekil 17 A, B, C).
Kantitatif PZR analizleri ile benzer olarak IF analizlerinde de, sgRNA2+ssODN2
sisteminin transfekte edildigi PC-3 hiicrelerinde SJRNA2+ssODN1 sisteminin

transfekte edildigi hiicrelere gore daha fazla wt p53 protein varlig1 belirlendi.

Birlesik

Sekil 17. PC-3 hiicrelerinde wt p53 protein varliginin IF analiz yontemiyle gosterimi.
A. Kontrol PC-3 hiicrelerinde wt p53 protein varliginin taramasi. B.
SgRNA2+ssODN1 sisteminin transfekte edildigi PC-3 hiicrelerinde wt p53 protein
varliginin taramasi. C. SgRNAZ2+ssODN2 sisteminin transfekte edildigi PC-3

hiicrelerinde wt p53 protein varliginin taramasi.

6.6 sgRNA2+ssODN2 SISTEMININ TRANSFEKTE EDILDiGi PC-3
HUCRELERININ TEK HUCRE KULTUR ANALIZi

p53 mRNA ve protein ekspresyonlarmin PC-3 hiicre karakteri iizerindeki olasi

etkilerini inceleyebilmek i¢in sgRNA2+ssODN?2 sisteminin transfekte edildigi, yiiksek
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tamir oranindan dolayi, PC-3 hiicreleri 8 adet 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her bir
kuyucuguna tek bir tane diisecek sekilde aktarildi ve 21 giin boyunca inkiibe edildi.
Bir hafta sonunda yapilan incelemelerde toplamda ki 768 kuyucugun 120’sinde en az
bir hiicrenin oldugu belirlendi. Elde edilen 120 kuyucuktaki hiicrelerin %80’ ninde (96
kuyucuk) tek bir hiicreden ¢ogalan koloni formasyonu gézlemlendi ve %20’sinde ise
(24 kuyucuk) tek bir hiicrenin proliferasyona ugramadan yani ¢ogalmadan durdugu
gozlemlendi (Sekil 18 A ve B). Ayrica, proliferatif olmayan tek hiicrelerin yarisinin,
21 ginliik inkiibasyonun sonunda oldiigli gozlemlendi. Ayrica, kontrol PC-3
hiicrelerinin tiim tek hiicre kiiltiirlerinin koloniler olusturdugu gézlemlendi (Sekil 18

C).

Sekil 18. 21 giin sonunda sgRNA2+ssODNZ2 sistemi ile transfekte edilmis ve kontrol
PC-3 hiicrelerinin tek hiicre kiiltiirti analizi. A. SgRNA2+ssSODN2 sistemi transfekte
edilmis tek bir PC-3 hiicresinden meydana gelen koloni olusumu. B.
SgRNA2+ssODN2 sistemi transfekte edilmis tek bir PC-3 hiicresinin prolifere
olamayan tek hiicre durumu. C. Tek bir kontrol PC-3 hiicresinden meydana gelen

koloni olusumu.

6.7 PROLIFERE OLMAYAN TEK BiR HUCRE DURUMUNDAKI PC-3
HUCRELERINDE TP53 414delC MUTASYON TAMIRININ
DOGRULANMASI

Kanser hiicrelerinde aktive edilen p53 gen flriinlerinin hiicre proliferasyonunu
engelledigi bilindiginden, SgRNA2+ssODN?2 sistemi ile transfekte olmus tek hiicre
kiiltiirlerinin analizinden elde ettigimiz sonuglar, proliferatif olmayan tek hiicrelerin
wt p53 protein durumunu arastirmamiza neden oldu. Bu nedenle, SRNA2+ssODN2
sistemi ile transfekte olmus proliferatif olmayan tek bir hiicre durumundaki PC-3
hiicrelerinde wt p53 protein ekspresyonunun dogrulanmasi i¢in IF analizi kullanild.

Yapilan IF analizinde, proliferatif olmayan bu tek hiicrelerde wt p53 protein
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ekspresyonunu bulundu (Sekil 19 A, B, C, D). Elde edilen sonuglar, TP53 414delC
mutasyonunun CRISPR/Cas9 sistemi ile onarilmasinin kanser PC-3 hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigini gosterdi.

wt p53
boyamasi

Birlegik

Sekil 19. Prolifere olmayan tek hiicrelerde wt p53 proteininin immiinofloresan analizi.
A. Prolifere olmayan tek bir PC-3 hiicresinin 1s1k mikroskop goriintiisii. B. Prolifere
olmayan tek bir PC-3 hiicresinin DAPI goriintiisii. C. Prolifere olmayan tek bir PC-3
hiicresinin wt p53 antikor boyamasi. D. Prolifere olmayan tek bir PC-3 hiicresinin hem

DAPI hem de wt p53 antikor boyamasinin birlesik goriintiisii.

6.8 sgRNA2+ssODN2 SISTEMININ TRANSFEKTE EDILDIiGi PC-3
HUCRELERINDE APOPTOZIS ANALIZi

CRISPR/Cas9 sistemi ile gen diizenlemesi sonucu PC-3 hiicrelerinde p53
ekspresyonunun varligi hem kantitatif PZR hem de IF analizi ile dogrulandiktan sonra
SgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildigi hiicrelerde

flow sitometri yontemi ile wt p53 aracilikli apoptozis analizi yapildi. Herhangi bir
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DNA molekiilii ile hiicrelerin transfeksiyonu da belli bir derecede apoptozis siirecini
tetikleyebileceginden (Li ve ark. 1999), transfeksiyon islemi sirasinda meydana gelen
apoptozis degerlerini normalize edebilmek sgRNA2 aralayici dizisinin rehberlik ettigi
CRISPR/Cas9 sistemi ile birlikte deneyde negatif kontrol olarak ssODN3 tamir kalibi
kullanildi. sSSODN3, hedef genom sekansinda niikleotid degisimi yaratmayacak sekilde
tasarlanmig olup, diger ssODN'lerle ayni uzunluga sahiptir. Bu sekilde,
SgRNA2+ssODN3 ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinden elde edilen apoptozis
sonuglarina gore sgRNA2+ssODNI1 ve sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmis
hiicrelerden elde edilen apoptozis sonuglari normalize edilmesini saglayacak sekilde

apoptozis deneyi kuruldu (Sekil 20).
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Sekil 20. Kontrol PC-3 hiicrelerinde, SgRNA2 + ssODN3, sgRNA2 + ssODN1 ve
sgRNA2 + ssODN2 ile transfekte edilmis hiicrelerde piiromisin seleksiyonu

olmaksizin 48. ve 72. saatlerde apoptotik hiicre oranlarinin belirlenmesi.

Post-transfeksiyon ~ sonrasindaki ~ 48.  saatte = sgRNA2+ssODN1 ve
SgRNA2+ssODN?2 ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinden elde edilen normalize
apoptotik hiicre orani, kontrol hiicrelerine kiyasla (Sekil 20) anlamli farklilik

gostermistir  (p<0,0001). Post-transfeksiyon sonrasindaki  72. saatte ise
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SgRNA2+ssODNL1 ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinin normalize apoptotik hiicre
orani, kontrol hiicrelerine goére anlamli bir farklilik gostermezken (p>0,087),
SgRNA2+ssODN?2 ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinden elde edilen normalize
apoptotik hiicre orani, kontrol hiicrelerine kiyasla anlamli farklilik gostermistir
(p<0,0001) (Sekil 21).
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Sekil 21. Kontrol hiicreleri ile sgRNA2+ssSODN1 ve sgRNA2+ssODN2 ile transfekte
edilmis PC-3 hiicrelerinden 48. ve 72. saatte elde edilen normalize %apoptotik hiicre

oranit. Yildiz isareti gruplar arasindaki anlamli farklilig1 belirtir (*p<0,0001).
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7. TARTISMA

TP53 geni (17p13.1 kromozom bandi), apoptozis, hiicre dongiisiiniin durmasi ve
hiicresel yaslanmanin tetiklenmesi yoluyla tiimor biiyiimesini sinirlamak i¢in gerekli
olan p53 proteininin iiretiminden sorumludur (Chen 2016). Kanser tiirlerinin ¢ogu ise
disfonksiyonel TP53 geni ile iliskili olup, kanser veritabanindaki TP53 geni ile iliskili
26.000'den fazla somatik mutasyon bildirilmistir. Bu nedenle, bir¢ok kanser tedavisi
arastirmasi, farkli yaklasimlar kullanarak kanser tedavisi i¢in TP53 geni ve {irtinii p53
proteninin yeniden fonksiyonel hale getirilmesi lizerine kurgulanmistir (Janic ve ark.
2018). Bu sebeple, PC-3 prostat kanser hiicrelerinde CRISPR/Cas9 sistemi ile TP53
414delC mutasyonunun onarilarak TP53 genin yabanil forma doniismesini saglamak
ve bu onarimin olasi etkilerinin degerlendirilmesi bu ¢alismanin ana amaci olarak ele
alindi. TP53 geninin deneysel onarim mekanizmasinin ayrintili tasarimini gosteren bir
sema ise Sekil 22'de sunulmustur. Tamir kaliplarinin hiicrelere transfeksiyonu
nedeniyle meydana gelecek olan toksik etkiyi azaltmak ve konak genoma
entegrasyonunu engellemek amaciyla bu ¢alismada tamir kalibr olarak ¢ift iplikli bir
tamir kalib1 yerine tek iplikli ssODN’ler kullanildi (Song ve Stieger 2017). Bu nedenle,
hedef bolgede ¢ift iplik kirik olusumunu saglayan en etkili sgRNA aralayici dizisini
belirledikten sonra, PC-3 hiicrelerine TP53 gen bolgesinin 414delC mutasyonunu
icermeyen 80 niikleotidlik bolgesi ssODN seklinde tamir kalibi olarak transfekte
edildi. PC-3 hiicrelerinde TP53 414delC mutasyonu sonucu delesyona ugrayan C
niikleotidinin ssODN’ler araciligiyla PC-3 hiicrelerine transfeksiyonu ve bunlarin
HDR aracilikli tamir mekanizmasinda kullanilmasi, sadece mutasyonun onarimina
neden olmakla kalmaz, ayn1i zamanda, tamir edilen TP53 414delC mutasyon
bolgesinde CRISPR/Cas9 sisteminin yeniden DSB olusturmasini dnleyen, SQRNA2
aralayici dizisinin hedef baglanma bolgesinde, bir rehber-blokaj mutasyonuna neden
olur. Ote yandan, HDR aracilikli tamir etkinliginin daha fazla arttirilmasi i¢in SgRNA2
aralayici dizisine komplementer hedef niikleotid dizisinde ssODN’ler araciligiyla
ikinci bir rehber-blokaj mutasyonu meydana getirildi. Meydana getirilen bu mutasyon,

kodlanan amino asit sekansint degistirmeden hiicre genomunda adenin (A) > guanin
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(G) niikleotid degisimine, yani A>G knock-in’ine neden olur. Bdylece, sgRNA2
aralayict1 dizi ile PC-3 hiicre genomundaki hedef niikleotid dizi arasinda
komplementerlik durumu azaltilarak bu bolgede CRISPR/Cas9 sisteminin tekrardan
DSB olusumunu saglamast minimize edildi. Bu nedenle ¢alismada, HDR aracilikli
tamir yolaginda kullanilmak {izere hiicrelere sgRNA2 aralayict dizisinin rehberlik
yaptigt CRISPR/Cas9 sistemi ile SSODN1 (sgRNA2+ssODN1) ve yine sgRNA2
aralayict  dizisinin rehberlik yaptigt CRISPR/Cas9 sistemi ile ssODN2
(sgRNA2+ssODN2) transfekte edildi. ssODN1 tamir kalib1 canli genomunda kalip
iplik tamir kalib1 olarak kullanilirken, ssODN2 tamir kalib1 canli genomunda kalip

olmayan iplik tamir kalib1 olarak kullanildi.

TP53 414delC mutasyonunu TP53 414delC mutasyonu
cevreleyen bélge
5 . _AGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGC

FEEEETEE e e e e e e e ee e b e e e e e e e e e e e e e e e el

3 _TCATGAGGGGACGGGAGTTGTTCTACAAAACGGTTGACCGITTCTGGACGGGACACGTCGACACCCAACTAAGGTGTGGG...S

\ 4

AAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCC...3'

]

Cas9

1111 4 sgRNA2

AG
AUAGC UUAAAAUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUG
A

& 1 P shihibhe
GAUCGAGAUUUUGUGACCGUUCUGGACGGGACA-5'

[ LR LEETLTIEL T
AACAAGATGTTTTGACTGG(‘AAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCC 3
Il

wn

cTC
HIIIIIIHIIl||H||||||H|I|||| FEEEIEE e e rrrertd
..CATGAGGGGACGGGAGTTGTTCTACAAAACEGT|TGACCGTTCTGGACGGGACACGTCGACACCCAACTAAGGTGTGGG. .S

PAM
DSB noktasi

w

kalip olmayan iplik
ssODN2 tamir kalibi

3 T*C*A*TGAGGGGACGGGAGTTGTTCTACAAAACGGTC GACCGGTTCTGGACGGGACACGTCGACACCCAACTAAGGTGTG G*G*5"

kalip olmayan iplik
5. AGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACT GGC|AAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCC...3'
FEETEEEE e e et e e e e re e e et PEHfErrrrr e e e rrrerer et

--TCATGAGGGGACGGGAGTTGTTCTACAAAACGGTTGA CCGITTCTGGACGGGACACGTCGACACCCAACTAAGGTGTGGG...S'

w

kalip iplik
5" A*G*T*ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAGCTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACAC*C*C* 3’
ssODN1 kalip iplik
tamir kalibi
ikinci rehber-blokaj delesyona ugramig (TP53 414delC mutasyon tamirine ve
mutasyonu C niikleotid insersiyonu rehber-blokaj mutasyonuna neden olur)
o CCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAGCTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCC...3'
|I||II|||I||I||||||[|||l|||]|||||| IIIII|||]||||||I|||||||I|I||||II||||||||||]||
2 TGAGGGGACGGGAGTTGTTCTACAAAACGGTCGACCGGTTCTGGACGGGACACGTCGACACCCAACTAAGGTGTGGG..

TP53 414delC mutasyonunun HDR aracilikh tamiri

Sekil 22. Bu calismada TP53 414delC mutasyonunu onarmak i¢in kullanilmasi
planlanan deney ortamimimn sematik goriinimii. Hedef TP53 414delC bolgesi,
CRISPR/Cas9 sistemi ile ayrildi ve daha sonra boliinmiis bolge, tamir sablonlari olarak
ssODN'ler kullanilarak hiicrelerin homolojisine yonelik onarim sistemi ile onarildi.
sSODN'lerin fosforotiyat tarafindan modifiye edilmis uglari, y1ldiz isaretiyle belirtildi
().
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PC-3 prostat kanser hiicrelerinde TP53 414delC mutasyonu basarili bir sekilde
SgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin onciiliik ettigi HDR aracilikli
tamir mekanizmasi aracilityla %19,95 ve %26,0 oraninda tamir edilmistir. Yapilmis
olan diger ¢aligmalarda ise HDR aracilikli mutasyon diizeltme oranlarinin, sgRNA
aralayici dizisinin baglanma bolgesinde herhangi bir rehber-blokaj1 veya PAM-blokaji
yapilmadigi takdirde, %3, %8 ve %10 olarak gergeklestigi goriilmiistiir (Bialk ve ark.
2011; Aird ve ark. 2018). Bu galismada ise, TP53 414delC mutasyonunun bu denli
yiiksek oranda tamirinin gerceklesmesi sgRNA2 aralayici dizisinin baglanma
bolgesinde HDR aracilikli tamir sonrast 2 farkli rehber-blokaj mutasyonunun

gergeklestirilmis olmasina baghdir.

Ayrica, HDR aracilikli tamirin ilk adimlarinda PC-3 hiicrelerinde TP53 genindeki
TP53 414delC mutasyonu heniiz tamir olmadigindan yani TP53 geni inaktif
oldugundan, hiicrede Cas9 enziminin neden oldugu cift iplik kiriklarina karst p53
aracilikli toksik hasar cevabi olusmamis ve bu sayede arzu edilen niikleotid dizisine
sahip HDR aracilikli tamir yapilmis hiicre sayisinda artis gézlemlenmistir. Yapilan
diger calismalarda da bu ¢alismayla benzer sekilde, tamir kalib1 olarak kalip olmayan
DNA ipligine komplementer bir ssODN (sSODN2) kullanildiginda HDR aracilikli
tamir mekanizmasinin % verimliliginin daha fazla oldugu goriilmistiir (Bialk ve ark.

2011; Prykhozhij ve ark. 2018).

PC-3 hiicrelerinde mutasyona ugramis TP53 geninin dogru diizenlenmesinin bir
isareti olarak, tamir edilen TP53 geninin Wt ekspresyon iiriinlerini mMRNA ve protein
seviyesinde bulduk. inaktif TP53 geninin sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2
sistemleri tarafindan tamir edilerek tekrar aktive edilmesinin bir sonucu olarak, wt p53
ekspresyonunun 48 saat sonunda PC-3 prostat kanser hiicrelerini kontrol hiicrelerine
gore apoptozise siriikledigi goriilmistiir (p<0,001). Bununla birlikte, CRISPR/Cas9
ve ssODN sistemleri ile 72 saatlik transfeksiyon sonrasi kontrol hiicrelerine kiyasla
apoptotik hiicre oranindaki anlamli farkin (p<0,001) sadece sgRNA2+ssODN2 sistemi
ile transfekte edilmis PC-3 hiicrelerinde goriilmesinin nedeni olarak, TP53 414delC
mutasyonunun sgRNA2+ssODNZ2 sistemi ile daha fazla verimle tamir edilmesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Ayrica, PC-3 hiicrelerinin tek hiicre kiiltiiriiniin 21
glinliik siiresi sonunda dahi hiicre dongiisiiniin tutulu halde kaldig1 bir ¢cok prolifere

olmamis ve de wt p53 protein ekspresyonu IF analizi ile dogrulanmis tek hiicre
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formunda PC-3 hiicreleri gézlemlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gore, PC-3 prostat
kanser hiicrelerinde mutant halde bulunan tek bir TP53 gen allelinin (diger TP53 gen
alleli delesyona ugramistir) bile tamir edilip aktive olmasinin, hiicrelerin apoptozise
stirtiklenmesi veya hiicre dongiisiinde tutulu kalmasi i¢in yeterli oldugu goriilmiistiir.
Tim bunlarla birlikte, TP53 geni araciligiyla PC-3 hiicrelerinde tetiklenen p53
ekspresyonu ve dolayisiyla apoptotozis orant hiicrelerde gerceklesen HDR
verimliliginin arttirilmasi yoluyla yiikseltilebilir. Bu baglamda, genoma entegrasyonu
kaldirilmis mutant lentiviriislerin veya adeno-iliskili viriislerin PC-3 hiicrelerinde
vektor olarak kullanilmast HDR verimliligini arttirabilir, ayn1 zamanda bu viriislerin
yine CRISPR/Cas9 sistemlerinin hiicrelere aktariminda kullanilmasi bizlere in vivo
olarak mutant TP53 genin tamirini miimkiin kilar (Wang ve ark. 2007; Nishiyama ve
ark. 2017). Tim bunlarin yaninda ise in vivo arasgtirmalar i¢cin CRISPR/Cas9
araciligiyla mutant TP53 geninin tamirinde bazi iyilestirmelere hala ihtiya¢ vardir.
Ciinkii saglikli hiicrelere CRISPR/Cas9 sisteminin kanser tedavisi i¢in viral bir
vektorle teslim edilmesi, CRISPR/Cas9 sisteminin hedef disi etkisine bagli olarak
hedeflenen niikleotid dizisine benzer niikleotid dizilerinde DSB'lerin olusumuna yol
acabilme ihtimali vardir ve bu durum in vivo arastirmalar i¢in biiyiik bir problemdir
(Sternberg ve Doudna 2015). Bu durum ise, Cas9 geninin ekspresyonunda timor-
secilimli survivin genine ait promotorun kullanilmasi yoluyla asilabilir (Chira ve ark.
2018). Survivin geni eriskin bireye ait normal hiicrelerde ¢ok azalmis sekilde eksprese
olur iken tiimor hiicrelerinde asir1 eksprese olmaktadir (Groner ve Weiss 2014). Bir
diger iyilestirme ise, CRISPR/Cas9 sisteminin kullaniminda iki farkli sgRNA aralayici
dizisinin ayn1 anda kullanimi olabilir. Aralayici dizilerden biri MDM2 geninin, birgok
timor hiicre tipinde p53 proteininin degredasyonunu kontrol eder, ekspresyonunu
engellemek i¢in kullanilirken, diger aralayici dizi mutant TP53 geninin tamirinde
kullanilabilir. Bununla birlikte, iki farkli sgRNA aralayici dizisinin kullanilmasiyla
mutant TP53 geninin, komsu niikleotid dizilerinin hedeflenmesiyle, tam bir
fonksiyonel TP53 gen kopyasiyla degisimide saglanabilir (Zhou ve ark. 2014). Genel
olarak, CRISPR/Cas niikleazlarimin gelistirilmesi i¢in arastirmalar halen devam
etmektedir, Casl2 ve CasX gibi hedef disi DSB etkisinin ve fiziksel boyutlarinin
azaltilmasi i¢in yapilan caligmalar ise bizlere kanser tedavisi igin yeni arastirma

perspektifleri sunmaya devam etmektedir (Strohkendl ve ark. 2018; Liu ve ark. 2019).
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8. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu calismada, PC-3 hiicrelerinde TP53 414delC mutasyonunun
onarimi i¢in CRISPR/Cas9 sistemi basariyla kullandi ve bu onarimin bir sonucu

olarak, PC-3 hiicrelerinin proliferasyonu engellendi ve apoptozise siiriiklendi.
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Abstract

Prostate cancer is a common health problem among men worldwide and most of these prostate cancer cases are related 10
a dysfunctional mutant Tumor Protein p53 (TPS3) gene. However, the CRISPR/Cas9 system can be used for repairing of a
dysfunctional mutant TP53 gene in combination with donor single-stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) via cells’ own
homology-directed repair (HDR) mechanism. In this study, we aimed to evaluate the CRISPR/Cas9 repairing efficiency on
TP53 414delC (p.K139fs*3 1) null mutation, located in the TPS3 gene, of human prostate cancer cell line PC-3 in combination
with ssSODNs. According to the next-generation sequencing results, TP53 414delC mutation was repaired with an efficiency
0f 19.95% and 26.0% at the TPS3 414delC position with ssODN1 and ssODN2 accompanied by sgRNA2 guided CRISPR/
Cas9, respectively. Besides, gPCR and immunofluorescence analysis showed that PC-3 cells, the TP33 414delC mutation
of which were repaired. expressed wild type p33 again. Also, significantly increased number of apoptotic cells, driven by
the repaired TPS3 gene were detected compared to the control cells by flow cytometry analysis. As a result, seRNA2 guided
CRISPR/Cas9 system accompanied by ssODN was shown to cffectively repair the TP33 414delC gene region and inhibit
the cell proliferation of PC-3 cells. Therefore. the effects of the TP33 414delC mutation repairment in PC-3 cells will be
investigated in the in vivo models for tumor clearance analysis in the near future.
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Introduction most common type of cancer-related mutations found in at

least 50% of all human cancer cell type. Most of the human

Prostate cancer is the third most common form of cancer
type and the most commonly diagnosed male malignant

tmor in Europe [ 1]. On the other hand, the development of

cancer disease is driven by the genetic and epigenetic altera-
tions on the structure and function of the genome. These
alterations can be different according to the cancer cell and
tissue type. Hence. the progression of each cancer cell type
can vary substantially due to their behavior and response
Lo treatment [2, 3]. However, among these genetic altera-
tions. Tumor Protein p53 (TP53) gene mutations are the
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prostate cancer cases and cell lines derived from these cases
related to the dysfunctional TP53 gene mutations. These
mutations on TP33 gene result in impairment or loss of p53
function, which is responsible for transcriptional activation
of apoptosis, cell cycle arrest, DNA repair, and senescence-
related genes. Hence, many studies have set out to the clear-
ance of the tumor tissue by restoring the lost function of
p33 in cancer [4, 5]. These include the introduction of the
wild-type form of TPS3 with gene therapy, reactivation of
mutant pS3 to the wild-type form and elimination of mutant
p33 [6-9]. For this reason, many of the contemporary can-
cer therapy strategies are based on the concept of restora-
tion of p53. So far these undertaken strategies aim to repair
the defects in the p33 pathway that ure caused by somatic
genetic mutations or alterations in the genome which are
cither selected for or acquired during carcinogenesis.

The recent advances in genome engineering enable us to

introduce specific genomic modifications in human genome
and one of these new techniques is called CRISPR/CasY.
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