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Tezin Başlığı: PC-3 PROSTAT KANSER HÜCRE HATTINDA MUTANT TP53 

GENİNİN CRISPR-Cas9 ARACILIKLI RESTORASYONU 

Öğrencinin Adı: MUHAMMET BURAK BATIR 

Danışmanı: PROF.DR. F. SIRRI ÇAM 

Anabilim Dalı: TIBBİ BİYOLOJİ 

 

1. ÖZET 

 

Amaç: Prostat kanseri, dünya çapında erkekler arasında yaygın bir sağlık sorunudur 

ve bu prostat kanseri vakalarının çoğu, disfonksiyonel mutant Tümör Protein P53 

(TP53) geni ile ilişkilidir. Bununla birlikte, disfonksiyonel mutant TP53 geni 

CRISPR/Cas9 sistemi ve tek iplikli oligodeoksinükleotid tamir kalıbı (ssODN) 

yardımıyla hücrelerin sahip olduğu homoloji aracılıklı tamir mekanizması aracılığıyla 

tamir edilebilir. Bu çalışmada, insan kanser PC-3 hücre hattı TP53 gen bölgesi 

üzerinde bulunan TP53 414delC (p.K139fs*31) null mutasyonunun CRISPR/Cas9 

sistemi ve donör tek iplikli oligodeoksinükleotid yardımıyla tamir verimliliğinin 

incelenmesi amaçlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Bu çalışmada iskelet yapısında CRISPR/Cas9 sistemini taşıyan 

px459V2.0 plazmidi ve iki farklı tamir kalıbı kullanılmıştır. CRISPR/Cas9 sistemiyle 

düzenlenen TP53 gen bölgesi yeni nesil sekans (YNS) sistemi ile analiz edilmiştir. 

Düzenlenmiş PC-3 hücrelerinde p53 ekspresyonunun varlığının tespiti için RT-qPCR 

ve immünofloresan (IF) analizi yapılmıştır. Ayrıca, TP53 gen düzenlemesine bağlı 

olarak apoptotik hücrelerin tespiti için flow sitometri analizi yapılmıştır. 

Bulgular: YNS sonuçlarına göre, sgRNA2 rehberliğindeki CRISPR/Cas9 sistemine 

eşlik eden iki ayrı ssOND1 ve ssODN2 varlığında TP53 414delC mutasyonu sırası ile 

%19,95 ve %26,0 oranında tamir edilmiştir. RT-qPCR ve IF analizleri TP53 414delC 

mutasyonunun tamir olduğu PC-3 hücrelerinde p53 ekspresyonunu göstermiş ve 

ayrıca, yapılan flow sitometri analizi apoptotik hücre oranında belirgin bir artış 

olduğunu göstermiştir. 

Sonuçlar: Sonuç olarak, CRISPR/Cas9 sistemi aracılığıyla TP53 414delC 

mutasyonunun başarılı olarak tamir edildiği görülmüştür. 

 

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-qPCR 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-

qPCR 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.
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

Prostat kanseri erkeklerde dünya çapında görülen sağlık sorunlarından biridir ve 

kanser progresyonu boyunca sıklıkla Tümör Protein P53 (TP53) geninde mutasyonlar 

meydana gelmektedir (Zhang ve ark. 2003). TP53 geni hücrede apoptozis, hücre 

döngüsü ve DNA tamirinin transkripsiyonel aktivasyonundan sorumludur. p53 

proteini ise hücrede TP53 geni tarafından eksprese edilir ve kanser hücrelerinde 

çoğunlukla inaktif formda ya da ekspresyonu gerçekleşmeyen null durumunda 

bulunur. Prostat kanserinde ise TP53 geni üzerinde meydana gelen 414delC 

(p.K139fs*31) mutasyonu, yani 414. sitozin nükleotid delesyonu, belirgin bir şekilde 

kanser hastalığının progresyonu ve metastazı ile ilişkili haldedir (Zacharias ve ark. 

2011). Bu mutasyon TP53 geninde erken bir stop kodonunun oluşumuna yol açarak 

TP53 geninin ekspresyonunu engeller. Dolayısıyla, PC-3 hücrelerinde TP53 geni 

etkisiz null bir durumda bulunur (Shenk ve ark. 2001). 

 

 Son yıllarda ise özellikle DNA dizilerine spesifik programlanabilir 

endoknükleazların kullanımı DNA üzerinde çeşitli değişimlerin yani gen 

düzenlenmesinin meydana getirilebilmesi amacıyla kullanılmaktadır (Ding ve ark. 

2013; Bialk ve ark. 2011). Bu endonükleazlardan biri de RNA-rehberli düzenli 

aralıklarla bölünmüş palindromik tekrar kümeleri ilişkili-Cas9 (CRISPR-Cas9) 

nükleaz sistemidir (Cong ve ark. 2013; Mali ve ark. 2013). Cas9 enzimi gen 

düzenlenmesinde canlı genom DNA’sı üzerinde double-strand break (DSB) yani çift 

iplik kırıkları meydana getirerek aracı olur. DNA üzerinde Cas9 aracılıklı çift iplik 

kırılması sonrası ilgili bölge hücrede iki ana yolak tarafından tamir edilir: (1) “non-

homologous end-joining” (NHEJ) yani homolog olmayan uç birleştirme veya (2) 

“homology-directed repair” (HDR) yani homoloji yönelimli tamir. Hücrede kırılan 

DNA bölgesinin tamiri için gerekli olan bölgeye özgü homolog bir tamir kalıbı yani 

donör single-stranded oligodeoxynucleotide (ssODN) olmadığı durumlarda hücrede 

çoğunlukla NHEJ tamir mekanizması kullanılır. Fakat, bu durumda homolog bir tamir 

gerçekleşmediğinden tamir edilen bölgede bulunan DNA dizisinde insersiyon, 
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delesyon mutasyonları gözlemlenebilir (Urnov ve ark. 2010; Hsu ve Zhang 2012). 

Tamir kalıbının bulunduğu durumlarda ise DSB bölgesi HDR mekanizmasıyla tamir 

edilir. Bu durumda kullanılan tamir kalıbının içerdiği nükleotid dizisine göre DSB 

bölgesi hücrede tamir edilir (Aird ve ark. 2018). Bu şekilde, HDR tamir 

mekanizmasının hücrede kullanılması bize canlı genom DNA’sı üzerinde kontrollü tek 

nokta mutasyonu, insersiyon veya delesyon meydana getirmemize olanak sağlar 

(Kocher ve ark. 2017). 

 

Bu projede tüm bu literatür verilerine bağlı olarak PC-3 prostat kanser hücre 

hattında TP53 geni üzerinde ki 414delC mutasyonunun HDR tamir mekanizması ile 

ne derecede tamir edilebildiği ve olası tamirin PC-3 hücre karakteri üzerine ne gibi 

etkilerinin olabileceği incelenmiştir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

4.1 KANSER 

 

Kanser, normal hücresel ve çevresel kontrollerden kurtulmayı sağlayan, giderek 

artan genetik anomalilerin ve epigenetik değişimlerin neden olduğu karmaşık bir 

hastalıktır (Fouad ve Aanei 2017). Kanser, hastalığın bu karmaşıklığına bağlı olarak, 

dünya genelinde meydana gelen ölümlerin %14,4’üne neden olmaktadır (Bray ve ark. 

2018). Ayrıca, kontrolsüz olarak çoğalan kanser hücreleri bulundukları primer tümör 

dokulardan, çevre doku ve organlara kan veya lenfatik sistem aracılığıyla yayılarak 

sekonder tümör dokuları (metastaz) meydana getirebilirler (Fidler 1989; Rusciano ve 

Burger 1992). Şekil 1 ve 2’de gösterildiği üzere, epitel hücrelerinde kanser 

oluşumunda ilk adım kazara hücrede genetik bir mutasyonun meydana gelmesidir 

(Potter ve ark. 2018). Bu şekilde genetik mutasyona uğramış ilk hücrede mutasyon 

oranının artması ise beraberinde farklılaşmayı ve proliferasyonu meydana getirir 

(Şekil 1) (Yamada ve Yamada 2018). Kanserleşme iki geniş gen ailesi olan proto-

onkogenler (Ras, Raf, Src ve Myc genleri gibi) ve tümör baskılayıcı genler (TP53, 

ATM/ATR, PTEN genleri gibi) grubundaki mutasyonlarla ilişkilidir (Lee 1989; 

Muthuswamy ve ark. 1994; Tang ve ark. 2000; Leslie ve Downes 2004; Liu ve ark. 

2005; Chen 2016). İlerleyen adımlarda ise mutasyona uğramış hücre sayısında artış 

(hiperplazi), çoğalan hücrelerde ki artan mutasyon oranına bağlı olarak hücrelerde 

fenotipik değişim (displazi), tedavi edilmediği durumda hücrelerin, çevre dokulara 

kesin olarak yayılma ihtimalinin bulunduğu, gelişim sinyallerine gerek duymadığı, 

gelişim inhibitörlerine karşı duyarsız olduğu erken evre kanser tümör formuna 

kavuşması (in situ karsinom) ve son olarak hücrelerin malignant tümör formuna 

kavuşarak çevre dokulara metastaz olması (invaziv karsinom) gerçekleşir. Bu şekilde 

ki malign tümörler kanser olarak tanımlanmaktadır. 
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Şekil 1. Klonal gelişim. Tekrarlayan mutasyon oluşumu ve çoğalma sonunda, tek bir 

hücreden malignant kanser hücre kolonisi meydana gelir. 

 

 

 

Şekil 2. Normal bir hücreden metastatik tümör oluşuma doğru adımlar. 

 

Genetik mutasyona uğramış anormal hücre içinde bulunduğu dokudaki komşu 

hücrelerden daha fazla çoğalmadığı sürece çok zararlı değildir, fakat, anormal 
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hücrenin çoğalması kontrolden çıktığında neoplastik evreye girerek (gelişim 

sinyallerine gerek duymadığı, gelişim inhibitörlerine karşı duyarsız olduğu), sürekli 

büyüyen anormal hücrelerden meydana gelen bir tümör kitlesinin oluşumuna yol açar. 

Bu evrede, kitleye cerrahi müdahale yoluyla tedavi sağlanabilir. Tümör kitlesinin 

çevre dokuya yayılabilme yeteneğini kazandığı duruma “malignansi” denirken, kanser 

hücresinin kan damarı veya lenfatik sistem aracılığıyla çevre dokulara yayılarak 

sekonder tümör kitleleri oluşturmasına ise “metastaz” adı verilmektedir. Ayrıca, 

kanser dokuları oluştukları hücre ve doku tipine göre sınıflandırılmaktadırlar. Genel 

olarak insan kanserlerinin çoğunluğunu oluşturan  ve epitel hücrelerinden oluşan 

tümörler “karsinoma” olarak adlandırılırken, kas, kemik veya bağ dokudan oluşan 

solid tümörlere ise “sarkoma” adı verilmektedir. Yukarıda bahsi geçen kanser 

formlarına uymayan ve hemopoietik hücrelerden oluşan kanser durumuna ise “lösemi” 

(kemik iliğinde lökositlerlerden oluşur)  ya da “lenfoma” (lenf nodunda lökositlerden 

oluşur) adını alır (Lodish ve ark 2011). 

 

4.2 PROSTAT KANSERİ 

 

Prostat bezi, erkek üreme sistemindeki üç salgı bezinden biri olup, seminal sıvı 

üretiminden sorumludur. Kestane büyüklüğündeki bez, mesanenin altında bulunur ve 

üretrayı çevreler (Şekil 3). Küçük kanallar, salgı bezini doğrudan idrar yoluna ileterek 

sperm koruyucusu olan seminal sıvının boşalmasını sağlar (Prscott ve ark. 1998).  

 

 

 

Şekil 3. Erkek üriner sistem ve prostatın anatomik yapısı (www.true.org.au/Health-

information/mens-health, Erişim tarihi: 10 Nisan 2019) 
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Prostatik kanalı oluşturan normal prostat epitelyumu 4 farklı türde hücreden 

meydana gelir, bunlar; bazal hücreler, luminal hücreler, bazal kök hücreler ve 

nöroendokrin hücrelerdir (Şekil 4) (Josson ve ark. 2010). Prostat bezinde sekresyonu 

sağlayan luminal hücrelerin doğru ekzokrin işlevselliği androjen hormonu aracılığıyla 

düzenlenir ve bu hücreler aynı zamanda prostat spesifik antijen (PSA) üretiminden 

sorumludur (Liu ve ark. 1997). Androjen reseptörü (AR) eksprese etmeyen AR-negatif 

bazal hücreler ise östrojen veya progesteron gibi diğer steroid hormonları tanıyan 

reseptörleri eksprese ederler. AR-negatif bazal kök hücreler ise, P63 bazal hücre 

spesifik protein eksprese etmeleri ile tanımlanırlar ve prostat gelişimi için gerekli olan 

tüm hücreler proliferatif bazal kök hücrelerinden farklılaşırlar (Huang ve ark. 2015; 

Zhang ve ark. 2016). AR-negatif epiteliyal nöroendokrin hücreler ise sekretuar sisteme 

dahil olmayıp, bez dinamiğini kontrol ederler (Bonkhoff 1998). 

 

 

 

Şekil 4. Prostat bez kanalı ve kanalı çevreleyen epiteliyal prostat hücre tipleri (Zhang 

ve ark. 2016) 

 

Prostat kanseri, prostat hücrelerinin çoğalma ve ölüm oranındaki dengenin 

bozulması sonucu bez hacminin malign büyümesiyle meydana gelir. Erkek bireylerde 

görülme sıklığı ise yaş bağlantılı olarak artmakta ve özellikle 65 yaş üstü bireylerde 

görülmesi sıklığı artmaktadır (Patel ve Klein 2009). Prostatik adenokarsinoma yani 

prostat kanseri Avrupa’da en çok görülen üçüncü, erkeklerde ise en çok teşhisi konulan 

kanser formudur (Ferlay ve ark. 2013). Hastaların çoğunda, hastalığın erken 

evrelerinde semptomlar yoktur, ancak ileri evreler sıklıkla prostatın fizyolojik 

fonksiyonlarını etkiler ve pelvik bölgede ağrıların eşlik ettiği çeşitli erektil ve idrar 
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fonksiyon bozukluklarına neden olur (Kgatle ve ark. 2016). Prostatik adenokarsinoma, 

yukarıda bahsi geçen mutasyona uğramış olan sekresyon özelliğine sahip AR pozitif 

epiteliyal hücrelerden gelişir. Meydana gelen bu mutasyonlar ise  tümör baskılayıcı ve 

proto-onkogen  ailesinde yer alan genlerin ekspresyonunda düzensizliğe yol açarak 

prostat kanserinin gelişimini başlatır ve bu mutasyonlardan malign tümör gelişimi ile 

en çok ilişkilendirileni ise tümör baskılayıcı gen ailesinde bulunan “Tümör protein 

P53” (TP53) geni üzerinde meydana gelen mutasyonlardır (Josson ve ark. 2010).  

 

4.3 TP53 GENİ ve PROTEİN ÜRÜNÜ p53 

 

1970'li ve 80'li yıllarda, birçok kanser araştırmacısının odak noktası olduğu tümör 

virüsleri ve onkogenler üzerine yapılan çalışmaların çoğunda, birçok tümörde aşırı 

eksprese edilen hücresel bir proteinin varlığını bildirmiştir. Yaklaşık olarak 53 kDa 

moleküler ağırlığa sahip olan ve 17. kromozomun p kolu üzerindeki TP53 geninden 

eksprese olan bu protein ise “p53” (p53 proteini) olarak adlandırılmıştır. Yapılan bu 

çalışmalarda p53 proteinin, onkojenik tümör virüslerinden olan simian virüs 40 

(SV40) tarafından ekspresyonu sağlanan large-T onkoproteini, insan papillomavirüs 

E6 proteini ve adenovirüs E1B proteini ile kompleks oluşturdukları gözlemlenmiş ve 

bu yüzdende ilk başta p53 proteininin onkojenik özelliğe sahip olduğunu 

düşünmüşlerdir (Lane ve Crawford 1979; Roth ve Dobbelstein 2003; Travé ve Zanier 

2016). Fakat, daha sonraları yapılan çalışmalarda p53 proteinin tıpkı Retinoblastoma 

proteini gibi onkojenik virüs proteinlerinin hedefi olduğu ve bu şekilde onkojenik virüs 

proteinleri ile kompleks oluşturarak inaktive olduğu anlaşılmıştır. Ayrıca, Li-

Fraumeni sendromu gibi TP53 geninin kalıtsal mutasyonlarına sahip bireylerde farklı 

kanser türlerinin gelişebildiği görülmüştür. TP53 geninin asıl olarak tümör baskılayıcı 

fonksiyonu olduğunun onaylanması, TP53 geni knock-out edilmiş mutant farelerde 

tümör gelişimi sıklığının yabanıl TP53 genine sahip bireylere göre çok daha fazla 

olduğu gözlemlenmesi ile gerçekleşmiştir (Baker ve ark. 1990; Donehower ve ark. 

1992; Malkin ve ark. 1993). 

 

4.4 p53’ÜN TÜMÖR BASKILAYICI FONKSİYONU 

 

Normal hücrelerde p53 seviyesi ana inhibitörü olan Mouse double minute 2 

(Mdm2) ile sıkı bir şekilde kontrol edilir. Mdm2, p53 tümör baskılayıcı proteininin 
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negatif regülatörüdür. Mdm2’nin p53 üzerinde iki esas rolü vardır. Bunlardan birincisi 

Mdm2, E3 ubikutin ligaz özelliği ile p53’ü N-terminal trans-activation domain (TAD) 

bölgesinden tanıyarak ubikutinler ve ikinci olarak ise hali hazırda bazal seviyede 

eksprese olan p53 proteinine bağlanarak etkisini inhibe eder. Hücrenin genomik 

bütünlüğünü bozan onkogen aktivasyonu, DNA hasarı, hipoksi ve besin yoksunluğu 

gibi stres durumları inaktif durumdaki p53 proteinini aktive eder. Hücrede DNA 

hasarının meydana gelmesi durumunda, bu hasarı tanıyan Ataxia telangiectasia 

mutated (ATM) ve Ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR) protein kinazları 

sırasıyla Checkpoint kinase 1 (Chk1) ve Checkpoint kinase 2 (Chk2) hücre döngüsü 

kontrol noktası kinazlarını fosforilleyerek aktive ederler. Aktive olan Chk 1/2 kinazları 

ise p53 proteinini N-terminal bölgesindeki serin 15, 20, 33, 46 ve treonin 18 

bölgelerinden fosforille ederek Mdm2 aracılıklı protein degredasyonundan korur. 

Böylece stabil hale gelen ve bir transkripsiyon faktörü olan p53 proteini, hücre 

döngüsünü siklin bağımlı kinaz inhibitörü olan p21 proteinin ekspresyonunu arttırarak 

durdurur. Hücredeki DNA hasarının tamir edilemez olduğu durumlarda ise p53 

proteini Bcl-2 ailesine üye P53-Upregulated Modulator Of Apoptosis (PUMA) ve 

PMA-Induced Protein 1 (NOXA) proteinlerinin transkripsiyonunu sağlar. PUMA ve 

NOXA ise daha sonra Bax proteinlerinin ekspresyonunu sağlar ve Bax proteinleri ise 

mitokondriden sitokrom C salınımına neden olarak kaspaz-9 ve kaspaz-3 aracılığıyla 

hücrenin apoptoza girmesini sağlar. Ayrıca, hücrede Ras, Myc ve E1A gibi 

onkogenlerin ekspresyonlarının aşırı artması sonucu p14ARF, Mdm2 proteinine 

bağlanarak p53’ün stabil hale gelmesini sağlar ve hücre yine kaspaz-9 ve kaspaz-3 

aracılığıyla apoptoza girer (Şekil 5). 
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Şekil 5. p53 sinyal yolağı 

 

4.5 CRISPR/Cas9 

 

Bakteri ve arkelerde yabancı virüs veya bakteriyofajlara karşı kazanılmış 

bağışıklık sisteminin temelini oluşturan Clustered regularly interspaced palindromic 

repeats (CRISPR) yani düzenli aralıklarla bölünmüş palindromik tekrar dizileri, 21-48 

baz çifti (bp) uzunluğunda olup her bir tekrar arasında 26-72 nükleotidlik “aralayıcı” 

DNA bölgeleri bulunmaktadır. Bu CRISPR dizilerinin hemen bitişiğindeki DNA 

bölgelerinde ise CRISPR-ilişkili endonükleaz özelliğine sahip Cas9 enzimininde 

bulunduğu cas genleri bulunmaktadır (Haft ve ark. 2005; Barrangou ve ark. 2007). 

CRISPR/Cas9 sistemi bakterilerde genomik yapıyı enfektif virüs veya  

bakteriyofajlara karşı  3 aşamalı bir şekilde korur. Birinci aşamada, enfektif yapının 

bakterideki ilk istilası sonunda, enfektif yapıya ait genetik materyal fragmanları konak 

bakteriye ait CRISPR bölgelerinin arasına “aralıyıcı” olarak ilave edilir. İkinci 

aşamada, bakteride aynı enfektif yapı istalısının tekrarlanması CRISPR bölgesinin 

transkribe olmasına neden olur. Bu aşamada primer transkript olgun CRISPR RNA 

(crRNA) oluncaya kadar işlenir. Üçüncü aşamada, olgun crRNA'lar bir iskele vazifesi 

gören kodlamayan trans-aktive edici crRNA (noncoding trans-activating crRNA-

tracrRNA) ile hibridize olarak Cas9 proteinleri ile kompleks oluşturur ve Cas9 

enzimlerini istilacı DNA veya RNA'nın hedef dizisine komplementer olan nükleotid 
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dizi bölgesine yönlendirir. Aralayıcı crRNA ise istilacı DNA veya RNA dizisi ile 

eşleştiğinde Cas9 enzimi aktive olur ve yabancı DNA veya RNA’da kırıklar meydana 

getirerek tahribata neden olur (Barrangou ve Marraffini 2014) (Şekil 6). 

 

 

 

Şekil 6. CRISPR-Cas bağışıklığının kilit basamakları. 1) Adaptasyon: Yeni 

aralayıcıların CRISPR lokus bölgesine yerleştirilmesi. 2) İfade: CRISPR lokusunun 

transkripsiyonu ve CRISPR RNA'sının işlenmesi. 3) İnterferens: Mobil genetik 

elementlerin CRISPR RNA ve Cas proteini ile tespiti ve degredasyonu (Rath ve ark. 

2015). 

 

4.6 CRISPR/Cas9 SİSTEMİ ile GENOM DÜZENLENMESİ 

 

CRISPR aracılı prokaryotik bağışıklık mekanizması aracılığıyla in vitro ve in vivo 

genomun hedeflenmesi ve düzenlenmesinde kullanılacak olan CRISPR sistemi bir 

small guide/guide RNA (gRNA/sgRNA) yani bir rehber RNA ve bir CRISPR ile 

ilişkili endonükleaz (Cas9) olmak üzere iki temel bileşenden oluşur (Şekil 7). 

Bunlardan birincisi olan sgRNA yapısı, crRNA ve tracrRNA nükleotid dizilerinin 

uygun bir plazmidin iskelet yapısına ardışık olarak yan yana birleştirilmesi ile 
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oluşturulmuştur. Böylece, yeni oluşan hibrit yapının U6 promotor nükleotid dizisi 

sonrası ilk ~20 nükleotidini hedef DNA bölgesine eşlenik olan “small guide RNA” 

(sgRNA) yani küçük rehber RNA dizisi oluştururken, geri kalan diziyi ise Cas9 

enziminin bağlanması için iskele vazifesi gören “stem loop” yani sap ilmek 

yapısındaki “sgRNA scaffold” oluşturur. Böylece, sgRNA yapısındaki ilk ~20 

nükleotidlik aralıyıcı bölge Cas9 endonükleazını çalışılacak olan canlı genomundaki 

hedef DNA dizisine yönlendirir. 

 

 

 

Şekil 7. CRISPR/Cas9 sisteminin temel bileşenleri 

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

 

CRISPR/Cas9 sistemi ile hedeflenen DNA bölgesinde arzu edilen genetik 

modifikasyonu sağlayabilmek amacıyla, Cas9 endonükleazının çalışılacak olan canlı 

genomunda tek bir DNA dizisine eşlenik olan sgRNA aralıyıcı dizisi ile hedef DNA 

dizisine yönlendirilmesi gerekir. Bunun içinde genetik modifikasyonun yapılacağı 

hedef DNA dizisine spesifik sgRNA aralayıcı dizi dizayn edilir. Fakat, dizayn edilen 

20 nükleotidlik sgRNA aralayıcı dizisinin canlı genomunda karşılık geldiği dizinin 3’ 

bölgesinde, Cas9 endonükleaz enziminin çalışabilmesi amacıyla, enzimin elde edildiği 

bakteri türüne göre nükleotid dizisi ve uzunluğu (3-5 nt) değişebilen bir “Protospacer 

Adjacent Motif” (PAM) bulunma zorunluluğu vardır. Cas9 endonükleazının aktif bir 

şekilde çalışabilmesi için enzimin C terminal bölgesinde bulunan iki arjinin biriminin 

(R1333 ve R1335) hedef aralayıcı dizi sonrası PAM motiflerindeki belirli nükleotid 

dizilerini tanıma zorunluluğu vardır. Streptococcus pyogenes bakterisinden elde edilen 

Cas9 enziminin ihtiyaç duyduğu PAM tanıma dizisi “NGG” iken, Staphylococcus 

aureus bakterisinden elde edilen Cas9 enziminin ihtiyaç duyduğu PAM tanıma dizisi 

ise “NNGRRT”’dir. Ayrıca, farklı bakteri türlerinden elde edilen Cas9 enzimleri farklı 

uzunlukta (20-22) sgRNA aralayıcı dizilerine ihtiyaç duyarlar. Streptococcus 
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pyogenes bakterisinden elde edilen Cas9 enziminin ihtiyaç duyduğu sgRNA aralayıcı 

dizi uzunluğu 20 nükleotid iken, Staphylococcus aureus bakterisinden elde edilen Cas9 

enziminin ihtiyaç duyduğu sgRNA aralayıcı dizi uzunluğu 21-22 nükleotidtir. 

 

sgRNA aralayıcı dizisi ile hedef DNA bölgesine bağlanan Cas9 enzimi burada çift 

iplikli DNA yapısını bir fermuar gibi açar ve  iki fonksiyonel endonükleaz bölgesi olan 

RuvC ve HNH domaini ile sgRNA aralayıcı dizisinin bağlandığı downstream 

bölgesinin ~3-4 nükleotid aşağısında double strand break (DSB) yani çift iplik kırığı 

oluşturur (Jinek ve ark 2012). CRISPR/Cas9 sistemi ile oluşan DSB ise hücre iki farklı 

tamir sisteminden birinin aracılığıyla tamir edilir. Bunlardan birincisi; “homology-

directed repair” (HDR) yani homoloji yönelimli tamir ve ikincisi ise; “non-

homologous end-joining” (NHEJ) yani homolog olmayan uç birleştirme tamir 

mekanizmasıdır. NHEJ tamir mekanizması hücrede en aktif onarım mekanizmasıdır 

ve genellikle DSB sahasında küçük nükleotid insersiyonlarına veya delesyonlarına 

neden olur. HDR tamir mekanizması ise DSB bölgesini tamir etmek amacıyla sağlam 

olan alleli ya da hücre içine sokulan hedef bölgenin değişime uğramamış sağlam 

nükleotid dizisini içeren bir kalıp DNA parçasını kullanarak tamir etmeye çalışır. Yani, 

NHEJ tamir mekanizması hedef genin açık okuma çerçevesini bozsa da, HDR tamir 

mekanizması hedef gen bölgesinde tek bir nükleotid değişiminden, florofor gen 

eklenmesi gibi daha büyük nükleotid değişikliklerini üretmek için kullanılabilir. HDR 

aracılığıyla gen düzenlemesi yapabilmek için, hücre içine arzu edilen değişimi taşıyan 

DNA tamir kalıbı ile birlikte CRISPR/Cas9  sistemi aktarılmalıdır. Tamir kalıbı, 

istenen değişimin yanı sıra, hedef DNA bölgesinin hemen yukarısında ve aşağısında 

(sol ve sağ homoloji kolları) rekombinasyon sırasında kılavuz görevi görecek ek 

homolog nükleotid dizileri içermelidir (Şekil 8). 

 

Uygulamaya bağlı olarak, tamir kalıbı single-stranded oligodeoxynucleotide 

(ssODN) yani tek iplikli bir oligonükleotid, double-stranded oligodeoxynucleotide 

(ssODN) yani çift iplikli bir oligonükleotid veya çift iplikli bir DNA plazmidi olabilir. 

Fakat, çoğu çalışmada ssODN tamir kalıbının HDR aracılıklı tamir mekanizmasında 

daha verimli olarak kullanıldığı gösterilmiştir. Ayrıca, tamir kalıbı tasarlanırken, hedef 

DNA bölgesinde bulunan PAM dizisinin dahil edilmemesi gerekir. Bu adım, tamir 

kalıbının Cas9 enzimi için uygun bir hedef olmasını önler. Diğer bir yol olarak da, 

tamir kalıbı içinde bulunan PAM DNA dizisini, amino asit dizisini değiştirmeyen 
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sessiz bir mutasyon ile değiştirmek suretiyle Cas9 enzim kesiminden korumak 

mümkündür (Şekil 8). 

 

 

 

Şekil 8. CRISPR/Cas9 sistemi ile hedef DNA bölgesi üzerinde HDR aracılıklı gen 

düzenlemesinin şematik gösterimi (https://www.addgene.org/crispr/guide/, Erişim 

tarihi: 25 Nisan 2019). 

 

CRISPR/Cas9 sisteminin ve ssODN gibi bir tamir kalıbının aktarıldığı hücrelerde 

HDR aracılıklı tamir ilk çalışmalarda %5-10 arasında gerçekleşirken, günümüzde 

tamir kalıbının PAM dizisinde değişimlerin meydana getirilmesi gibi çeşitli gelişmeler 

ışığında HDR oranı %40’lara kadar yükselmiştir. Sonuç olarak, gen düzenlemesi 

yapılmak istenen hücrelere CRISPR/Cas9 sisteminin ve ssODN gibi bir tamir kalıbının 

aktarılmasıyla hedef gen üzerinde HDR tamir mekanizması aracılığıyla mutasyona 

uğramış nükleotidler yeniden yabanıl tipleri ile değiştirilerek birçok hastalığın önüne 

geçilebilir.  
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

5.1 HÜCRE HATTI ve KÜLTÜRÜ 

 

Kuru buz ile gelen ve kriyo tüpde American Type Culture Collection (ATCC, 

A.B.D)’den alınan PC-3 insan prostat kanser hücre hattı ilk olarak 370C’de su 

banyosunda bekletilerek çözüldü. Hücrelerin çözülmesi tamamlandıktan sonra kriyo 

tüpün kapakları kontaminasyonu önlemek için %70’lik etil alkolle silindikten sonra 

laminar flow kabin içerisinde (EuroClone, Italy) açılarak hücreler 1 ml’lik steril 

mikropipetle çekilerek, içerisinde %10 fetal sığır 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 kapaklı steril tüplere aktarıldı. Aktarılan hücreler 

1000 RPM’de, 250C’de, 10 dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra tüpteki 

sıvı kısım olan supernatant döküldü ve hücrelerin dibe çökerek oluşturduğu pellet elde 

edildi. Pelletin üzerine 10 ml DMEM/F-12 besiyeri eklenip pipet tabancası yardımıyla 

10 mL’lik pipetlerle pipetaj yapılarak hücrelerin besiyerinde homojen olarak dağılması 

sağlandı. Pipetaj işleminden sonra toplanan hücreler içinde 40 ml DMEM/F-12 

bulunan 75 cm2’lik kapağı filtreli olan hücre kültür flaskına aktarıldı. Ardından, 

hücreler 370C ve %5 CO2'li nemli inkübatöre kaldırıldı. Hücre hattının 3 gün boyunca 

besi yeri tazelenip günlük bakımı yapıldıktan sonra eski besi yeri flasktan 

uzaklaştırıldı. Flasktaki besiyeri kalıntılarını uzaklaştırmak amaçlı hücre kültürü PBS 

(phosphate buffered saline) tamponu ile yıkandı ve işlem sonrası PBS flasktan 

uzaklaştırıldı. Hücrelerin pasajlanması amacıyla, flask yüzeyine yapışan hücreleri 

kaldırmak için ortam 4 ml Trypsin-EDTA (0,25%) ile 3 dakika boyunca 370C inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrası tripsinin hücre ölümüne sebep olmaması için ortam üzerine 

10 ml DMEM/F-12 eklendi. Ardından hücreler başka bir flaska alınıp üzerine yeterli 

miktarda besiyeri eklendi. Ardından hücreler tekrar 250C’de, 10 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj işleminden sonra tüpteki sıvı kısım olan supernatant döküldü ve hücrelerin 

dibe çökerek oluşturduğu pellet elde edildi. Elde edilen hücrelerin bir kısmı 900 µl 
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Dimethyl sulfoxide (DMSO) + 100 µl FBS ile kriyo tüpler içinde ileri analizler için -

860C’de stoklanırken, arta kalan hücreler devam çalışmaları için 75 cm2’lik kültür 

flasklarına aktarılıp inkübasyona alındı. 

 

5.2 HÜCRE SAYIMI ve CANLILIĞININ ÖLÇÜMÜ 

 

Her pasajlama işlemi sırasında tripsinizasyon işlemi sonrası hücrelerin 

canlılığının ölçümü ve sayımı amacıyla DMEM/F-12 içinde olan hücreler 10 mL’lik 

pipetle narin bir şekilde pipetaj yapılarak hücrelerin besiyerinde homojen olarak 

dağılması sağlandı. Homojenize edilen hücrelerin bulunduğu besi yerinden 20 µl 

alınarak 1,5 mL’lik santrifüj tüpüne aktarıldı. 20 µl üzerine 380 µl Muse® Count & 

Viability Assay Kit (Merck, Almanya) solüsyonundan ilave edilerek 5 dakika 

beklendi. 5 dakika sonunda toplam 400 µl karışım içinde bulunan hücreler hafif 

vortekslenerek sayım için MUSE (Merck, Almanya) cihazında sayıldı. 

 

5.3 ssODN’LER ve PLAZMİDLER 

 

Bu çalışmada üç farklı ssODN kullanılmıştır. Birinci ssODN olan ssODN1 DNA 

sarmalındaki kalıp ipliğe komplementer olup TP53 414delC mutasyonunun bulunduğu 

bölgenin mutasyonsuz halini taşımaktadır. Kullanılan ssODN uzunluğu 80 nükleotid 

olup 5’ uçtan itibaren 41. nükleotid PC-3 hücresinde delesyona uğramış C nükleotidine 

karşılık gelmektedir. 35. nükleotid ise TP53 414delC bölgesi tamir olduktan sonra 

mutasyon bölgesinde CRISPR/Cas9 sisteminin tekrar çift iplik kırığı oluşturmasını 

engellemek amacıyla p53 amino asit dizisinde bir değişikliğe neden olmayacak şekilde 

yani sessiz mutasyonu sağlamak için A nükleotidi G nükleotidine dönüştürülmüştür 

(Tablo 1). Bu şekilde ssODN1 aracılığılıyla HDR tamir etkinliğini arttırmak için 17. 

kromozomun 7 578 522. nükleotinde (chr17:7.578.522) rehber-blokaj mutasyonunun 

(A>G) meydana getirlmesi planlanlanmıştır (Tablo 1). İkinci ssODN olan ssODN2 

DNA sarmalındaki kalıp olmayan ipliğe komplementer olup TP53 414delC 

mutasyonunun bulunduğu bölgenin mutasyonsuz halini ve sessiz rehber-blokaj 

mutasyonu (T>C) taşımaktadır (Tablo 1). Üçüncü ssODN olan ssODN3 ise DNA 

sarmalındaki kalıp ipliğe komplementer olup PC-3 hücrelerinde bulunan TP53 

414delC mutasyon bölgesinde herhangi bir değişime neden olmayan diziye sahiptir 

(Tablo 1). ssODN3, apoptozis deneylerinde kontrol amacıyla kullanılmıştır. Tüm 
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ssODN’lerin 5’ ve 3’ uçları nükleaz aktiviteden korunmak amacıyla fosforotiat’lanmış 

ve yıldız işareti ile göterilmiştir. Tüm ssODN’lerin sentezi Metabion (Almanya) 

firması tarafından gerçekleştirilmiştir. 

 

Tablo 1. ssODN nükleotid dizisi. 

 

ssODN adı Nükleotid Dizisi 

ssODN1 nükleotid 

dizisi 

5’A*G*T*ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTT

TTGCCAGCTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAG

CTGTGGGTTGATTCCACAC*C*C*3’ 

ssODN2 nükleotid 

dizisi 

5’G*G*G*TGTGGAATCAACCCACAGCTGCAC

AGGGCAGGTCTTGGCCAGCTGGCAAAACATC

TTGTTGAGGGCAGGGGAGTA*C*T*3’ 

ssODN3 nükleotid 

dizisi 

5’A*G*T*ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTT

TTGCCAACTGGCAAGACCTGCCCTGTGCAGC

TGTGGGTTGATTCCACACC*C*C*3’ 

 

Çalışma için kullanılan plazmidler Addgene firmasından tedarik edilen kompotent 

Escherichia coli bakterilerinden izole edilerek elde edilmiştir. Bu çalışma için 

yapısında bakteriyel replikasyon için gerekli olan diğer özellikler dışında, 

ekspresyonları Sitomegalovirus (CMV) promotoru (Bisistronik) tarafından sağlanan 

Staphylococcus aureus Cas9 (SaCas9) endonükleaz ve green flourescence protein yani 

yeşil floresan proteini (GFP) belirteç geni kodlama bölgesine sahip px601-GFP 

plazmidi (Şekil 9; Addgene, Catalog No 84040) kullanıldı. Çalışma için px601-GFP 

plazmidinin seçilmesinin nedeni yapısında bulundurduğu yeşil floresan protein geni 

sayesinde ilgili plazmid ve tek iplikli donör tamir kalıbı DNA 

oligodeoksinükleotidlerinin yani ssODN’lerin (Tablo 1) hücrelere hangi transfeksiyon 

yöntemi ya da plazmid+ssODN miktarı ile daha etkili transfekte edildiğinin 

gözlemlenebilecek olmasıdır.  
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Şekil 9. px601-GFP plazmid iskelet yapısı: Plazmid omurgası 8138 baz çiftinden 

oluşmaktadır. Bakteriyel replikasyon için pUC ori ve antibiyotik direnci için amp, silin 

gen bölgesini içerir. Ampisilin gen bölgesi, plazmid aktarımının gerçekleştiği 

bakterilerin ortamdan seçilimine olanak sağlar.  

 

Ayrıca, çalışmada ekspresyonları yine CMV promotoru (Bisistronik) tarafından 

sağlanan Streptococcus pyogenes Cas9 (SpCas9) endonükleaz ve Puromycin direnç 

geni kodlama bölgesine sahip px459V2.0  (Şekil 10; Addgene, Catalog No 62988) 

plazmidi kullanıldı. px601-GFP ve px459V2.0 plazmidlerinde yer alan 20 baz 

uzunluğundaki gRNA’ların transkripsiyonu ise U6 promotoru tarafından 

sağlanmaktadır. px459V2.0’ın seçilmesinin nedeni ise ilgili plazmidin girmediği yani 

CRISPR/Cas9 sistemi ile genomu modifiye edilmemiş hücrelerin puromycin 

aracılığıyla ortamdan eleminasyonunu sağlayacak olmasıdır. 
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Şekil 10. px459 V2.0 plazmid iskelet yapısı: Plazmid omurgası 9174 baz çiftinden 

oluşmaktadır. Yapısında bulunacak gRNA uzunluğu 19-20 baz olamak zorundadır. 

Bakteriyel replikasyon için pUC ori ve antibiyotik direnci için Ampisilin gen bölgesini 

içerir. Ampisilin gen bölgesi, plazmid aktarımının gerçekleştiği bakterilerin ortamdan 

seçilimine olanak sağlar. gRNA transkripsiyonu U6 promotoru tarafından sağlanır. 

CMV promotoru Cas9 endonükleaz ve Puromisin ifadesini sağlar. Klonlama işlemi 

için gerekli BbsI restriksiyon enzim kesim bölgesi şekil üzerinde gösterilmiştir. 

 

5.4 PLAZMİD ÇOĞALTIMI ve KÜÇÜK ÖLÇEK İZOLASYONU 

 

Addgene’den katı Luria Bertani (LB) agar stab içerisinde getirtilen ve kompotent 

E.coli bakterilerinin bünyesinde bulundurduğu px601-GFP ve px459 V2,0 

plazmidlerinin eldesinde ilk adım olarak ilgili taşıyıcı bakterilerin stabdan 100 µg/ml 
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ampisilin içeren seçici LB agar plate’de çizgi plaka yöntemiyle tek koloniye 

düşürüldü. İkinci adımda, 100 µg/ml ampisilin içeren 5 ml’lik sıvı LB medyum 

bulunduran iki ayrı 15 ml’lik tüplerden birincisine bünyesinde px601-GFP plazmidi, 

ikincisine ise bünyesinde px459V2,0 plazmidi bulunduran tek koloni bakterilerine 

değdirilen steril pipet ucu atıldı. Medyum 370C’de, 150 rpm’de çalkalayıcı 

inkübatörde 16 saat inkübe edildi. 16 saat sonunda çoğalan ve bünyelerinde px601-

GFP ve px459V2,0 plazmidleri bulunduran farklı tüplerde inkübe edilen bakterilerden 

ilgili plazmidlerin izolasyonu ticari Plasmid Miniprep İzolasyon kitinin 

(GenemarkBio, Tayvan) ilgili prosedürüne göre gerçekleştirildi. Elde edilen 

plazmidlerin miktar ve saflığı NanodDrop cihazı (Maestrogen, Tayvan) aracılığıyla 

kontrol edildi. Tüm yapılan bu işlemler ileriki aşamalarda elde edilen gRNA1 ve 

gRNA2 duplexlerinin klonlandığı plazmidler içinde gerçekleştirildi. 

 

5.5 KÜÇÜK ÖLÇEK PLAZMİDLERİN POLİMERAZ ZİNCİR (PZR) 

REAKSİYONLARININ GERÇEKLEŞTİRİLMESİ 

 

Sanger sekans yöntemi ile küçük ölçek plazmidlerin doğruluğunu sağlamak 

amacıyla ilk olarak hedef px601-GFP plazmidinin U6 promotorunun 3’ bölgesi ile 

sgRNA nükleotid bölgesi px601GFPF1 ve px601GFPR1 primer çiftiyle ve px459V2,0 

plazmidinin U6 promotorunun 3’ bölgesi ile sgRNA nükleotid bölgesi ise px459F1 ve 

px459R1 primer çiftli (Tablo 2) ile polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) aracılığıyla 

çoğaltıldı. Tüm yapılan bu işlemler ileriki aşamalarda elde edilen sgRNA1 ve sgRNA2 

duplexlerinin klonlandığı plazmidler içinde gerçekleştirildi. 

 

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

 

Primer adı Primer nükleotid dizisi 

px601GFPF1 
5’ TTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTT 

3’ 

px601GFPR1 5’ ACTCCATCACTAGGGGTTCC 3’ 

px459F1 5’ TTTGTGATGCTCGTCAGGGG 3’ 

px459R1 5’ CCAAGTGGGCAGTTTACCGT 3’ 
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Hedef bölgelerin PZR aracılığıyla çoğaltımı toplam 50 µl reaksiyon hacmiyle 

gerçekleştirildi. Aşağıdaki bileşenlere standart 50 µl hacime ulaşacak şekilde Tablo 

3’de belirtildiği gibi ultra distile su eklendi. 

 

Tablo 3. Küçük ölçek plazmid PZR reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

X μl 100 ng plazmid DNA                           

5 μl 10x reaksiyon tamponu                      

4 μl 2.5 mM MgCl2                                  

2 μl 20 µM dNTPs                                    

2 μl PrimerForward (10 pmol/µl)           

2 μl PrimerReverse (10 pmol/µl)           

0,5 μl 5U/μL HotStart Taq polimeraz (GenemarkBio, Tayvan)  

X μl ddH2O  

50 μl Total       

 

PZR döngü koşulları; ısı döngü cihazının kapak sıcaklığı 105oC olacak biçimde, 

35 döngü (denatürasyon, bağlanma ve uzama işlemi) ısı döngü cihazında (SensoQuest, 

Almanya) gerçekleştirildi (Tablo 4). 

  

Tablo 4. PZR döngü koşulları. 

 

Döngü koşulları 

94oC’de 15 dakika (ön denatürasyon) 

94oC’de 45 saniye (denatürasyon) 

61oC’de 45 saniye (bağlanma) 

72oC’de 1 dakika (uzama) 

72oC’de 5 dakika (son uzama) 
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5.6 KÜÇÜK ÖLÇEK PLAZMİD PZR ÇOĞALTIM ÜRÜNLERİNİN 

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZİ 

 

Elektroforez adımında kullanılacak olan %1’lik agaroz, 100 ml 1XTris-Asetat-

EDTA (TAE) tampon içine 1 gram agaroz (GMbiolab, Tayvan) ilavesi ardından 

ısıtılarak elde edilmiştir. %1’lik agaroz jel hazırlandıktan sonra karışıma 5μl SafeView 

DNA Stain (GMbiolab, Tayvan) ilave edildi.  SafeView DNA Stain’in iyice karışması 

için jel bir süre dairesel olarak erlen-mayer içinde karıştırıldıktan sonra, kuyucukların 

oluşmasını sağlayan tarakların bulunduğu traye döküldü.  Bir süre sonra donan jelden 

taraklar çıkarılmış ve jel, içinde 1XTAE tamponu bulunan elektroforez tankına kondu. 

PZR sonucu elde edilen ürünler ve 100 bazçiftlik (bp) DNA moleküler boyut 

belirteçleri (M/marker) (Solis BioDyne, Estonya) jelde bulunan kuyucuklara yüklendi. 

Sonuçta, PZR ürünleri ve DNA moleküler boyut belirteçleri (M/marker) %1 agaroz 

konsantrasyonu ve 0,5 µl /ml SafeView DNA Stain içeren jellerde, 1XTAE tamponu 

içerisinde 5 V/cm olacak şekilde yaklaşık 1 saat yürütüldü.  Jelde SafeView DNA Stain 

varlığında UV ışığı altında görülen PZR çoğaltım ürünlerinin fotoğrafları UV 

görüntüleme cihazıyla (Gene Genius, Birleşik Krallık) çekildi. Tüm yapılan bu 

işlemler ileriki aşamalarda elde edilen sgRNA1 ve sgRNA2 aralayıcı duplexlerinin 

klonlandığı plazmidler içinde gerçekleştirildi. 

 

5.7 KÜÇÜK ÖLÇEK PLAZMİD PZR ÇOĞALTIM ÜRÜNLERİNİN 

SANGER SEKANS DOĞRULAMA ANALİZLERİ  

 

Elde edilen PZR ürünleri %1’lik agaroz jelde 1 saat yürütülüp amplifikasyonun 

olduğu doğrulandıktan sonra her bir PZR reaksiyonundan 10 µl alındı ve üzerlerine 

2,5 µl shrimp alkalen fosfataz ve 1 µl Ekzonükleaz I ilave edildi. Ardından örnekler 

ısı döngü cihazında, artan primer ve dNTP’lerin ortamdan eleminasyonu için, 37oC’de 

30 dakika ve 95oC’de 5 dakika ısı döngü cihazında (SensoQuest, Almanya) temizlik 

aşamasına tabi tutulmuştur. Temizlik aşamasından sonra her bir hedef plazmidin PZR 

örneği için ayrı ayrı PCR tüplerine aşağıdaki bileşenler ilave edilmiştir (Tablo 5). 
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Tablo 5. Sanger sekans PZR reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

2 µl PCR örneği 

1 µl 10X BigDye Buffer (ABI/ A.B.D) 

0,5 µl px601gfpF1 veya px459F1 primeri 

0,5 µl BigDye (ABI/ A.B.D) 

6 µl ddH2O 

10 µl total 

 

Hazırlanan bileşenlerin sekans PZR reaksiyonları, kapak sıcaklığı 105oC olacak 

biçimde, 35 döngü (denatürasyon, bağlanma ve uzama işlemi) ısı döngü cihazında 

(SensoQuest, Almanya) gerçekleştirildi (Tablo 6). 

 

Tablo 6. PZR döngü koşulları. 

 

Döngü koşulları 

96oC’de 1 dakika (ön denatürasyon) 

96oC’de 10 saniye (denatürasyon) 

50oC’de 5 saniye (bağlanma) 

60oC’de 4 dakika (uzama) 

4oC’de ∞ (son uzama) 

 

Son olarak elde edilen sekans PZR ürünleri sanger sekans cihazında (ABI genetic 

analyzer 3130, A.B.D) okutularak hedef bölgenin nükleotid dizileri elde edilerek hedef 

plazmidlerin doğrulaması yapıldı. Tüm yapılan bu işlemler ileriki aşamalarda elde 

edilen sgRNA1 ve sgRNA2 aralayıcı duplexlerinin klonlandığı plazmidler içinde 

gerçekleştirildi. 

 

5.8 CRISPR/Cas9 HEDEF BÖLGESİ ve HEDEF BÖLGESİNE ÖZGÜ 

sgRNA ARALAYICI DİZİ DİZAYNI 

 

Çalışmada hedeflenen genom bölgesi PC-3 hücrelerinin genomunda yer alan 

TP53 gen bölgesi üzerinde yer alan 414delC mutasyonunun bulunduğu 17. 
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kromozomun 7 578 516. nükleotitidir (chr17:7.578.516). Canlı genomunda 

düzenlenmesi istenen DNA sekansının hedeflemesi için gerekli olan sgRNA aralayıcı 

dizaynı “CCTop – CRISPR/Cas9 targetonlinepredictor” ve “RNA-

guidedendonuclease (RGEN) Tools: Cas-OFFinder&Cas-Designer” online software 

programları aracılığıyla dizayn edilmiştir. Bu sebeple, canlı genomu üzerinde hedef 

dışı kesimleri yani off-target seviyesi en az olan ve TP53 414delC hedef mutasyon 

noktasına en yakın 2 farklı sgRNA aralıyıcı (Tablo 7) dizayn edildi. sgRNA1 aralayıcı 

dizisi canlı genomunda TP53 414delC hedef mutasyon noktasının 17 baz çifti 

uzaklıkta DSB oluştururken, sgRNA2 aralayıcı dizisi ise TP53 414delC hedef 

mutasyon noktasının direk olarak üzerinde DSB oluşturmaktadır. sgRNAF1 ve 

gRNAF2 primerlerinin 5’ uçlarına plazmidlerde enzim kesimi sonucu açığa çıkacak 

olan yapışkan uçlara ligasyon işlemi ile bağlanabilmesi için “ 5’ CACC 3’ ” nükleotid 

dizisi eklenirken, sgRNAR1 ve sgRNAR2 primerlerinin 5’ uçlarına “ 5’ AAAC 3’ ” 

nükleotid dizisi ilave edilmiştir. 

 

Tablo 7. Hedef DNA bölgesi, sgRNA aralayıcı dizi adlandırması ve sgRNA aralayıcı 

dizi nükleotid dizileri. 

 

Hedef DNA bölgesi sgRNA adı sgRNA nükleotid dizisi 

TP53 414delC sgRNAF1 5’ caccCAACAAGATGTTTTGCCAAC 3’ 

sgRNAR1 5' aaacGTTGGCAAAACATCTTGTTG 3' 

TP53 414delC sgRNAF2 5’ caccACAGGGCAGGTCTTGCCAGT 3’ 

sgRNAR2 5' aaacACTGGCAAGACCTGCCCTGT 3' 

 

5.9 PLAZMİDLERİN RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZ ENZİM 

KESİMLERİ 

 

 Çalışmada kullanılan tüm yüksek verimli restriksiyon endonükleaz kesim 

enzimleri, alkalen fosfataz ve bu enzimlere ait tampon çözeltiler New England Biolabs 

(NEB,  İngiltere) firmasından sağlandı. Tüm kesim reaksiyonları için aşağıda verilen 

reaksiyon karışımları kullanıldı (Tablo 8). 
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Tablo 8. Restriksiyon endonükleaz enzim kesim reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

1 µg px459 V2.0 plazmidi 

1 µl BsaI-HF veya BbsI-HF enzimi (NEB) 

1 µl Alkalen Fostataz (NEB) 

2 µl 10X CutSmart Buffer (NEB) 

X µl ddH2O 

20 µl total 

 

px459 plazmidi BbsI restriksiyon endonükleaz kesim enzimiyle (Şekil 11) 37 

°C’de 1 saat ısı döngü cihazında (SensoQuest, Almanya) ilgili hedef bölgesinden 

kesildi. Kesim ile birlikte plazmidlere sgRNA aralayıcı dizilerinin ligasyonunu 

sağlamak ve yapışkan uçların kesim sonrası tekrar bağlanmalarını engellemek 

amacıyla açıkta kalan fosfat grupları alkalen fosfataz ile muamele edildi. 

 

 

 

Şekil 11. px459V2,0 plazmidi üzerindeki BbsI ve restriksiyon endonükleaz enzim 

kesim bölgesi. 

 

5.10 RESTRİKSİYON ENDONÜKLEAZ ENZİM KESİMİ YAPILAN 

PLAZMİD DNA PARÇALARININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZİ ve 

JELDEN GERİ ELDESİ 

 

Enzim kesimi yapılmış 9153 baz çiftlik px459 V2,0 plazmid DNA parçlarının 

elektroforezi için %1’lik agaroz jel hazırlandıktan sonra karışıma 5μl SafeView DNA 
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Stain (GMbiolab, Tayvan) ilave edildi ve boya ile jelin homojen olması için jel bir süre 

erlen-mayer içinde karıştırıldıktan sonra, kuyucukların oluşmasını sağlayan tarakların 

bulunduğu traye döküldü.  Bir süre sonra donan jelden taraklar çıkarıldı ve jel, içinde 

1X TAE tamponu bulunan elektroforez tankına kondu. Enzim kesimi yapılan plazmid 

ve 1 Kilobazçiftlik (Kb) DNA moleküler boyut belirteçi (M/marker) (Solis BioDyne, 

Estonya) jelde bulunan kuyucuklara yüklendi. Ardından örnekler 5 V/cm olacak 

şekilde yaklaşık 1 saat agaroz jel elektroforezinde yürütüldü.  Jelde SafeView DNA 

Stain varlığında UV ışığı altında görülen plazmid DNA bantı bistüri yardımıyla agaroz 

jelden ince bir şekilde kesilip alındı. İçinde plazmid DNA parçalarının bulunduğu 

agaroz jel parçaları mikrosantrifüj tüpüne kondu. Plus Gel Elution izolasyon kiti 

(GMbiolab, Tayvan) aracılığıyla üretici firmanın ilgili kit prosedürüne göre agaroz 

jelden plazmid DNA parçaları geri elde edildi. 

 

5.11 BAĞLANMA (LİGASYON) 

 

Agaroz jelden geri kazanılan ve restriksiyon endonükleaz muamelesi ile kesilen 

plazmid DNA parçalarına sgRNA aralayıcı dizilerinin bağlanması için bağlanma 

(ligasyon) reaksiyonları yapıldı. Bunun için ilk başta, sgRNA aralayıcı dizi 

oligolarının 5’ uçları T4 polinükleotid kinaz (NEB, İngiltere) enzimi ile 37ºC’de 30 

dakika, 95ºC’de 5 dakika ve 95°C’den 25°C’ye dakikada 5°C inecek şekilde ısı döngü 

cihazında (SensoQuest, Almanya) fosforile edilip oligo duplexi haline getirildi. T4 

polinükleotid kinaz için gereken reaksiyon bileşenleri Tablo 9’da belirtilmiştir. 

 

Tablo 9. T4 polinükleotid kinaz için gereken reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

1 µl gRNAF1 + 1 µl gRNAR1 veya 1 µl gRNAF2 + 1 µl gRNAR2 (100 pmol) 

1 µl 10X T4 Ligation Buffer (NEB) 

6,5 µl ddH2O 

0,5 µl T4 PNK (NEB)  

10 µl Total 

  

Fosforile edilen ve duplex formuna kavuşturulan sgRNAF1 ve sgRNAR1 

aralayıcı dizi duplexine sgRNA1 adı verildi. Fosforile edilen ve duplex formuna 
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kavuşturulan sgRNAF2 ve sgRNAR2 aralayıcı dizi duplexine ise sgRNA2 adı verildi. 

Ardından jelden geri elde edilen px459 V2.0 plazmid DNA parçalarına sgRNA1 ve 

sgRNA2 duplexlerinin ligasyonu için ayrı ayrı 0.2 mililitrelik (ml) PZR tüplerinde 

Quick Ligase (NEB) ligasyon enzimi ile ligasyon reaksiyonu kuruldu. Son olarak, 

hazırlanan aşağıdaki bileşenler pipetaj yardımıyla karıştırılarak oda sıcaklığında 10 

dakika inkübe edildi (Tablo 10). 

 

Tablo 10. Ligasyon reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

X µl BsaI veya BbsI ile kesilmiş px601-GFP veya px459 V2.0 plazmidi (50 ng) 

1 µl fosforile oligo gRNA1 veya gRNA2 duplexi (1:250 dilüe edilmiş) 

5 µl 2X Quickligation Buffer (NEB) 

1 µl Quick Ligase (NEB) 

X µl ddH2O 

10 Total 

 

Ligasyon işlemi sonunda, sgRNA1 ve sgRNA2’lerin klonlandığı ya da insert 

edildiği iki ayrı px459V2,0 plazmidi elde edildi.  

 

5.12. sgRNA1 ve sgRNA2 DUPLEXLERİNİN KLONLANDIĞI 

PLAZMİDLERİN KİMYASAL KOMPOTENT BAKTERİLERE 

ÇOĞALTIM AMAÇLI TRANSFORMASYONU 

 

sgRNA’lar ile klonlama işlemi tamamlanan plazmidlerin çoğaltılması için 

plazmid aktarımına uygun OneShot Stbl3 kimyasal kompotent E. coli (Thermo Fisher 

Scientific, A.B.D) bakterileri kullanıldı. İki adet 1,5 ml’lik santrifüj tüpü içinde 

bulunan 100 μl OneShot kimyasal kompotent E. coli bakterileri ile önceki aşamada 

hazırlanan 3 μl klonlama ürünleri ayrı ayrı pipetaj yardımıyla karıştırıldı. Hazırlanan 

karışım buz üzerinde 30 dakika inkübe edildi. Bakterilere su banyosunda 30 saniye 

42ºC’de bekletilerek ısı şoku uygulandı ve ardından hemen tekrar buza geçirildi. 

Bakterilerin üzerine 250 μl oda sıcaklığında Super Optimal broth with Catabolite 

baskılayıcı (S.O.C) besiyeri eklendi. Tüplerin ağzı sıkıca kapatıldı ve yatay vaziyette 

1 saat 200 rpm’de 37ºC de çalkalayıcı inkübatörde inkübe edildi. Plazmidlerin 
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aktarıldığı kompetent bakteriler içinde 100 μg/ml ampisilin bulunan seçici besi yeri 

Luria Broth agar plağa dağıtıldı ve gece boyu 37ºC’de etüvde inkübe edildi. Bu şekilde 

plazmidlerin bünyesinde bulundurduğu ampisilin direnç geni ile plazmidlerin 

aktarıldığı kompotent bakterilerin seçilimi sağlanmış oldu. Ertesi gün agar plaktan 5’er 

bakteri kolonisi alınarak sıvı besiyerine ekildi ve gece boyu çalkalayıcı inkübatörde 

37ºC’de inkübe edildi. gRNA1’in klonlandığı px459 plazmidi sgRNA1px459 ve 

sgRNA2’nin klonlandığı px459 plazmidi ise gRNA2px459 olarak adlandırıldı. 

 

5.13 sgRNA1 ve sgRNA2 PLAZMİDLERİNİN TRANSFORME EDİLDİĞİ 

BAKTERİ KOLONİLERİNDEN BÜYÜK ÖLÇEK ENDOFREE PLAZMİD 

İZOLASYONU 

 

sgRNA1 ve sgRNA2 plazmidlerinin bulunduğu bakteri kolonilerine steril pipet 

ucu değdirildi. sgRNA1 plazmidini içeren bakteri kolonisi ve sgRNA2 plazmidini 

içeren bakteri kolonisine değdirilen 2 pipet ucu 100 μg/ml ampisilin içeren ve 2 ayrı 

50 ml’lik falkon tüp içinde bulunan 5 ml LB besi yeri içine atıldı. Besi yeri 37oC’de 8 

saat 200 rpm’de inkübe edilirek başlangıç kültürü oluşturuldu. Başlangıç kültürü 1/500 

oranında 100 μg/ml ampisilin içeren besi yeri ile seyreltildi. Daha sonra seyreltilen 

başlangıç kültürünün 200 μl’si 100 μg/ml ampisilin içeren 100 ml’lik besi yeri içine 

ilave edildi. Kullanılan kültür kabının içinde bulundurduğu besin yerinden hacimce en 

az 4 katı olmasına dikkat edildi. Başlangıç kültürü ile ilavesi yapılan besi yeri 37oC’de 

16 saat 200 rpm’de inkübe edildi ve daha sonra kültürden plazmid izolasyonu 

Maxiprep EndoFree Plasmid kit (Qiagen/Almanya) aracılığıyla ilgili kitin prosedürüne 

göre gerçekleştirildi. Elde edilen plazmidlerin miktar ve saflığı ise NanodDrop cihazı 

(Maestrogen, Tayvan) aracılığıyla kontrolü yapıldı. Seçilen kolonilerden izole edilen 

plazmidlere sgRNA’ların doğru nükleotid dizisi ile aktarıldığının doğrulanması 

amacıyla bölüm 5.4-5.7 işlemleri tekrar uygulandı. 

 

5.14 PC-3 HÜCRELERİNE PX601-GFP PLAZMİDİNİN ve ssODN1 

TRANSFEKSİYONU 

 

PC-3 hücrelerinde optimal transfeksiyon oranının belirlenmesi amacıyla ilk olarak 

hücrelere aktarıldığında yeşil floresan proteini eskprese eden ve green fluorescent 
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protein (GFP) genini yapısında bulunduran px601-GFP plazmidi, ssODN1 ve 

FuGENE HD (Promega, A.B.D) transfeksiyon ajanı hücrelere transfekte edildi. 

 

Bu amaçla, en az 3 pasajlama ve tripsinizasyon işlemi sonrası Merck Muse® 

Count & Viability Assay kitiyle MUSE cihazında hücre sayımı işlemi ardından 2 ml 

sıvı DMEM/F12 besi yeri içinde bulunan PC-3 hücreleri 2 adet 6 kuyucuklu kültür 

kabının her bir kuyucuğuna 250 000 hücre olacak şekilde aktarıldı. Ardından, her bir 

kuyucuğa 2 ml %10 fetal sığır serumu, 1X L-Glutamin ve 1X Penisilin/Streptamisin 

içeren DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi. 6 kuyucuklu kültür kaplarına aktarılan 

hücreler plasmid transfeksiyonundan önce kuyucuklarda %70-80 hücre doluluğu 

sağlamak üzere 12-18 saat 37oC ve %5 CO2'li nemli ortamda inkübe edilmek üzere 

inkübatöre kaldırıldı. İnkübasyon işlemi sonrası, optimal px601-GFP 

plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajanı oranının belirlenmesi amacıyla 2 

adet 6 kuyucuklu kültür kabının 9 kuyucuğuna farklı oranlarda px601-GFP 

plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajanı (Tablo 11) ilave edildi. Bunun 

için ilk olarak, her bir kuyucuktaki eski besi yeri transfeksiyondan 1 saat önce 

çekilerek yerine 2 ml tam besi yeri ilavesi yapıldı. Yine transfeksiyon işleminden önce 

FuGENE HD transfeksiyon ajanı, plazmid stoku, ssODN stoku ve serum içermeyen 

Opti-Mem (Gibco, A.B.D) besi yeri oda sıcaklığı ısısına getirildi. 9 adet 0,5 ml’lik 

PZR tüplerine sırasıyla 1.-9. oranların sağlanması amacıyla 1-3 μg px601-GFP 

plazmidiyle, 0,75 μg ssODN bulunduğu hacimler ilave edildi ve son olarak tüm 

tüplerdeki hacimler Opti-Mem besi yeri ile 150 μl’ye tamamlandı. Ardından kullanılan 

plazmid+ssODN miktarına orantılı olarak 1:2, 1:3 ve 1:4 (w/v) oranlarında FuGENE 

HD transfeksiyon ajanı plazmid+ssODN+Opti-Mem karışımının üzerine ilave edildi. 

Son karışım oda sıcaklığında tüplerin kapakları kapalı olarak 10 dakika inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda karışımlar hücrelerin içinde bulunduğu kuyucuklara damla damla 

mikropipet yardımıyla ilave edildi. Son olarak hücrelerde yeşil floresan protein 

ekspresyonunun gözlemlenmesi amacıyla 24 saat 370C ve %5 CO2'li nemli ortamda 

inkübe edilmek için inkübatöre kaldırıldı. 
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Tablo 11. px601-GFP plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajan oranları. 

 

Oran Plazmid(μg)  ssODN1 

(μg) 

Plazmid+ssODN:FuGENE HD oranı 

(w/v) 

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 TRANSFEKSİYON ORANININ ImageJ ile ANALİZİ 

 

Farklı oranlarda px601-GFP plazmidi+ssODN+FuGENE HD transfeksiyon ajan 

ile transfeksiyonu gerçekleştirilen PC-3 hücrelerinin analizi IX71 invert floresans 

(Olympus/Japonya) mikroskobu ile gerçekleştirilmiştir. Buna göre incelenecek 

hücrelerin bulunduğu alanın normal ışık ve BG floresan filtre ile fotoğrafı çekildi. 

Ardından ImageJ programının cell count sekmesiyle aynı alanda floresans ışık ve 

normal ışık görüntüsü ile sayılan hücrelerin oranları birbirlerine göre %cinsinden 

hesaplandı. Buna görede en başarılı px601-GFP plazmidi+ssODN+FuGENE HD 

transfeksiyon ajan oranı ileri çalışmalar için kullanıldı. 

 

5.16 PC-3 HÜCRELERİ ÜZERİNDE OPTİMAL PUROMİSİN 

MİKTARININ BELİRLENMESİ 

 

Memeli hücreleri için selektif antibiyotik olan puromisin bir protein sentez 

inhibitörüdür. Bu çalışmada, yapısında puromisin direnç geni bulunduran px459 V2,0 

plazmidinin transfekte edilmediği hücrelerin çoğu ortamdan puromisin ilavesi ile 

selektif olarak elimine edildi.  
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Bu amaçla çalışmada, PC-3 hücreleri üzerinde en az toksik etkiyi gösterecek 

optimal puromisin miktarının bulunması için plazmid aktarımı yapılmamış PC-3 

hücreleri üzerinde puromisin optimizasyon çalışması yapıldı. En az 3 pasajlama ve 

tripsinizasyon işlemi sonrası Merck Muse® Count & Viability Assay kitiyle MUSE 

cihazında hücre sayımı işlemi ardından 2 ml sıvı DMEM/F12 besi yeri içinde bulunan 

PC-3 hücreleri 1 adet 12 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyucuğuna 150.000 hücre 

olacak şekilde aktarıldı. Ardından, her bir kuyucuğa 1 ml DMEM/F12 tam besi yeri 

ilave edildi. 12 kuyucuklu kültür kaplarına aktarılan hücreler 18 saat 37oC ve %5 

CO2'li nemli ortamda inkübe edilmek üzere inkübatöre kaldırıldı. İnkübasyon işlemi 

sonrası, ilk kuyucuk kontrol olmak üzere diğer kuyucuklara içerisinde sırasıyla 0,5 

µg/µl, 1 µg/µl, 2 µg/µl, 3 µg/µl, 4 µg/µl, 5 µg/µl, 6 µg/µl, 7 µg/µl, 8 µg/µl, 9 µg/µl, 

10 µg/µl puromisin bulunan 1 ml DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi.  

 

Puromisinin hücreler üzerindeki antibiyotik etkisi 24 saatte bir olmak üzere 72 

saat boyunca IX71 invert floresans (Olympus/Japonya) mikroskobu ile takip edilerek 

optimal puromisin miktarı belirlendi. 

 

5.17 PC-3 HÜCRELERİNE sgRNA1 ve sgRNA2 PLAZMİDLERİNİN 

TRANSFEKSİYONU ve PUROMİSİN SELEKSİYONU 

 

Optimal plazmid+ssODN1+FuGENE HD transfeksiyon ajanı oranının 

belirlenmesinin ardından 6 kuyucuklu kültür kabının 3 kuyucuğuna 250 000 PC-3 

hücresi aktarıldı. Ardından, her bir kuyucuğa DMEM/F12 tam besi yeri ilave edildi. 

Kuyucuklardaki hücrelerin plazmid transfeksiyonundan önce %70-80 hücre doluluğa 

ulaşması amacıyla 16 saat 37oC ve %5 CO2'li nemli ortamda inkübe edilmek üzere 

inkübatöre kaldırıldı. İnkübasyon işlemi sonrası ilk kuyucuk kontrol amaçlı olarak 

kullanılacağından herhangi bir işleme maruz bırakılmazken diğer kuyucuklardan 

birine 1:4 oranında olacak şekilde, 3 μg sgRNA1 plazmidi+0,75 μg ssODN1+15 μl 

FuGENE HD transfeksiyon ajanı, diğer kuyucuğa ise 3 μg sgRNA2 plazmidi+0,75 μg 

ssODN1+15 μl FuGENE HD transfeksiyon ajanı ilave edildi. Transfeksiyon sonrası 

hücreler plazmid ekspresyonunun sağlanması için 24 saat 370C ve %5 CO2'li nemli 

ortamda inkübe edilmek üzere inkübatöre kaldırıldı. 24 saat inkübasyon sonunda 

hücrelerin üzerine içinde 0,5 μg/ml puromisin bulunan 2 ml tam besi yeri ilave edildi. 

Hücrelere puromisin uygulaması, her 24 saatte bir içinde ölü hücrelerin bulunduğu 
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eski besi yerinin çekilmesi ve yeni puromisinli besi yerinin ilavesiyle birlikte 72 saat 

süre ile gerçekleştirildi. 

 

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

HÜCRELERİNDEN DNA İZOLASYONU 

 

Herhangi bir transfeksiyon işleminin uygulanmadığı kontrol hücreleri ile plazmid 

transfeksiyonun ve puromisin seleksiyonun gerçekleştiği hücrelerden DNA izolasyonu 

QuickExtract™ DNA Extraction (Lucigen/A.B.D) solüsyonu ile gerçekleştirilmiştir. 

 

Bunun için, plazmid ve ssODN transfeksiyonu yapılmış ve 72 saat boyunca 

puromisin uygulamasına maruz kalmış iki kuyucuktaki hücreler 1 ml tripsinle 

muamele sonucu yapışmış oldukları yüzeyden kaldırıldı ve 2 dakika sonunda 

hücrelerin üzerlerine tripsinin hücreler üzerindeki negatif etkisini azaltmak amacıyla 

yeni 2 ml tam besi yeri ilave edildi. Ardından tripsinle kaldırılan 2 farklı kuyucuktaki 

hücreler 2 farklı 15 mL’lik kapaklı santrifüj tüplerine aktarıldı ve 1000 g’de 10 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonrası süpernatant atıldı ve hücreler üzerine 50 μl 

QuickExtract™ DNA Extraction solüsyonu ilave edildi. Son olarak QuickExtract 

solüsyonunun ilave edildiği hücreler 0.2 ml’lik PZR tüplerine aktarıldı ve tüplerde ısı 

döngü cihazına (SensoQuest, Almanya) konuldu. Isı döngü cihazında ise şartlar, 15 

dakika 68°C, 8 dakika 95 °C ve son olarak süresiz 4 °C olarak ayarlandı. Reaksiyon 

sonunda hücre DNA materyalleri tüpün sıvı üst fazında bulunurken, artık hücre 

bileşenleri ise alt fazda bulunmaktadır. 

 

5.19 TP53 414delC HEDEF BÖLGESİNE ÖZGÜ PRİMER NÜKLEOTİD 

DİZİSİ ve ÖZELLİKLERİ 

 

CRISPR/Cas9 sisteminin hedeflediği TP53 414delC hedef bölgesinin PZR 

aracılığıyla çoğaltılması amacıyla, TP53 414delC bölgesinide içine alan ve 409 baz 

çiftlik bir PZR ürününün oluşmasını sağlayan primer çifti dizayn edildi. Dizayn edilen 

primer çiftinin T7 endonükleaz analizinde kullanılabilmesi amacıyla, TP53 414delC 

hedef bölgesinin PZR aracılığıyla oluşan amplikonun merkez bölgesinde 

bulunmamasına dikkat edildi. T7 endonükleaz enzimi yanlış eşleşmiş nükleotid 

dizilerinde kesime neden olur. Bu sebeple, T7 endonükleaz enziminin kesime neden 
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olduğu bölgenin oluşan amplikonun merkez bölgesine denk gelmesi halinde yaklaşık 

iki eşit boyuta sahip amplikon parçası meydana gelecektir. Bu durumda, iki eşit boyuta 

sahip amplikon parçası jel analizinde üst üste denk geleceğinden farklı sgRNA 

aralayıcı dizilerinin yönlendirdiği CRISPR/Cas9 sisteminin ne derecede hedef bölge 

üzerinde etkili düzenleme yaptığı analiz edilemeyecektir.  

 

Bu amaçla, çalışmada TP53 414delC hedef bölgesinin içinde kaldığı PZR ürün 

amplikonunun 5’ ucuna 173 baz çifti ve 3’ ucuna 236 baz mesafede kaldığı primer 

(Tablo 12) çifti dizayn edilerek kullanıldı. Dizayn edilen primer çiftinin sadece TP53 

gen bölgesine bağlandığının doğrulaması için National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) veri bankası üzerinden Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) analizi yapıldı. Analiz sonucu dizayn edilen primer çiftinin sadece hedef 

TP53 gen bölgesine özgü olduğu doğrulandı. 

  

Tablo 12. TP53 414delC hedef bölgesi primer nükleotid dizisi ve özellikleri. 

 

Primer 

Adı 
Nükleotid Dizisi 

Amplikon 

boyutu (Bp) 

Primerin 

hedef 

bölgeye 

uzaklığı (Bp) 

TP53kont

F1 

5’ ACGCCAACTCTCTCTAGCTC 

3’ 

409 173 

TP53kont

R1 

5’ 

GCCAGACCTAAGAGCAATCAG 

3’ 

236 

 

5.20 PC-3 HÜCRELERİNDE CRISPR/Cas9 ARACILIĞIYLA 

DÜZENLENMİŞ TP53 414delC HEDEF BÖLGESİNİN PZR 

ARACILIĞIYLA ÇOĞALTIMI  

 

Herhangi bir transfeksiyon işleminin uygulanmadığı kontrol hücreleri ile plazmid 

transfeksiyonun ve puromisin seleksiyonun gerçekleştiği hücrelerden QuickExtract™ 

DNA Extraction solüsyonu ile elde edilen DNA ve TP53 414delC bölgesine özgü 

dizayn edilen primer çifti aracılığıyla hedef TP53 414delC bölgesinin PZR işlemi 
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gerçekleştirildi. Bunun için, aşağıdaki bileşenlere standart 50 µl hacime ulaşacak 

şekilde ultra distile su eklendi (Tablo 13). 

 

Tablo 13. TP53 414delC çoğaltım bölgesi için PZR reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

25 μl Hot-Start Taq polimeraz master mix (Qiagen/Germany) 

1 μl TP53kontF1 (10 pmol) 

1 μl TP53kontR1 (10 pmol) 

2 μl genomik DNA  

21 μl ddH2O 

50 μl Total 

 

PZR döngü koşulları; ısı döngü cihazının kapak sıcaklığı 105oC olacak biçimde, 

35 döngü (denatürasyon, bağlanma ve uzama işlemi) ısı döngü cihazında (SensoQuest, 

Almanya) gerçekleştirildi (Tablo 14). 

  

Tablo 14. PZR döngü koşulları. 

 

Döngü koşulları 

94oC’de 15 dakika (ön denatürasyon) 

94oC’de 45 saniye (denatürasyon) 

61oC’de 45 saniye (bağlanma) 

72oC’de 1 dakika (uzama) 

72oC’de 5 dakika (son uzama) 

 

PZR işlemi sonunda elde edilen amplikonlar SafeView DNA boyasının 

bulunduğu %1’lik agaroz jelde 1 saatlik yürütmenin ardından 100 baz çiftlik DNA 

moleküler boyut belirteçi eşliğinde yürütülerek 409 baz çiftlik hedef bölgeye özgü 

PZR amplikonunun oluştuğu kontrol edildi. Kontrol sonucu oluştuğu belirlenen PZR 

amplikonları T7 endonükleaz analizinde kullanılmak üzere +4oC’de muhafaza edildi. 
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5.21 T7 ENDONÜKLEAZ ANALİZİ 

 

T7 endonükleaz enzimi çift iplikli DNA'daki yanlış eşleşmeleri tespit eder ve bu 

bölgede kesim yapar. Bu özellikleri nedeniyle T7 endonükleaz enzimi, CRISPR/Cas9 

aracılıklı genom düzenlemesinin etkili bir şekilde değerlendirmesi için kullanılabilir. 

PZR ile hedef bölgenin çoğaltımından sonra PZR örneklerinden 12 μl ve 10X NEB2.1 

tamponundan 2 μl ve 5 μl ddH2O 0,2 ml’lik PZR tüpünde pipetaj yapılarak karıştırıldı. 

Ardından örnekler ısı döngü cihazında 95°C’de 5 dakika tutuldu ve sonra sıcaklık 

95°C’den 85°C’ye saniyede 2°C inecek şekilde, son olarak ise 85°C’den +4°C’ye  

saniyede 0,1°C inecek şekilde inkübe edildi. İşlem sonunda ise buz blok üzerinde 

bulunan örnekler üzerine 1 μl T7 endonükleaz (NEB) ilave edildi ve örnekler hemen 

ısı döngü cihazında 37 °C’de 15 dakika inkübe edildi. 15 dk sonunda reaksiyon, örnek 

ortamına 4 μl 0.25 M EDTA içeren 6X NEB loading dye ilavesi ile sonlandırıldı. Tüm 

işlemler sonunda örnekler kapiller elektroforez sistemi olan QIAXCEL (Qiagen, 

A.B.D) cihazında 10 dakika yürütüldü. Elektroforez işlemi sonunda, TP53 414delC 

hedef bölgesi üzerine sgRNA aralayıcı dizilerinin CRISPR/Cas9 sistemini etkili bir 

şekilde yönlendirememesinden dolayı düzenleme yapılamayan hücrelerin PZR 

amplikonları T7 endonükleaz tarafından kesilemediğinden jel üzerinde yaklaşık 400 

baz çiftlik bir bölgede tek bir bant olarak görülür. CRISPR/Cas9 sisteminin transfekte 

edildiği ve TP53 414delC hedef bölgesi üzerine sgRNA aralayıcı dizilerinin 

CRISPR/Cas9 sistemini etkili bir şekilde yönlendirdiği durumda ise PZR amplikonları 

T7 endonükleaz tarafından kesildiğinden jel üzerinde yaklaşık 170 ve 240 baz çiftlik 

bölgede iki ayrı bant görülür. Oluşan bu iki farklı bant yoğunluğu ne kadar fazla ise 

sgRNA aralayıcı dizilerinin CRISPR/Cas9 sistemini hedef bölgeye yönlendirme ve 

gen modifikasyon (hedef gen üzerinde değişiklik yapma oranı) oranıda o kadar fazla 

olur. Böylece daha fazla kesim yapıldığı görülen PZR amplikonun elde edildiği 

hücrelere transefkte edilen sgRNA+CRISPR/Cas9 sistemi ileri analizler içinde 

kullanılmaya devam edilir. 

 

Gen modifikasyon oranı aşağıdaki formül ile belirlenir: 

%gen modifikasyonu=100x(1 – (1 – kesilen amplikon oranı)0.5) 
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Kesilen amplikon oranı ise kesime uğramayan hedef bölgenin jel üzerindeki tek 

bant yoğunluk değerinin, kesime uğrayan hedef bölgenin jel üzerindeki iki bant 

yoğunluğuna bölünmesi ile elde edilir. 

 

5.22 sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 ile TRANSFEKTE OLAN PC-3 

HÜCRELERİNİN TP53 414 delC HEDEF BÖLGESİNİN YENİ NESİL 

SEKANS ANALİZİ 

 

Bölüm 5.17’de belirtilen yöntemle benzer şekilde, kontrol, sgRNA2+ssODN1 ve 

sgRNA2+ssODN2 ile transfekte olan PC-3 hücrelerinden bölüm 5.18 ve 5.20’de 

belirtilen yöntemle elde edilen PZR amplikonlarının TP53 414delC hedef bölgesinin 

yeni nesil sekans analizi Mi-Seq (Illumina, A.B.D) cihazı ile gerçekleştirildi. Yeni 

nesil sekans analizi bir PZR reaksiyonunda bulunan bütün amplikonların teker teker 

okunmasını sağlayarak her bir amplikonun nükleotid dizisini çıkartmaktadır. Böylece 

ortamda bulunan farklı hücrelerin farklı DNA dizi bölgelerinden çoğaltılan 

amplikonlar varsa, yeni nesil sekans sistemi tüm bu farklı nükleotid dizisine sahip 

amplikonların teker teker okunmasına ve nükleotid dizilerinin çıkarılmasına olanak 

verir. Bu nedenle projede, aynı kuyucuktaki sgRNA2+ssODN sistemleri ile transfekte 

olan PC-3 hücreleri ve transfekte olamayan, püromisin seleksiyonundan sağ kalan PC-

3 hücreleri aynı ortamda karışık bir şekilde bulunsalar bile, her bir hücreye ait PZR 

amplikonu yeni nesil sekans sistemi ile teker teker okunmuş ve hedef TP53 414delC 

mutasyonunun ne oranda CRISPR/Cas9+ssODN sistemi tarafından tamir olabildiği 

belirlenmiş olacaktır. Yeni nesil sekans sisteminden elde edilen veriler ise 

Bütünleştirici Genomik Görüntüleyici/Integrative Genomics Viewer (IGV) programı 

aracılığıyla incelendi. 

 

5.23 KONTROL PC-3 HÜCRELERİ, sgRNA2+ssODN1 ve 

sgRNA2+ssODN2 ile TRANSFEKTE OLAN PC-3 HÜCRELERİNDE p53 

mRNA EKSPRESYON SEVİYESİNİN BELİRLENMESİ 

 

Kontrol PC-3 hücreleri ve sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 ile transfekte 

olan ve püromisin seleksiyonu yapılmış PC-3 hücrelerinin p53 mRNA ekspresyon 

seviyesinin belirlenebilmesi için ilk olarak hücrelerden High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche, Almanya) RNA izolasyon kitiyle ilgili prosedüre göre RNA izolasyonu 
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gerçekleştirildi. Elde edilen RNA’ların konsantrasyon ve saflıkları ise NanoDrop 

(Maestrogen, Tayvan) cihazı ile ölçüldü. Ardından total RNA’lardan cDNA sentezi 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (AppliedBiosystems, A.B.D) 

bileşenleri (Tablo 15) kullanılarak ısı döngü cihazında 25°C’de 10 dakika, 85°C’de 5 

dakika, 4°C’de süresiz olarak gerçekleştirildi. 

 

Tablo 15. cDNA PZR reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

10 µl RNA 

2 µl 10X RT buffer   

0,8 µl 25X dNTP Mix (100mM)  

2 µl 10X RT Random Primer 

1 µl RNase Inhibitor 

3,2 µl Nuclease-free Water 

1 µl Reverse Transcriptase 

20 µl Total 

 

Elde edilen cDNA’lerden p53 ekspresyon analizi ise EvaGreen (Biotum, A.B.D) 

floresan boya yöntemi kullanılmasıyla toplamda 25 µl reaksiyon hacmiyle Rotor-Gene 

Real-Time qPCR (Qiagen, A.B.D) cihazında gerçekleştirildi (Tablo 16).   

 

Tablo 16. RT-qPZR reaksiyon bileşenleri. 

 

Reaksiyon bileşenleri 

2 µl cDNA 

1,25 µl EvaGreen   

0,3 µl 10 pmol Primer Forward 

0,3 µl 10 pmol Primer Reverse 

12,5 µl 2X HotStart Master Mix 

8,65 µl Nuclease-free Water 

25 µl Total 
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Primer olarak ise kendi dizayn ettiğimiz p53RNAF1 ve p53RNAR1 primerleri ve 

normalizasyon amaçlı olarak kullanılan β-microtubulin (B2M), Hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase (HPRT1), house keeping genlerine ait primerler kullanıldı 

(Tablo 17). 

 

Tablo 17. p53 RT-qPZR primerleri. 

 

Primer adı Nükleotid dizisi 

p53RNAF1 5' GTTGGCTCTGACTGTACCACC 3' 

p53RNAR1 5' CCAGTGTGATGATGGTGAGGA 3' 

B2MF1 5’- TCTCTCTTTCTGGCCTGGA-3’ 

B2MR1 5’- TGTCGGATGGATGAAACCC-3’ 

HPRTF1 5’-CGTCTTGCTCGAGATGTGAT-3’ 

HPRTR1 5’-TTCAGTGCTTTGATGTAATCCAG-3’ 

 

Kantitatif PZR döngü koşulları; kantitatif PZR cihazında 35 döngü (denatürasyon, 

bağlanma ve uzama işlemi) ısı döngü cihazında (SensoQuest, Almanya) 

gerçekleştirildi (Tablo 18). 

 

Tablo 18. RT-qPZR döngü koşulları. 

 

Döngü koşulları 

95oC’de 15 dakika (ön denatürasyon) 

95oC’de 15 saniye (denatürasyon) 

60oC’de 1 dakika (bağlanma ve uzama) 

 

5.24 TEK HÜCRE KÜLTÜRÜ  

 

sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmiş ve püromisin seleksyionu yapılmış PC-3 

hücrelerinin tripsin ile kaldırılması ve sayımının yapılmasının ardından DMEM / F-12 

tam besi yeri içindeki stok hücreler üzerine, 200 µl’de 4 hücre olacak şekilde 20 ml 

DMEM / F-12 tam besi yeri ilavesi yapıldı. Ardından elde edilen bu dilüsyondan 200 

µl, 8 adet 96 kuyucuklu kültür kabının herbir kuyucuğuna ilave edildi. 96 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekilen hücreler 7 günde bir tek hücreden oluşan koloni ya da TP53 
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gen tamirine bağlı proliferasyonu durmuş tek hücre gözlemlenmesi amacıyla sayılarak 

21 gün boyunca  370C ve %5 CO2'li nemli ortamda inkübe edildi. 21 gün sonunda 

toplamda 768 kuyucuk teker teker hücre varlığının gözlemlenmesi ve %ekim 

veriminin belirlenmesi amacıyla IX71 invert mikroskobu (Olympus Corporation, 

Japonya) aracılığıyla sayıldı. 

 

5.25 sgRNA2+ssODN2 TRANSFEKİYONU YAPILMIŞ HÜCRELERDE 

p53 PROTEİNLERİNİN İMMÜNOFLORESAN ANALİZİ 

 

p53 protein ekspresyon analizleri, 6 kuyucuklu kültür kaplarında 

sgRNA2+ssODN2 transfeksiyonu ve püromisin seleksiyonu yapılmış PC-3 

hücrelerinde immünofloresan yöntemi ile  yapıldı. 72 saatlik püromisin 

seleksiyonundan sonra PC-3 hücreleri %10’luk nötral formalin tamponu ile fikse 

edildi ve daha sonra 3 kez 5 dakika boyunca DPBS ile yıkandı (Gibco, 14190144). 

Yıkanan hücreler oda sıcaklığında 1 saat süreyle %10 keçi serumu ile (Sigma, G9023) 

bloke edildi ve daha sonra 3 kez 5 dakika boyunca DPBS ile yıkandı. Bloklanmış 

hücreler, 4°C'de gece boyunca 1:200 oranında %10 keçi serumu içinde seyreltilen 

primer Anti-p53 (yabanıl tip) antikor (Sigma-Aldrich, klon PAb1620) ile inkübe 

edildi. İnkübasyonun ardından hücreler, 5 dakika boyunca 3 kez DPBS ile yıkandı ve 

daha sonra 1:100 oranında DPBS ile seyreltilen FITC işaretli sekonder keçi antikoru 

(Abcam, ab7064) ile 2 saat süreyle oda sıcaklığında inkübe edildi. 5 dakika boyunca 

3 kez DPBS ile yıkama ardından hücreler son olarak DAPI ile 5 dakika boyandı ve son 

olarak 3 kez daha DPBS ile 5 dakika yıkandı. Öte yandan, tek hücre kültür 

immünofloresan analizleri, yukarıda belirtilen yöntemlerle aynı şekilde 

gerçekleştirilmekle beraber tek fark olarak DPBS ile yıkama işlemleri prolifere 

olmayan tek hücrelerin sınırlı yüzey alanlarından dolayı 1 kez 10 dakika olarak yapıldı. 

İmmünofloresan analize hazır hücreler IX73 invert floresan mikroskobu (Olympus 

Corporation, Japonya) ile analiz edildi. 

 

5.26 sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 TRANSFEKİYONU 

YAPILMIŞ HÜCRELERDE APOPTOZİS ANALİZİ 

 

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

transfeksiyonu yapılmış PC-3 hücrelerinde puromisine bağlı hücre ölümünden 
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kaçınmak için puromisin seçimi olmadan 48 ve 72 saatlik transfeksiyon sonrası Muse 

Annexin V and Dead Cell kiti (Millipore, Billerica, MA, ABD, MCH100105) 

kullanılarak yapıldı. PC-3 hücre transfeksiyonunda px459sgRNA2+ssODN3 

kullanımı, hücrelerin hedef sekansında herhangi bir nükleotid değişimine veya TP53 

414delC onarımına neden olmaz. Bu nedenle sgRNA2+ssODN3 kullanımı, 

transfeksiyonun PC-3 hücrelerinde neden olduğu apoptotik etkiyi ölçmek ve TP53 

414delC onarımından kaynaklanan asıl apoptotik etki değerini belirlemek için 

kullanılmıştır. 48 ve 72 saatlik transfeksiyon sonrası 6 kuyucuklu platelerde bulunan 

PC-3 hücrelerinin kaldırılması ve santrifüjü sonrası 1 ml full besi yeri içinde bulunan 

süspanse hücrelerin 100 µl’si ayrı ayrı 1,5 ml’lik santrifüj tüplerine akatarıldı ve 

üzerlerine 100 µl Muse Annexin V and Dead Cell sıvısı ilave edildi. Hücrelerin 

karanlıkta oda sıcaklığında en az 20 dakika inkübasyonundan sonra, hücreler otomatik 

Muse Cell® Analyzer (Merck Millipore, Billerica, MA, ABD) cihazında analiz edildi. 

Analizin sonunda da, negatif kontrol olarak sgRNA2+ssODN3 ile transfekte edilmiş 

hücreleri kullanıldı. 

 

5.27 İSTATİKSEL ANALİZLER 

 

Gruplar arası farklılıkların analizi için SPSS (istatistiksel paket yazılım, Windows 

23.0) kullanılmıştır. Elde edilen veriler One-Way ANOVA ve Tukey post hoc testi ile 

test edilmiştir. 0,05'den küçük p değerleri anlamlı olarak kabul edilirken, elde edilen 

tüm veriler üç deney tekrarını temsil etmektedir. Veriler ortalama ± standart sapma 

(SD) olarak sunulmuştur. RT-qPCR verilerinin istatiksel olarak değerlendirmesi 

Kenneth J. Livak ve Thomas D. Schmittgen 2001'e ait 2-∆∆CT yöntemine göre 

yapılmıştır. Bu yolla hedef genlerin hasta grupları uygulamalarında gen ekspresyon 

(Ct değeri olarak) sonuçlarının Housekeeping gen olarak seçilen B2M ve HPRT1 geni 

ekspresyonlarının ortlama seviyesine göre anlamlılık dereceleri belirlenmiştir. 
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6. BULGULAR 

 

 

6.1 PC-3 HÜCRELERİNDE UYGUN TRANSFEKSİYON ORANININ 

BELİRLENMESİ 

 

PC-3 hücrelerinde sitotoksik etkiyi en az miktarda tutmak ve en uygun 

transfeksiyon oranının belirlenmesi amacıyla PC-3 hücrelerine yeşil floresan proteini 

eskprese eden ve green fluorescent protein (GFP) genini yapısında bulunduran px601-

GFP plazmidi, ssODN1 ve FuGENE HD (Promega, A.B.D) transfeksiyon ajanı 

hücrelere transfekte edildi. Böylece ölçüm yapılan alandaki toplam hücre miktar 

oranına göre GFP-pozitif hücrelerin yüzdesel değerleri elde edildi. Buna göre, 

materyal ve metod da belirtilen transfeksiyon oranlarından, hücrelerde aşırı toksik etki 

göstermeden en uygun ve en yüksek transfeksiyon oranının şekil 12’de görüldüğü 

üzere %38 transfeksiyon oranı ile 9. oran olduğu görüldü. Bu sebeple yapılan ileri 

analizler bu oran üzerinden devam ettirildi. 

 

 

 

Şekil 12. Farklı transfeksiyon oranlarında GFP geni aktarılmış PC-3 hücrelerinde 

GFP ekspresyonunun görüntülenmesi. 
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6.2 sgRNA ARALAYICI DİZİ VERİMLİLİĞİNİN BELİRLENMESİ 

 

PC-3 hücrelerinde TP53 414delC mutasyon noktasına en yakın (<10 bp) bölgede 

DSB oluşumunu sağlamak amacıyla CRISPR/Cas9 sistemine rehberlik etmesi 

amacıyla iki farklı sgRNA aralayıcı dizisi tasarlanmıştır. Tasarlanan sgRNA1 aralayıcı 

dizisi “5’ CAACAAGATGTTTTGCCAAC 3’” genomda kalıp ipliğe bağlanıp TP53 

414delC mutasyon noktasının 3’ bölgesinden 7 baz uzakta ve sgRNA2 aralayıcı dizisi 

“5’ ACAGGGCAGGTCTTGCCAGT 3’” genomda kalıp olmayan ipliğe bağlanıp 

TP53 414delC mutasyon noktasının 5’ bölgesinden 3 baz uzakta DSB oluşumunu 

sağlamaktadır.  

 

Transfeksiyondan 24 saat sonraki 72 saatlik püromisin seleksiyonunun sonunda, 

sgRNA1 ve sgRNA2 aralayıcı dizilerinin rehberliğindeki gen modifikasyonları T7 

endonükleaz I (T7E1) analiz deneyi kullanılarak değerlendirildi. T7 endonükleaz I 

enzimi, CRISPR/Cas9 sisteminin neden olduğu daha tam olarak tamir olmamış DSB 

bölgesindeki yanlış nükleotid eşleşmelerini tanır ve bu eşleşmenin bir ya da üç 

nükleotid upstream bölgesinde çift iplikli DNA üzerinde kesim meydana getirir. 

Böylece, çift iplikli DNA üzerinde T7 endonükleaz I aracılığıyla meydana kesim oranı 

bize sgRNA aralayıcı dizinin verimliliğini, yani sgRNA aralayıcı dizinin 

CRISPR/Cas9 sistemini ne kadar verimlilikle hedef DNA bölgesine yönlendirdiğini 

verir. sgRNA1 ve sgRNA2 aralayıcı dizilerinin yönlendirdiği CRISPR/Cas9 

sisteminin hedef TP53 414delC mutasyon bölgesinde meydana getirdiği gen 

modifikasyon oranları sırası ile %4 ve %30 olarak bulundu (Şekil 13). Bu sonuçlara 

göre, sgRNA2 aralayıcı dizi rehberliğindeki CRISPR/Cas9 sisteminin hedef bölgede 

daha fazla gen modifikasyonu sağladığı bulundu ve bu nedenle ilerleyen analizlerde 

PC-3 hücrelerinde TP53 414delC mutasyonunu onarmak için sgRNA2 aralayıcı dizi 

rehberliğindeki CRISPR/Cas9 sistemi ile ssODN'lerin kombine transfeksiyonu 

gerçekleştirildi. 

 



 

44 

 

 

 

Şekil 13. T7 endonükleaz I analizi ile sgRNA1 ve sgRNA2 aralayıcı dizilerinin gen 

modifikasyon verimliliğinin  dijital elektroforez ortamında gösterimi. En üst 

seviyedeki ok parental PZR amplikonunu ve alt seviyedeki oklar ise T7 endonükleaz 

I kesimi sonucu oluşan PZR bantlarını göstermektedir. M: Markır; K: Kontrol. 

 

6.3 TP53 414delC MUTASYONUNUN HDR ARACILIKLI TAMİR 

VERİMLİLİĞİNİN BELİRLENMESİ 

 

Yeni nesil sekans analizi, CRISPR/Cas9 sistemi ve ssODN1, ssODN2 tamir 

kalıpları aracılığıyla TP53 414delC mutasyon bölgesinde genetik düzenleme yapılan 

PC-3 hücrelerinde, tamir olan TP53 414 delC mutasyonunu, A>G knock-in’lerini, 

delesyonları, insersiyonları ve nokta mutasyonlarını görmemizi sağladı (Şekil 14 A, 

B, C).  
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Şekil 14. CRISPR/Cas9 sistemi ve tamir kalıpları ile genetik düzenlemeye uğramış 

PC-3 hücrelerindeki TP53 414delC mutasyon bölgesinin PZR amplikonlarının yeni 

nesil sekans okuması. A. Herhangi bir genetik düzenlemeye uğramamış kontrol PC-3 

hücrelerindeki TP53 414delC mutasyon bölgesinin nükleotid dizisi. B. 

sgRNA2+ssODN1 ile genetik düzenlemeye uğramış PC-3 hücrelerindeki TP53 

414delC mutasyon bölgesinin nükleotid dizisi. C. sgRNA2+ssODN2 ile genetik 

düzenlemeye uğramış PC-3 hücrelerindeki TP53 414delC mutasyon bölgesinin 

nükleotid dizisi. 

 

Transfeksiyon ve püromisin seçiliminin ardından, sgRNA2+ssODN1 sistemi ile 

genetik düzenlenmeye uğramış ve uğramamış hücre yüzdeleri, yeni nesil sekans 

analizine göre %63,86 ve %37,14 olarak belirlendi (Şekil 15 A). sgRNA2+ssODN1 

sistemi ile genetik düzenlemeye uğrayan hücrelerde ise hem A>G knock-in’i hem de 

TP53 414delC mutasyon tamirinin aynı anda bulunduğu hücre sayısı %17,89 olarak 

belirlenirken, sadece TP53 414delC mutasyon tamirinin bulunduğu hücre sayısı %2,06 

olarak belirlendi (Şekil 15 B). Delesyon, insersiyon ve nokta mutasyon yüzdeleri ise 

sırasıyla %42,27, %25,77, %12,37 olarak bulundu (Şekil 15 B). Bunların yanı sıra, 

sgRNA2+ssODN2 sistemi ile yapılan transfeksiyon ve püromisin seçiliminin ardından 

genetik düzenlemeye uğramış ve uğramamış hücre yüzdeleri, yeni nesil sekans 
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analizine göre %60,0 ve %40,0 olarak belirlendi (Şekil 15 A). sgRNA2+ssODN2 

sistemi ile genetik düzenlemeye uğrayan hücrelerde ise hem A>G knock-in’i hem de 

TP53 414delC mutasyon tamirinin aynı anda bulunduğu hücre sayısı %20,74 olarak 

belirlenirken, sadece TP53 414delC mutasyon tamirinin bulunduğu hücre sayısı %5,26 

olarak belirlendi (Şekil 15 B). TP53 414delC mutasyon tamiri ve A>G knock-in’i 

dışındaki delesyon, insersiyon ve nokta mutasyon yüzdeleri ise sırasıyla %34,21, 

%19,08, %20,71 olarak bulundu (Şekil 15 B). sgRNA2+ssODN1 ve 

sgRNA2+ssODN2 sistemi ile sadece TP53 414delC mutasyonu tamir olmuş PC-3 

hücre oranı ise sırasıyla, %19,95 ve %26,0 olarak belirlendi. 

 

 

 

Şekil 15. Yenil nesil sekans sonuçlarının grafik üzerinde yüzdesel gösterimi. A. 

sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin PC-3 hücrelerine 

transfeksiyonu ve püromisin seleksiyonu sonrası ortamda bulunan genetik 

düzenlemeye uğramış hücre yüzdesi. B. Ortamda bulunan genetik düzenlemeye 

uğramış hücrelerin TP53 414delC mutasyon bölgesinde meydana gelen tamir, A>G 

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

 

6.4 PC-3 HÜCRELERİNDE TP53 414delC MUTASYONUNUN TAMİR 

İŞARETİ OLARAK p53 mRNA EKSPRESYONUNUN BELİRLENMESİ 

 

ssODN’ler ile birklikte sgRNA2 aralayıcı dizisinin rehberlik ettiği CRISPR/Cas9 

sistemi kullanılarak TP53 414delC mutasyonunun tamir olduğu PC-3 hücrelerinde 

tamir işareti olarak p53 mRNA ekspresyonu araştırıldı. Bunun için, sgRNA2+ssODN1 

ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildiği PC-3 hücrelerinde p53 mRNA 
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ekspresyonu kantitatif PZR sistemi ile analiz edildi. Kantitatif PZR sonuçlarına göre, 

kontrol grubuna kıyasla sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinde 

p53 mRNA relativ ekspresyon seviyesinde (0,5459 kat) anlamlı bir artış belirlendi 

(p<0,001) (Şekil 16). Bununla birlikte, sgRNA2+ssODN1 ile transfekte edilmiş PC-3 

hücrelerinde, kontrol hücrelerine (p>0,669) göre anlamlı bir değişiklik olmadan p53 

mRNA relativ ekspresyon oranında artış (0,1110) olduğu belirlendi (Şekil 16). Ayrıca, 

sgRNA2+ssODN1 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerine göre sgRNA2+ssODN2 ile 

transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinde p53 mRNA ekspresyon oranının anlamlı bir 

şekilde (p<0,004) fazla olduğu belirlendi. Sonuç olarak, NGS sonuçlarına paralel 

olarak sgRNA2+ssODN2 ile transfekte olan hücrelerde TP53 414delC mutasyonunun 

daha fazla tamir olması sonucu kantitatif PZR analizlerine p53 mRNA 

ekspresyonunun oranında daha fazla artış olarak yansıdı. 

 

 

 

Şekil 16. sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildiği 

PC-3 hücrelerinde p53 mRNA relativ ekspresyon oranları. 

 

6.5 PC-3 HÜCRELERİNDE TP53 414delC MUTASYONUNUN TAMİR 

İŞARETİ OLARAK YABANIL (wild type/wt) p53 PROTEİN 

EKSPRESYONUNUN BELİRLENMESİ 

 

Kantitatif RZR analizlerinden ayrı olarak TP53 414delC mutasyonunun PC-3 

hücrelerinde, ssODN’ler ile birklikte sgRNA2 aralayıcı dizisinin rehberlik ettiği 

CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak tamir olduğunun belirlenmesi amacıyla 

immünofloresans (IF) analizi kullanarak bir tamir belirteçi olarak protein seviyesinde 

wt p53 proteinlerinin varlığı araştırıldı. Beklendiği gibi, sgRNA2+ssODN1 ve 
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sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildiği PC-3 hücrelerinde wt p53 

proteinlerinin varlığı gözlemlenirken, herhangi bir transfeksiyona maruz kalmamış 

kontrol PC-3 hücrelerinde wt p53 protein varlığı gözlemlenmedi (Şekil 17 A, B, C). 

Kantitatif PZR analizleri ile benzer olarak IF analizlerinde de, sgRNA2+ssODN2 

sisteminin transfekte edildiği PC-3 hücrelerinde sgRNA2+ssODN1 sisteminin 

transfekte edildiği hücrelere göre daha fazla wt p53 protein varlığı belirlendi.  

 

 

 

Şekil 17. PC-3 hücrelerinde wt p53 protein varlığının IF analiz yöntemiyle gösterimi. 

A. Kontrol PC-3 hücrelerinde wt p53 protein varlığının taraması. B. 

sgRNA2+ssODN1 sisteminin transfekte edildiği PC-3 hücrelerinde wt p53 protein 

varlığının taraması. C. sgRNA2+ssODN2 sisteminin transfekte edildiği PC-3 

hücrelerinde wt p53 protein varlığının taraması. 

 

6.6 sgRNA2+ssODN2 SİSTEMİNİN TRANSFEKTE EDİLDİĞİ PC-3 

HÜCRELERİNİN TEK HÜCRE KÜLTÜR ANALİZİ 

  

p53 mRNA ve protein ekspresyonlarının PC-3 hücre karakteri üzerindeki olası 

etkilerini inceleyebilmek için sgRNA2+ssODN2 sisteminin transfekte edildiği, yüksek 
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tamir oranından dolayı, PC-3 hücreleri 8 adet 96 kuyucuklu kültür kabının her bir 

kuyucuğuna tek bir tane düşecek şekilde aktarıldı ve 21 gün boyunca inkübe edildi. 

Bir hafta sonunda yapılan incelemelerde toplamda ki 768 kuyucuğun 120’sinde en az 

bir hücrenin olduğu belirlendi. Elde edilen 120 kuyucuktaki hücrelerin %80’ninde (96 

kuyucuk) tek bir hücreden çoğalan koloni formasyonu gözlemlendi ve %20’sinde ise 

(24 kuyucuk) tek bir hücrenin proliferasyona uğramadan yani çoğalmadan durduğu 

gözlemlendi (Şekil 18 A ve B). Ayrıca, proliferatif olmayan tek hücrelerin yarısının, 

21 günlük inkübasyonun sonunda öldüğü gözlemlendi. Ayrıca, kontrol PC-3 

hücrelerinin tüm tek hücre kültürlerinin koloniler oluşturduğu gözlemlendi (Şekil 18 

C). 

 

 

 

Şekil 18. 21 gün sonunda sgRNA2+ssODN2 sistemi ile transfekte edilmiş ve kontrol 

PC-3 hücrelerinin tek hücre kültürü analizi. A. sgRNA2+ssODN2 sistemi transfekte 

edilmiş tek bir PC-3 hücresinden meydana gelen koloni oluşumu. B. 

sgRNA2+ssODN2 sistemi transfekte edilmiş tek bir PC-3 hücresinin prolifere 

olamayan tek hücre durumu. C. Tek bir kontrol PC-3 hücresinden meydana gelen 

koloni oluşumu. 

 

6.7 PROLİFERE OLMAYAN TEK BİR HÜCRE DURUMUNDAKİ PC-3 

HÜCRELERİNDE TP53 414delC MUTASYON TAMİRİNİN 

DOĞRULANMASI 

 

Kanser hücrelerinde aktive edilen p53 gen ürünlerinin hücre proliferasyonunu 

engellediği bilindiğinden, sgRNA2+ssODN2 sistemi ile transfekte olmuş tek hücre 

kültürlerinin analizinden elde ettiğimiz sonuçlar, proliferatif olmayan tek hücrelerin 

wt p53 protein durumunu araştırmamıza neden oldu. Bu nedenle, sgRNA2+ssODN2 

sistemi ile transfekte olmuş proliferatif olmayan tek bir hücre durumundaki PC-3 

hücrelerinde wt p53 protein ekspresyonunun doğrulanması için IF analizi kullanıldı. 

Yapılan IF analizinde, proliferatif olmayan bu tek hücrelerde wt p53 protein 
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ekspresyonunu bulundu (Şekil 19 A, B, C, D). Elde edilen sonuçlar, TP53 414delC 

mutasyonunun CRISPR/Cas9 sistemi ile onarılmasının kanser PC-3 hücrelerinin 

proliferasyonunu inhibe ettiğini gösterdi. 

 

 

 

Şekil 19. Prolifere olmayan tek hücrelerde wt p53 proteininin immünofloresan analizi. 

A. Prolifere olmayan tek bir PC-3 hücresinin ışık mikroskop görüntüsü. B. Prolifere 

olmayan tek bir PC-3 hücresinin DAPI görüntüsü. C. Prolifere olmayan tek bir PC-3 

hücresinin wt p53 antikor boyaması. D. Prolifere olmayan tek bir PC-3 hücresinin hem 

DAPI hem de wt p53 antikor boyamasının birleşik görüntüsü. 

 

6.8 sgRNA2+ssODN2 SİSTEMİNİN TRANSFEKTE EDİLDİĞİ PC-3 

HÜCRELERİNDE APOPTOZİS ANALİZİ 

 

CRISPR/Cas9 sistemi ile gen düzenlemesi sonucu PC-3 hücrelerinde p53 

ekspresyonunun varlığı hem kantitatif PZR hem de IF analizi ile doğrulandıktan sonra 

sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin transfekte edildiği hücrelerde 

flow sitometri yöntemi ile wt p53 aracılıklı apoptozis analizi yapıldı. Herhangi bir 
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DNA molekülü ile hücrelerin transfeksiyonu da belli bir derecede apoptozis sürecini 

tetikleyebileceğinden (Li ve ark. 1999), transfeksiyon işlemi sırasında meydana gelen 

apoptozis değerlerini normalize edebilmek sgRNA2 aralayıcı dizisinin rehberlik ettiği 

CRISPR/Cas9 sistemi ile birlikte deneyde negatif kontrol olarak ssODN3 tamir kalıbı 

kullanıldı. ssODN3, hedef genom sekansında nükleotid değişimi yaratmayacak şekilde 

tasarlanmış olup, diğer ssODN'lerle aynı uzunluğa sahiptir. Bu şekilde, 

sgRNA2+ssODN3 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinden elde edilen apoptozis 

sonuçlarına göre sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmiş 

hücrelerden elde edilen apoptozis sonuçları normalize edilmesini sağlayacak şekilde 

apoptozis deneyi kuruldu (Şekil 20). 

 

 

 

Şekil 20. Kontrol PC-3 hücrelerinde, sgRNA2 + ssODN3, sgRNA2 + ssODN1 ve 

sgRNA2 + ssODN2 ile transfekte edilmiş hücrelerde püromisin seleksiyonu 

olmaksızın 48. ve 72. saatlerde apoptotik hücre oranlarının belirlenmesi. 

 

Post-transfeksiyon sonrasındaki 48. saatte sgRNA2+ssODN1 ve 

sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinden elde edilen normalize 

apoptotik hücre oranı, kontrol hücrelerine kıyasla (Şekil 20) anlamlı farklılık 

göstermiştir (p<0,0001). Post-transfeksiyon sonrasındaki 72. saatte ise 
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sgRNA2+ssODN1 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinin normalize apoptotik hücre 

oranı, kontrol hücrelerine göre anlamlı bir farklılık göstermezken (p>0,087), 

sgRNA2+ssODN2 ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinden elde edilen normalize 

apoptotik hücre oranı, kontrol hücrelerine kıyasla anlamlı farklılık göstermiştir 

(p<0,0001) (Şekil 21). 

 

 

 

Şekil 21. Kontrol hücreleri ile sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 ile transfekte 

edilmiş PC-3 hücrelerinden 48. ve 72. saatte elde edilen normalize %apoptotik hücre 

oranı. Yıldız işareti gruplar arasındaki anlamlı farklılığı belirtir (*p<0,0001).  
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7. TARTIŞMA 

 

 

TP53 geni (17p13.1 kromozom bandı), apoptozis, hücre döngüsünün durması ve 

hücresel yaşlanmanın tetiklenmesi yoluyla tümör büyümesini sınırlamak için gerekli 

olan p53 proteininin üretiminden sorumludur (Chen 2016). Kanser türlerinin çoğu ise 

disfonksiyonel TP53 geni ile ilişkili olup, kanser veritabanındaki TP53 geni ile ilişkili 

26.000'den fazla somatik mutasyon bildirilmiştir. Bu nedenle, birçok kanser tedavisi 

araştırması, farklı yaklaşımlar kullanarak kanser tedavisi için TP53 geni ve ürünü p53 

proteninin yeniden fonksiyonel hale getirilmesi üzerine kurgulanmıştır (Janic ve ark. 

2018). Bu sebeple, PC-3 prostat kanser hücrelerinde CRISPR/Cas9 sistemi ile TP53 

414delC mutasyonunun onarılarak TP53 genin yabanıl forma dönüşmesini sağlamak 

ve bu onarımın olası etkilerinin değerlendirilmesi bu çalışmanın ana amacı olarak ele 

alındı. TP53 geninin deneysel onarım mekanizmasının ayrıntılı tasarımını gösteren bir 

şema ise Şekil 22'de sunulmuştur. Tamir kalıplarının hücrelere transfeksiyonu 

nedeniyle meydana gelecek olan toksik etkiyi azaltmak ve konak genoma 

entegrasyonunu engellemek amacıyla bu çalışmada tamir kalıbı olarak çift iplikli bir 

tamir kalıbı yerine tek iplikli ssODN’ler kullanıldı (Song ve Stieger 2017). Bu nedenle, 

hedef bölgede çift iplik kırık oluşumunu sağlayan en etkili sgRNA aralayıcı dizisini 

belirledikten sonra, PC-3 hücrelerine TP53 gen bölgesinin 414delC mutasyonunu 

içermeyen 80 nükleotidlik bölgesi ssODN şeklinde tamir kalıbı olarak transfekte 

edildi. PC-3 hücrelerinde TP53 414delC mutasyonu sonucu delesyona uğrayan C 

nükleotidinin ssODN’ler aracılığıyla PC-3 hücrelerine transfeksiyonu ve bunların 

HDR aracılıklı tamir mekanizmasında kullanılması, sadece mutasyonun onarımına 

neden olmakla kalmaz, aynı zamanda, tamir edilen TP53 414delC mutasyon 

bölgesinde CRISPR/Cas9 sisteminin yeniden DSB oluşturmasını önleyen, sgRNA2 

aralayıcı dizisinin hedef bağlanma bölgesinde, bir rehber-blokaj mutasyonuna neden 

olur. Öte yandan, HDR aracılıklı tamir etkinliğinin daha fazla arttırılması için sgRNA2 

aralayıcı dizisine komplementer hedef nükleotid dizisinde ssODN’ler aracılığıyla 

ikinci bir rehber-blokaj mutasyonu meydana getirildi. Meydana getirilen bu mutasyon, 

kodlanan amino asit sekansını değiştirmeden hücre genomunda adenin (A) > guanin 
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(G) nükleotid değişimine, yani A>G knock-in’ine neden olur. Böylece, sgRNA2 

aralayıcı dizi ile PC-3 hücre genomundaki hedef nükleotid dizi arasında 

komplementerlik durumu azaltılarak bu bölgede CRISPR/Cas9 sisteminin tekrardan 

DSB oluşumunu sağlaması minimize edildi. Bu nedenle çalışmada, HDR aracılıklı 

tamir yolağında kullanılmak üzere hücrelere sgRNA2 aralayıcı dizisinin rehberlik 

yaptığı CRISPR/Cas9 sistemi ile ssODN1 (sgRNA2+ssODN1) ve yine sgRNA2 

aralayıcı dizisinin rehberlik yaptığı CRISPR/Cas9 sistemi ile ssODN2 

(sgRNA2+ssODN2) transfekte edildi. ssODN1 tamir kalıbı canlı genomunda kalıp 

iplik tamir kalıbı olarak kullanılırken, ssODN2 tamir kalıbı canlı genomunda kalıp 

olmayan iplik tamir kalıbı olarak kullanıldı. 

 

 

 

Şekil 22. Bu çalışmada TP53 414delC mutasyonunu onarmak için kullanılması 

planlanan deney ortamının şematik görünümü. Hedef TP53 414delC bölgesi, 

CRISPR/Cas9 sistemi ile ayrıldı ve daha sonra bölünmüş bölge, tamir şablonları olarak 

ssODN'ler kullanılarak hücrelerin homolojisine yönelik onarım sistemi ile onarıldı. 

ssODN'lerin fosforotiyat tarafından modifiye edilmiş uçları, yıldız işaretiyle belirtildi 

(*). 
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PC-3 prostat kanser hücrelerinde TP53 414delC mutasyonu başarılı bir şekilde 

sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 sistemlerinin öncülük ettiği HDR aracılıklı 

tamir mekanizması aracılığıyla %19,95 ve %26,0 oranında tamir edilmiştir. Yapılmış 

olan diğer çalışmalarda ise HDR aracılıklı mutasyon düzeltme oranlarının, sgRNA 

aralayıcı dizisinin bağlanma bölgesinde herhangi bir rehber-blokajı veya PAM-blokajı 

yapılmadığı takdirde, %3, %8 ve %10 olarak gerçekleştiği görülmüştür (Bialk ve ark. 

2011; Aird ve ark. 2018). Bu çalışmada ise, TP53 414delC mutasyonunun bu denli 

yüksek oranda tamirinin gerçekleşmesi sgRNA2 aralayıcı dizisinin bağlanma 

bölgesinde HDR aracılıklı tamir sonrası 2 farklı rehber-blokaj mutasyonunun 

gerçekleştirilmiş olmasına bağlıdır.  

 

Ayrıca, HDR aracılıklı tamirin ilk adımlarında PC-3 hücrelerinde TP53 genindeki 

TP53 414delC mutasyonu henüz tamir olmadığından yani TP53 geni inaktif 

olduğundan, hücrede Cas9 enziminin neden olduğu çift iplik kırıklarına karşı p53 

aracılıklı toksik hasar cevabı oluşmamış ve bu sayede arzu edilen nükleotid dizisine 

sahip HDR aracılıklı tamir yapılmış hücre sayısında artış gözlemlenmiştir. Yapılan 

diğer çalışmalarda da bu çalışmayla benzer şekilde, tamir kalıbı olarak kalıp olmayan 

DNA ipliğine komplementer bir ssODN (ssODN2) kullanıldığında HDR aracılıklı 

tamir mekanizmasının % verimliliğinin daha fazla olduğu görülmüştür (Bialk ve ark. 

2011; Prykhozhij ve ark. 2018). 

 

PC-3 hücrelerinde mutasyona uğramış TP53 geninin doğru düzenlenmesinin bir 

işareti olarak, tamir edilen TP53 geninin wt ekspresyon ürünlerini mRNA ve protein 

seviyesinde bulduk. İnaktif TP53 geninin sgRNA2+ssODN1 ve sgRNA2+ssODN2 

sistemleri tarafından tamir edilerek tekrar aktive edilmesinin bir sonucu olarak, wt p53 

ekspresyonunun 48 saat sonunda PC-3 prostat kanser hücrelerini kontrol hücrelerine 

göre apoptozise sürüklediği görülmüştür (p<0,001). Bununla birlikte, CRISPR/Cas9 

ve ssODN sistemleri ile 72 saatlik transfeksiyon sonrası kontrol hücrelerine kıyasla 

apoptotik hücre oranındaki anlamlı farkın (p<0,001) sadece sgRNA2+ssODN2 sistemi 

ile transfekte edilmiş PC-3 hücrelerinde görülmesinin nedeni olarak, TP53 414delC 

mutasyonunun sgRNA2+ssODN2 sistemi ile daha fazla verimle tamir edilmesinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca, PC-3 hücrelerinin tek hücre kültürünün 21 

günlük süresi sonunda dahi hücre döngüsünün tutulu halde kaldığı bir çok prolifere 

olmamış ve de wt p53 protein ekspresyonu IF analizi ile doğrulanmış tek hücre 
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formunda PC-3 hücreleri gözlemlenmiştir. Elde edilen bu sonuçlara göre, PC-3 prostat 

kanser hücrelerinde mutant halde bulunan tek bir TP53 gen allelinin (diğer TP53 gen 

alleli delesyona uğramıştır) bile tamir edilip aktive olmasının, hücrelerin apoptozise 

sürüklenmesi veya hücre döngüsünde tutulu kalması için yeterli olduğu görülmüştür. 

Tüm bunlarla birlikte, TP53 geni aracılığıyla PC-3 hücrelerinde tetiklenen p53 

ekspresyonu ve dolayısıyla apoptotozis oranı hücrelerde gerçekleşen HDR 

verimliliğinin arttırılması yoluyla yükseltilebilir. Bu bağlamda, genoma entegrasyonu 

kaldırılmış mutant lentivirüslerin veya adeno-ilişkili virüslerin PC-3 hücrelerinde 

vektör olarak kullanılması HDR verimliliğini arttırabilir, aynı zamanda bu virüslerin 

yine CRISPR/Cas9 sistemlerinin hücrelere aktarımında kullanılması bizlere in vivo 

olarak mutant TP53 genin tamirini mümkün kılar (Wang ve ark. 2007; Nishiyama ve 

ark. 2017). Tüm bunların yanında ise in vivo araştırmalar için CRISPR/Cas9 

aracılığıyla mutant TP53 geninin tamirinde bazı iyileştirmelere hala ihtiyaç vardır. 

Çünkü sağlıklı hücrelere CRISPR/Cas9 sisteminin kanser tedavisi için viral bir 

vektörle teslim edilmesi, CRISPR/Cas9 sisteminin hedef dışı etkisine bağlı olarak 

hedeflenen nükleotid dizisine benzer nükleotid dizilerinde DSB'lerin oluşumuna yol 

açabilme ihtimali vardır ve bu durum in vivo araştırmalar için büyük bir problemdir 

(Sternberg ve Doudna 2015). Bu durum ise, Cas9 geninin ekspresyonunda tümör-

seçilimli survivin genine ait promotorun kullanılması yoluyla aşılabilir (Chira ve ark. 

2018). Survivin geni erişkin bireye ait normal hücrelerde çok azalmış şekilde eksprese 

olur iken tümör hücrelerinde aşırı eksprese olmaktadır (Groner ve Weiss 2014). Bir 

diğer iyileştirme ise, CRISPR/Cas9 sisteminin kullanımında iki farklı sgRNA aralayıcı 

dizisinin aynı anda kullanımı olabilir. Aralayıcı dizilerden biri MDM2 geninin, birçok 

tümör hücre tipinde p53 proteininin degredasyonunu kontrol eder, ekspresyonunu 

engellemek için kullanılırken, diğer aralayıcı dizi mutant TP53 geninin tamirinde 

kullanılabilir. Bununla birlikte, iki farklı sgRNA aralayıcı dizisinin kullanılmasıyla 

mutant TP53 geninin, komşu nükleotid dizilerinin hedeflenmesiyle, tam bir 

fonksiyonel TP53 gen kopyasıyla değişimide sağlanabilir (Zhou ve ark. 2014). Genel 

olarak, CRISPR/Cas nükleazlarının geliştirilmesi için araştırmalar halen devam 

etmektedir, Cas12 ve CasX gibi hedef dışı DSB etkisinin ve fiziksel boyutlarının 

azaltılması için yapılan çalışmalar ise bizlere kanser tedavisi için yeni araştırma 

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

 

 

Sonuç olarak bu çalışmada, PC-3 hücrelerinde TP53 414delC mutasyonunun 

onarımı için CRISPR/Cas9 sistemi başarıyla kullandı ve bu onarımın bir sonucu 

olarak, PC-3 hücrelerinin proliferasyonu engellendi ve apoptozise sürüklendi. 
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