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OZET

Mantardan insana kadar tiim 6karyotlarda korunmus bir protein olan Ccdc124
lokalizasyonu ve islevi yeni tanimlanmis bir sentrozom proteinidir. Memeli
hiicrelerinde, hiicre déngusunun anafaz evresine kadar sentrozomda konumlanan
Ccdc124 proteini post-anafaz evresinde orta cisimcige (midbody) gé¢ etmektedir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalarla CCDC124 geninin ifadelenmesinin baskilandigi veya
asir1 arttirlldigi durumlarda hiicrelerin sitokinezi basariyla tamamlayamadigi ve ¢ok
cekirdekli htcrelerin meydana geldigi belirlenmistir. Yapilan bu g¢aligmayla bu
proteine ait genin, giiniimiizde en ¢ok c¢alisilan yOntemlerinden biri olan
CRISPR\Cas9 yontemi ile delesyona ugratilmasi amaglanmistir. Bu dogrultuda,
HEK293T hicrelerinde CCDC124 geninin 2. ve 3. ekzonlarim1 hedefleyen
CRISPR\Cas9 rehber oligolar1 tasarlanmis ve bu bolgelerde olusan gesitli
uzunluklarda delesyon ve insersiyonlar sekans analizleriyle dogrulanmistir. Elde
edilen CCDC124 geni modifikasyonlarinin, bazi mutant hiicre hatlarinda proteinin
ifadelenmesinin tamamen ortadan kalkmasi ile bazi mutant hiicre hatlarinda ise daha
kiigiik bir proteinin sentezlenmesi ile sonuglandigi immiinoblot teknikleriyle
saptanmigtir. Mutant hiicre hatlarinda meydana gelen morfolojik degisiklikler
mikroskobik goruntileme teknikleri kullanilarak kaydedilmistir. Akim sitometri
analizleriyle genin mutasyona ugratilmasinin sitokinez mekanizmasinda olumsuz bir
etki yaratarak sitoplazma boliinmesini engelledigi ve populasyondaki ¢ok ¢ekirdekli
hiicre sayisinda belirgin bir artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Bunu takiben
immiinboyama calismalarinda ¢ekirdege 6zgii antikor kullanilarak tek bir hiicre zar

icerisinde ¢oklu ¢ekirdek yapisi1 gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coiled-Coil Domain Iceren 124 (Ccdcl124), Sitokinez,
CRISPR/Cas9, Immiinoblot, Hiicre-Akim  Sitometri, Immiinboyama,
HEK293T.



SUMMARY

Ccdc124 (Coiled-coil domain-containing 124), conserved from fungi to
humans, is a centrosome protein whose function and localisation is recently
identified. In mammals, it is localized at centrosome until anaphase and migrates to
the midbody in post anaphase during the cell cycle. In previous studies it was shown
that cells with under/over expressed CCDC124 gene failed to complete cytokinesis
and turned into multinuclated cells. The aim of this study is the deletion of
the CCDC124 gene by CRISPR\Cas9 system which is one of the most recent
common techniques nowadays. Accordingly, CRISPR\Cas9 guide oligonucleotides
targeting the second and third exons of CCDC124 gene in HEK293T cells are
designed as well as various deletion and insertion mutations in the relevant locus
were validated by sequence analysis technique. The CCDC124 gene modifications
in some of the mutant cell lines resulted in a total disappearance of the protein
expression whereas some other mutant cell lines appeared with a little protein
expression which are detected with a immunoblotting tecniques. The morphological
changes of mutant HEK293T cells are analyzed by microscopic screening
techniques. Mutations of the gene has caused a negative effect on the cytokinesis
machinery and prevented the cytoplasmic division and along with the significant
increase in the polynuclear cell number. In addition to this, the nuclei of polynuclear

cells are observed by using specific antibodies in immunostaining study.

Key words: Coiled-Coil Domain Containing 124 (Ccdc124), Cytokinesis,
CRISPR/Cas9, Westernblot, Flow-Cytometry, Immunostaining, HEK293T.

Vi



TESEKKUR

Oncelikle tez calismamda beni destekleyen, egitimim boyunca ilminden
faydalandigim her tiirli yardimlarini eksik etmeyen degerli danigsmanim Gebze
Teknik Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Boliimii 6gretim iiyesi Sayin
Prof. Dr. Uygar Halis TAZEBAY"a tesekkr ederim.

Bana bir anlamda es danigmanlik yapmis olan maddi ve manevi her turli
desteklerini sunan degerli hocam Sabanci Universitesi dgretim iiyesi Dog. Dr. Batu
ERMAN'a ve onun ekibinden cok sevgili arkadaslarim Bahar SHAMLOO, Nazli
KESKIN, Emre DENiZ, Canan SAYITOGLU, Asma ALMURTADHA, Yasemin
YOZGAT, Ayhan PARLAR, Giilperi YALCIN ve tabi ki Ahsen OZCAN'a tesekkiir
ederim.

Birlikte ¢alismaktan onur duydugum ¢ok degerli ekip arkadaslarim Merve T.
OZTURK, Omer GULLULU, Ozge ARSLAN, Eda KARAKAS ve aym ofisi
paylastigimiz sevgili arkadaslarrm Emrah OZCELIK, Abdullah Abdul WAHEED,
Tiirkan CAKAR ve Z. Onur CALISKANER'e her tiirlii bilgi ve birikimlerini benimle
paylastiklari i¢in tesekkiir ederim.

Ikinci ofisim olarak kullandigim ofisin degerli sakinleri Nurettin AYVALI,
Ekin KESTEVUR, Zeynep SAYYAR, Zeynep ULUPINAR, Ozge CAVUS, Birkan
GIRGIN ve Ezgi YILDIZ'a paylastigimiz giizel anlar i¢in tesekkiir ederim.

Uygar hocam ile ¢alismama vesile olan boliim bagskanimiz Sayin Prof. Dr.
Tamer YAGCl'ya, tim MBG &gretim iiyelerine ve ayni binay1 paylastigimiz
lisansustl 6grencilerine tesekkir ederim.

Hayatim boyunca desteklerini hep arkamda hissettigim her diistiigimde
kaldiran benim i¢in herseyden daha degerli olan canim aileme hayatimdaki varliklar
icin tesekkiir ederim.

Ve tabi ki iyi ki tanimisim dedigim, varligina siikrettigim higbir destegini

esirgemeyen ¢ok degerli hayat arkadasim Hiiseyin GUL'e tesekkiirii bir bog bilirim.

Vi



ICINDEKILER

OZET

SUMMARY

TESEKKUR

ICINDEKILER

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
SEKILLER DiZINi

TABLOLAR DIZINi

1.GIRIS
2. HUCRE DONGUSU
2.1. Mitoz Bolinme
2.1.1. Sentrozom Dongusu
2.2. Sitokinez
2.2.1. Kasilma Halkas1 Merkezli Ayrilma Yarig1 Olusumu
2.2.2. Orta Cisimcik (Midbody) Organizasyonu
2.2.3. Ayrilma
3. COILED-COIL DOMAIN CONTAINING PROTEIN 124 (Ccdc124)
4. CRISPR\CAS9 SISTEMI
4.1. Tip Il CRISPR\Cas9 Sistemi Molekiiler Mekanizmasi
4.2. CRISPR/Cas9 Teknigi Uygulama Alanlar1
4.2.1. Programlanabilir RNA Aracili Gen Diizenlemesi
4.2.2. Transkripsiyon Kontroli
4.2.3. Genom Tarama Ktuphanesi
5. MATERYAL VE YONTEM
5.1. Materyal
5.1.1. Hiicre Hatt1 Se¢imi
5.1.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar1
5.1.3. Liziz Sollsyonu
5.1.4. Immiinoblot Soliisyonlar

5.1.5. Flow Sitometri Soliisyonlar1

viii

Sayfa

vi
Vii
viii
Xi
xii

XV

o oo oo b~ W

11
13
14
16
18
20
20
22
22
23
23
23
23
24
24
26



5.1.6. Immiinofloresan Soliisyonlari
5.1.7. Diger Tampon ve Soliisyonlar
5.1.8. Kimyasal Malzemeler

5.1.9. Kullanilan Cihazlar

5.1.10. Vektor ve Primerler

5.2. Ydntem

5.2.1. CRISPR\Cas9 Sistemi ve sgRNA Tasarlanmasi
5.2.2. Bakteriyel Hiicre Kultlrl
5.2.2.1. Bakteri Kiiltiirii Bliylime Kosullar1
5.2.2.2. Kompetan Hiicre Hazilanmasi1 ve Transformasyon
5.2.2.3. Plazmid DNA Izolasyonu
5.2.3. Kontol Enzim Kesimi
5.2.4. Hicre Kilturi
5.2.4.1. Hiicre Kiiltiirii Ortami
5.2.4.2. Alt kulttrleme ve Kiltir saklama
5.2.4.3. Gegici Transfeksiyon
5.2.5. FACS Analizi
5.2.6. Antibiyotik Secilimi
5.2.7. Tek hiicre Diislirme Yontemi
5.2.8. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Analizi
5.2.9. Liziz ve Protein Miktar Tayini
5.2.10. Immiinoblot Analizi
5.2.11. Akim Sitometri Analizi

6. SONUCLAR

6.1

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.
6.6.

. CCDC124 Geninin 2. ve 3. Ekzonlarin1 Hedefleyecek sgRNA'lar
Tasarlanmasi

Tasarlanan sgRNA Oligolarinin pSpCas9n(BB)-2A-Puro (PX462)
Plazmidine Klonlanmasi

Rehber Oligo Klonlanmis Plazmidlerin HEK293T Hiicrelerine
Transfekte Edilmesi

Tek Hiicre Diisiirme Deneyleri

RFLP Analizi Sonuglari

Mutant Hiicre Hatlar1 Dizi Analizi Sonuglari

26
26
27
27
27
29
29
29
29
30
30
30
31
31
31
31
32
32
32
33
33
34
35
37
37

41

42

44

45
48



6.7. Mutant Hiicre Hatlarinda Meydana Gelen Fenotipik Degisikliklerin
Ters Isik Mikroskobu ile Gériintiilenmesi

6.8. Immiinfloresan Boyama Ile Mutant Hiicre Hatlarinin
Gorintulenmesi

6.9. Mutant Hiicre Hatlarindaki Coklu Cekirdekli Hiicre Oraninin Akim
Sitometri Analizi ile Tayini

6.10. Mutasyona Ugratilmis Genin immiinoblot Analizi ile Protein

Diizeyinde Kontroli
7. YORUMLAR

KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

53

56

57

59

61

66

72
73



SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler ve Aciklamalar

Kisaltmalar

Mg Mikrogram

ul Mikrolitre

UM Mikromolar

oc Derece Celsius

APS Amonyumsilfat

C Sitokinez

Ccdcl24 Coiled-coildomain containing 124
HEK 293 Insan embriyonik bobrek hiicre hatt1 293
ICB Hiicreler aras1 kopr

IF Immunofloresan

kDa Kilodalton

L Litre

M Mitoz

MBG Molekdler Biyoloji ve Genetik
mM Milimolar

NIS Sodyum iyodid simporter

Nm Nanometre

PBS Tuzlu fosfat tamponu

Plk1 Polo-benzeri-kinazl

PRC1 Sitokinez diizenleyici proteinl
RasGEF1B Ras guanin niikleotit degistirici faktor 1B
RPM Rotorun dakikadaki donme hizi
SSC Side scatter

TEMED Tetrametiletilenediamin

WB

Immiinoblot

Xi



SEKILLER DIZINi

Sekil No:

2.1: Hicre doéngisu ve donginin duzenlenmesinde yer alan G1, G2,
M kontrol noktalarinin sematik gosterimi.

2.2: Sitokinez sirasinda aktomiyozin halkasi, ayrilma yarigi ve orta
cisimcik olusumu.

2.3: RhoA sinyal yolagi aktivasyonu ile aktomiyozin halkasinin
olusumu.

2.4: Erken anafaz evresiyle baslayip fiziksel ayrilmayla sonuglanan
sitokinez evreleri.

2.5: Elektron mikroskobu ile yakalanmis ayrilmakta olan kardes
hiicreler arasinda beliren koprii ve bu kopriiniin merkezinde orta
cisimcik olusumu kirmizi 6lgek 1 um boyundadir.

2.6: Orta cisimcigi olusturan boliimler ve bu bolimlerde lokalize olan
sitokinezin tamamlanmasinda gorev alan proteinler.

4.1: Tip I, Tip I ve Tip Il CRISPR sistemlerinin molekiiler
mekanizmasi.

4.2: Tip II CRISPR/Cas9 sitemi molekiiler mekanizmasi

4.3: tracrRNA:crRNA kompleksi programli ve gelistirilmis kimerik
sgRNA programli Cas9 DNA hedeflemesi.

4.4. Cift Cas9 nickase modeli; 5'-3' zinciri hedefleyen sgRNA ve 3'-5'
zinciri hedefleyen bagka bir sgRNA ile D10ACas9n enzimi
kullanilarak DNA {izerinde DSB olusturulmaktadir. Siyah oklar
kirik bolgesini gostermektedir.

6.1: 2.ekzon i¢in tasarlanan CRISPR/Cas9n modeli. Sar1 ok:kiriklarin
meydana geldigi noktalar, mavi ok:PCR primeri, pembe ok:PAM
sekansi, kirmizi ok:sgRNA.

6.2: 3.ekzon icgin tasarlanan CRISPR/Cas9n modeli. Sar1 ok:kiriklarin
meydana geldigi noktalar, mavi ok:PCR primeri, pembe ok:PAM
sekansi, kirmizi ok:sgRNA.

6.3: Sekil 6.3: PX462 plazmidi gen haritasi.

xii

10

11

12

17

19
20

21

38

38

39



6.4:

6.5:

6.6:

6.7:

6.8:

6.9:

6.10:

6.11:

6.12:

6.13:
6.14:
6.15:
6.16:

PX462 Plazmidi Gen Dizilimi ve Rehber Oligo Ligasyonu.
Kirmizi ok uglart BbSI enzimi kesim boélgelerini

simgelemektedir.

BbSI ile kontrol enzim kesimi. Uncut: enzim kesimi yapilmamis
ornek, cut: enzim kesimi yapilmis drnek.

Sirastyla 7, 55, 23 ve 64 rehber oligolart klonlanmig PX462
plazmidleri sekans analizi sonuglart. Kirmizi ile isaretlenmis
kisimlar rehber oligolar1 simgelemektedir. Reverse primer ile
sekanslatilmiglardir.

Akim Sitometri analizi ile transfeksiyon verimliligi tayini. Mavi
grafik GFP negatif hiicreleri, yesil grafik GFP pozitif hiicreleri
gostermektedir.

1.transfeksiyon sonrast RFLP sonuclari. Kirmizi oklar kesilmemis
band1 gostermektedir. 2.ekzon ig¢in Smal, 3.ekzon i¢in Pvull
enzimi kullanilmigtir. wt: transfekte edilmemis HEK293T, uncut:
enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

2.tranfeksiyon sonrast RFLP sonuglari. Kirmizi ok kesilmemis
band1 gostermektedir. 2. ekzon i¢in Smal, 3. ekzon i¢in Pvull
enzimi kullanilmigtir. wt: transfekte edilmemis HEK293T, uncut:
enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

7-55 hiicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP analizi
sonuclari. wt: transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile
kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

#15'den elde edilen tek hiicre kolonilerine ait RFLP sonuglari. wt:
transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut:
enzim ile kesilmis.

23-64 hicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP
sonuclart. wt: transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile
kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

#15 sekans analizi ve 7-55 PCR bdlgesi ile karsilastirmasi.
#6 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilastirmasi.
#26 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilagtirmasi.
#27 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilastirmasi.

Xiii

40

42

43

43

44

45

46

46

48
49
49
50



6.17:
6.18:
6.19:

6.20:

6.21:

6.22:
6.23:

6.24:

#50 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilagtirmasi.

#60 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilagtirmasi.

7-55 ve #15 tek hiicre kolonilerine ve transfekte edilmemis WT
HEK293T hiicrelerine ait mikroskop goruntileri, hiicre isimleri
goriintiilerin sol iist kdselerinde yer almaktadir.

23-64 tek hiicre kolonilerine ve transfekte edilmemis WT
HEK293T hicrelerine ait mikroskop gorintuleri, hicre isimleri
goriintiilerin sol list kdselerinde yer almaktadir.

Immiinfloresan boyama ile #60 mutant hiicre hattindaki coklu
cekirdekli hiicre goriintilenmesi.

Akim Sitometri analizi ile ¢oklu ¢ekirdekli hiicre orani tayini.
Mutant hiicre hatlarina ait N-terminal antikor kullanilarak elde
edilen Ccdc124 ve calnexin proteinleri ifadelenme profili.

Mutant hiicre hatlarina ait Mid-Ccdc124 antikor kullanilarak elde
edilen Ccdc124 ve calnexin proteinleri ifadelenme profili.

Xiv

51
52
53

54

56

57
59

60



TABLOLAR DIZIiNi

Tablo No:

5.1 Yiiriitme jeline ait kimyasal oranlari.

5.2 Ayirma jeline ait kimyasal oranlari.

5.3: Kullanilan vektorler ve kullanim amaglari.

5.4 Kullanilan primerler ve kullanim amaglari.

9.5: Standart  grafik  olusturmak  i¢in  kullamlan  BSA
konsantrasyonlart.

6.1: wt HEK29T hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore ylizde
dagilimi.

6.2: #6 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilimi.

6.3: #27 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore ylizde dagilimi.

6.4: #60 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilima.

XV

Sayfa
22

27
35
36

38

57

57
57
58



1. GIRIS

Hiicre boliinmesi, insan sagligini1 olumsuz etkileyen basta replikatif yaslanma
ve kanser olmak iizere pek cok giincel olusumla dogrudan baglantili oldugu icin
iizerinde en c¢ok calisilan konulardan biri haline gelmistir. Omiir uzunlugunu ve
kalitesini arttirmak amaciyla yapilan arastirmalarlar hiicre bolinmesinin molekuler
mekanizmasini aydinlatmak {izerine yogunlasmustir. Hiicre boliinmesi tek hcreli
canlilarda soy aktarimi, ¢ok hiicreli canlilarda ise biiyiime, gelisme, gen aktarimi ve
doku yenilenmesi gibi kritik 6Gneme sahip streclerden sorumludur.

Mitoz bolinme kromozom sayisinin sabit tutularak atasal bir hiicreden
birbirine es iki yavru hiicrenin meydana getirildigi kritik bir siiregtir. Genel olarak
mitoz bolinme hiicrenin béliinmeye hazirlandigi interfaz evresinden, karyokinez
olarak isimlendirilen sirasiyla profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden olusan
gekirdek Dbolinmesinden ve bunu takip eden sitokinez olarak isimlendirilen
sitoplazma béllinmesinden meydana gelmektedir.

Hiicre dongiisiiniin son safhasi olan sitokinez absisyon denilen iki kardes
hiicrenin fiziksel olarak ayrilmasiyla sonlandirilmaktadir. Yapilan calismalar
absisyon siirecinde en biiyiik roliin orta cisimcik olarak adlandirilan aktomiyozin
kasilma halkasinin anti-paralel mikrotiibiilleri sikistirmasiyla ortaya ¢ikan gecici bir
organel iizerinde oldugunu gostermistir [D'Avino et al., 2015]. ilk olarak 1981
yilinda Walter Flemming tarafindan tanimlanan bu organel absisyon i¢in gerekli olan
proteinlerin organizasyonunu yapan ve bu proteinler icin platform goérevi goren
elektronca yogun bir yapidir [Paweletz, 2001].

Gec-anafaz evresine kadar sentrozomda konumlanan Ccdcl124 (Coiled-coil
domain containing-124) proteini sitokinezin baslamasiyla orta cisimcige gog
etmektedir. Mantardan insana kadar tiim okaryotlarda korunmus olan bu protein pek
cok sentrozom proteininde oldugu gibi sarili sarmal bolge motifine sahiptir. Yapilan
caligmalarda Ccdc124 protein ifadesinin azaltildigi veya arttirildigi durumlarda
sitokinezin tamamlanmadigi ve c¢oklu g¢ekirdekli hiicre olusumu goézlendigi
kaydedilerek bu proteinin sitokinez i¢in 6nemi aydinlatilmistir [Telkoparan et al.,
2013], [Arslan, 2015]. Ccdcl24 proteininin orta cisimcikte Ras guanin nukleotit
degistirici faktor 1B (RasGEF1B) ile etkilesim igerisinde oldugu daha 6nce yapilan
caligmalarla ortaya konmustur [Yaman et al., 2009]. RasGEF1B ise hicre



bolinmesini takip eden hicre-hiicre arasi ve hiicre-hiicreler aras1 matrix
baglantilarinin kurulmasit ve kontrol edilmesi gibi streglerde gorevli olan Rap 2 nin
aktive edilmesini saglamaktadir .

Ccdc 124 proteini ifadelenmesini baskilamak amaciyla kullanilan Crispr\Cas
sistemi ilk olarak arkealar ve bakterilerde kesfedilmis, organizmaya giren virls ve
plazmitlere kars1 olusturulmus kazanilmis bagisiklik sistemidir. CRISPR, arkealarinn
yaklasik % 90’ inda ve bakterilerin yaklasik %40 ¢ inda bulunan DNA tekrarlaridir
[Jansen et al., 2003]. Bu diziler “cas“ adi verilen CRISPR baglantili (CRISPR-
associated) genlerle komsulardir. Cas genleri genel olarak niikleaz, helikaz ve
polimeraz bolgeleri tasiyan genis bir protein ailesini kodlar [Haft et al., 2005]. Tip I,
IT ve III olarak adlandirilan 3 farkli ¢esidi olmakla beraber Tip II sistemi genom
muhendislik teknolojileri igin en uygun temeli olusturmaktadir. Genom igindeki
CRISPR dizisi protospacer adi verilen yabanct DNA’s1 ile homolog olan sekanslar
bulundurur. Protospacer sekanslar1 kisa palindromik tekrarlar ile birbirinden ayrilir.
CRISPR dizisi transkribe edilerek pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) olusturulur, bu
diziler daha sonra homolog oldugu tracrRNA (trans-activating crRNA), cas9 ve
RNAse 11l enzimleriyle “crRNA* dizilerine doniistiiriiliir. Olusan crRNA-tracrRNA-
cas9 kompleksi tamamlayicist olan yabanct DNA bolgesini bulup baglanir ve cas9
enzimi bu bolgedeki cift iplik yapisini agarak ¢ift iplik kesimi meydana getirir.

Yapilan bu c¢alismada oOncelikle CCDC124 geninin ifadelenmesini
engellemek amaciyla 2. ve 3.ekzonlarimi hedefleyecek CRISPR\Cas9 modelleri
tasarlanmistir. Genom igerisindeki off-target aktivitesini azaltmak amaciyla Cas9n
(Cas9-nickase) enzimleri kullanimi uygun gorilmiistir. HEK293T hiicre hattt
kullanilarak, tasarlanan CRISPR/Cas9n modelleri uygulanmis ve hedeflenen gen
bolgesindeki modifikasyonlar dncelikle RFLP analizi ile sonrasinda DNA dizi analizi
ile belirlenmistir. Mutant hiicre hatlarinda meydana gelen fenotipik degisimler ters
151k mikroskobu ile goriintiilenmistir. Takip eden siireclerde akim sitometri analizi ile
mutasyon sonucu meydana gelen c¢oklu niikleuslu hiicre orani belirlenmis ve bu
hiicrelerde ¢ekirdek immiin floresan boyama yapilarak c¢ekirdek durumu
gozlemlenmistir. Gen modifikasyonunun protein dizeyinde analizi imminoblot

deneyleri ile gerceklestirilmistir.



2. HUCRE DONGUSU

Cogalmak tizere uyarilmig bir hiicrede gerceklesen, bir dizi biyokimyasal
aktivitenin ve morfolojik degisikligin goriildiigi fiziksel bolinmeyle sonuglanan
stirece “hucre dongusi“ denir. Bir dongliye giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyii tamamlar ve bir sonraki
dongiiniin hazirlik evresine geger [Albert et al., 2002].

Okaryotik organizmalarda hiicre dénguisii genel olarak iki sathadan olusur.
Hicrenin bolinmeye hazirlandigi interfaz sathast G1, S, G2 evrelerinin birbirini
izledigi bir siirectir. Interfazi takip eden mitoz (M) safhasi ise ¢ekirdek bolinmesinin
gerceklestigi  karyokinez ve sitoplazma bdoliinmesinin  gerceklestigi — sitokinez
evrelerinden olugur. Hiicre dongiisiiniin %95'i bolinmeye hazirlanarak gegerken,
mitoz b6linme dongiinin yanlizca %5'lik kismini teskil etmektedir.

Hucrelerdeki bolinebilme kapasitesi ve hizi canlidan canliya degisiklik
gosterebildigi gibi aynmi1 canlidaki farkli hiicrelerde de degisiklik gdsterebilmektedir.
En kisa hiicre dongiisii 8 dakika ile sinek embriyosunda goriiliirken, insan karaciger
hiicresinde bu siire 1 yildan fazla olabilmektedir. Bolinebilme kapasitesi ve hizina
gore li¢ tip hiicre bulunmaktadir;

Statik hicreler: Bolinmeyi tamamen durduran (néronlar ve iskelet kas hicreleri)
veya nadiren bolinen (diz kas-kalp kasi) hiicrelerdir. Bu hucreler sadece dogum
oncesi donemde bolinmektedirler.

Stabil Hiicreler: Mitotik hizlar1 normalde yavas olan ancak doku kaybi1 ve zedelenme
gibi durumlarda hizla boéliinebilen hiicrelerdir. Boliinme uyarisi gelene kadar GO
(dinlenme) fazinda beklemektedirler. Fibroblast, osteoblast ve kondroblast 6rnek
olarak verilebilir.

Yenilenen Hicreler: Mitotik hizlar1 yiiksek olan hiicrelerdir. Ince bagirsak epitel
hlcreleri (3-4 giinde bir yenilenir), pankreasin ekzokrin boliimii, epidermis hiicreleri
ve kan htcreleri 6rnek olarak verilebilir.

Bu hiicre ¢esitlerinin hiicre dongiisiinden ¢ikis ve dongiiye tekrar giris noktalart sekil

2.1'de sematik olarak gosterilmektedir.



2.1. Mitoz Bolinme

Tek hicreli canlilarda Gremeyi, ¢cok hicreli canlilarda ise yaralarin onarilmast,
biiylime ve gelismeyi saglayan mitoz bolinme kromozom sayisinin sabit tutularak tek
bir hiicreden iki yeni hiicrenin olustugu yaygin bir hiicre bolinme seklidir [Watsonet
al., 2004]. Bolinmeyle, iki kati biiyiikliikteki atasal hiicre orijinal biiyiikligiine ve
kromozom sayisina ulasirken tekrar diger bir hiicre dongisinun hazirlik evresine
gecmektedir.

Mitoz boliinmenin baglayabilmesi i¢in hazirliklarin  yapildigi, hiicrenin
hacminin yaklasik iki katina ¢ikarildigi, boliinme igin gerekli olan duzenleyici
proteinler ve makromolekullerin (DNA) seztezlendigi interfaz sathasi kendi iginde
sirastyla G1, S, G2 evrelerinden olusur. Bu siiregte kromozomlar yogunlugunu
kaybederek cekirdek igine yayilirlar ve ¢ekirdek morfolojik olarak homojen gorindr.
G1 fazi, hiicre dongiisiiniin siire agisindan en degiskenlik gosteren fazidir ve bu fazin
stresi dongunin sdresinin en 6nemli belirleyicisidir. G1 fazinda hiicre metabolik
olarak aktiftir, surekli buylyerek DNA sentezi igin gerekli proteinleri
sentezlemektedir. Hiicre dongiisiine giren her hiicre boliinerek ¢ikmamaktadir. G1
fazinda hiicre bolunmek, diferansiye olmak veya 6lmek icin karar verir. Bu karar
noktasina restriksiyon noktasi denir. Uygun bilyiime faktorlerinin varliginda, hiicre
restriksiyon noktasindan gegerek S evresine girmektedir. Ancak G1'de uygun buyiume
faktorleri yoksa hiicre donglsi bu noktada durdurulur ve GO denilen duragan evreye
girilir. GO evresinde hiicre metabolik olarak aktif olsa da biiyiimesi durmus ve protein
sentezi hiz1 azaltilmistir [Cooper and Hausman, 2004]. Uygun sinyali alan hicre
DNA sarmalinin kendini esledigi sentez (S) fazi1 ile dongiiye devam etmektedir. DNA
sentezinin tamamlanmasini, hiicre biiylimesinin devam ettigi ve mitoz i¢in gerekli
proteinlerin sentezlendigi G2 evresi takip etmektedir.

G2 evresi ile hazirligint sonlandiran hicre, gekirdek bolinmesini takiben
sitoplazma boliinmesinin gergeklesecegi mitoz (M) safhasina geger. Mitoz temel
olarak dort evrede incelenir;

Profaz: Her biri iki kardes kromotitten olusan kromozomlarin yogunlagmasiyla
baglar. Eslenmis olan sentrozomlar zit kutuplara gekilirken aralarinda ig iplikleri
olusur ve gekirdek zar1 yikilmaya baslar.

Metafaz: Kromozomlar ig ipliklerine tutunarak ekvator diizlemi boyunca siralanir.



Anafaz: Birbirinden ayrilan kardes kromotidler ig ipliklerinin hareketi ile kutuplara
dogru cekilir.

Telofaz: Kutuplara tamamen ¢ekilen kromozomlar yogunlugunu kaybederek
kromotin iplik halini alir ve tekrar bir ¢ekirdek zari ile g¢evrelenir. Boylece
karyokinez tamamlanmis ve sitokinez baglamis olur.

Hiicre donglsunin kritik 6éneme sahip evreleri korunmus bir denetleyici
sistem tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sistem, hiicre ¢ogalmasimi kontrol eden
hlcre-dis1 sinyallerle hiicre dongiisii arasindaki baglantiyr da dengede tutmaktadir
[Cooper and Hausman, 2004]. Hiicre dongiisii olaylarinin dogru zamanda, dogru
sirada ve her dongiide sadece bir kez gerceklesmesini saglayan, G1, G2 ve M kontrol
noktalarina (sekil 2.1) sahip bu denetim sisteminin merkezinde siklin bagimli
kinazlar (Cdk) olarak da bilinen bir protein kinaz ailesi bulunmaktadir. Hiicreler
dongli boyunca ilerlerken bu kinazlarin etkinlikleri de artar veya azalir. Bu
dalgalanmalar dogrudan, DNA replikasyonu, mitoz ve sitokinez gibi dongiisel
degisikliklere yol acar. Cdk etkinligindeki dongiisel degisiklikler siklin adindaki

karmasik bir protein ailesi tarafindan denetlenir [Albert et al., 2002].
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Sekil 2.1: Hicre dongusi ve dongiinlin diizenlenmesinde yer alan G1, G2, M kontrol
noktalarinin sematik gdsterimi.



2.1.1. Sentrozom DOngusu

Sentrozom hayvan hicrelerinde bulunan temel mikrotubul dizenleme
merkezidir (MTOC). Yapisal olarak, birbirine dik konumlanan ve herbiri dokuz
mikrotiibiil iiclemesinden olusan bir ¢ift sentriyolden ve bunlar1 c¢evreleyen
perisentriyolar matriks (PCM) denilen amorfoz materyal bulutundan olusur.
Matrikste mikrotiibiille bagimli motor proteinleri, bunlarla sentrozom arasinda
baglant1 yaptig1r diisiiniilen coiled coil proteinleri, yapisal proteinler ve hiicre
dongiisiiniin denetim sisteminin bilesenleri dahil ¢ok ¢esitli proteinler bulunmaktadir.

Deneysel analizler sentrozom kompleksinin  mikrotiibiill olusturma
kapasitesinin sentriyol ciftinde degil, perisentriyolar matrikste oldugunu ortaya
koymustur. Ozellikle matrikste bulunan gama tiibiilin halka kompleksi bu gorevden
sorumludur.

Sentrozomun eslenerek ayr1 kutuplara ¢ekilmesine sentrozom dongiisii
denilmektedir. Interfaz sathasinda sentriyoller ve sentrozomun diger bilesenleri
eslenmektedir. Mitoz basladiginda ise her sentiyol ¢ifti kendi aster mikrottbullerini
olusturur ve bu iki aster ¢ekirdegin zit taraflarina hareket ederek mitotik igin iki
kutbunun olugsmasini baslatmaktadir.

Mikrotibul organizasyonundan sorumlu olmasi sebebiyle, mikrotiibiillerin yer
aldigr hiicre seklinin ve kutbunun belirlenmesi, hiicre bdliinmesi, hiicre ici
proteinlerin ve organellerin tasinmasi gibi pek c¢ok kritik siireci sentrozom

dizenlemektedir.

2.2. Sitokinez

Hucre dongiisii, sitokinez olarak adlandirilan iki kardes hiicrenin ¢ekirdeksel
ve sitoplazmik igeriklerinin esit olarak paylastirildigi fiziksel ayrilmayla
sonlanmaktadir [D'Avino et al., 2015]. Bu sureg, anafaz sirasinda kromozomlarin
kutuplara cekilmesini takiben aktomiyozin kasilma halkasinin meydana getirdigi
ayrilma yarigiyla baslamakta ve kardes hiicrelerin fiziksel olarak ayrilmasiyla
tamamlanmaktadir [Barr and Gruneberg, 2007], [Pollard, 2010], [Fededa and Gerlich,
2012].



Sitokinezin gergeklesme zamani ve gerceklesme diizlemi kritik Oneme
sahiptir. Hiicre bolinme diizleminin dogru bolgede yer almamasi kromozom
setlerinin yavru hiicrelere esit dagilmamasina ve iki kat1 genoma (tetraploidi) sahip
hiicrelerin olusmasina neden olmaktadir [Ganem et al., 2007] . Farede yapilan
transplantasyon deneyleri ile tetraploid hiicrelerin tiimor olusumunu arttirdigi ortaya
koyulmustur [Fujiwara et al., 2005]. Buna ek olarak tetraploid hiicrelerin ilgili
bolgeye enjeksiyonu malignant meme kanserlerinin blylmesiyle sonuglanmustir.
Zamanindan erken gergeklesen sitokinez ise ayrilma yarigi ile heniiz ayrilmamis
kromozomlarin temas etmesine neden olmakta sonu¢ olarak DNA hasar1 ve
translokasyon gibi kromozom anomalileri meydana gelebilmektedir [Janssen et al.,
2011]. Sitokinez sirasinda meydana gelen hatalar ve sitokinetik faktorlerdeki
mutasyonlar kanser disinda da insanlarda gesitli hastaliklara neden olmaktadir. Bu
hastaliklara 6rnek olarak Lowe sendromu, konjenital anemi, kadin infertilitesi ve yas
ile bagimli sar1 nokta hastaligi verilebilir [Lacroix and Maddox, 2012].

Sitokinezin baglangi¢ basamagi, anafaz sirasinda kutuplara ¢ekilmekte olan
kromozomlar arasinda meydana gelecek bolinme dizleminin belirlenmesidir. Bu
siiregte merkezi ig iplikleri anahtar gorevi gormektedir. Anafaz baslangicindan sonra
mitotik mikrotiibiiller, 6zellikle sentrozomdan salinan interpolar mikrotiibiiller,
merkezi ig ipliklerini olusturmak amaciyla tekrar organize olmaktadirlar. Merkezi ig
ipligi sentezlenmesinin bir diger yolu ise augmin kompleksi aracili sentrozomal
olmayan mikrotubul polimerizasyonu ile de novo sentezlemektir [Uehara et al.,
2009], [Uehara and Goshima, 2010].

Bir ¢ok sinyal ve hicre iskeleti proteini merkezi ig toplanmasina ve
organizasyonuna dahil olmaktadir. Kromozomal taginan kompleks (CPC), mirotubul
baglantili protein (MAP), sitokinezin protein diizenleyicisi 1 (PRCI) ve gesitli
kinesin benzeri motorlar; KIF4A, KIF20A ve KIF23 bunlardan bazilaridir [D'Avino
et al., 2015].

50 yili askin siiredir yapilan gesitli c¢alismalar, boliinme diizleminin
belirlenmesinde hem aster hem de merkezi mikrotiibiillerin iki farkli modelde
birlikte rol oynadigini kanitlamaktadir [Glotzer, 2004], [D'Avino et al., 2005], [von
Dassow, 2009].

Sekil 2.2'de sirasiyla sitokinez asamalar1 ve ayrilma yarigini takiben olusan

orta cisimcik yapis1 gdzlemlenmektedir [Chen et al., 2012].
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Sekil 2.2: Sitokinez sirasinda aktomiyozin halkasi, ayrilma yarig1 ve orta cisimcik
olusumu.

2.2.1. Aktomiyozin Kasilma Halkas1 Merkezli Ayrilma Yarig
Olusumu

Hayvan hicrelerinde fiziksel ayrilmanin ilk basamagi olan ayrilma yarigi,
aktin ve miyozin II filamentlerinden olusan aktomiyozin kasilma halkasinin
uyguladigi bir kuvvet sonucu meydana gelmektedir [Wang, 2005]. Aktomiyozin
kasilma halkasinin olusturulmasi ayrilma diizleminin de belirlendigi kritik bir stregtir
ve small GTPaz RhoA tarafindan paralel iki sinyal yolaginin aktivasyonu ile kontrol
edilmektedir [Piekny et al., 2005], [Jordan and Canman, 2012]. Diger tiim GTPaz'lar
gibi RhoA, GTP bagli olan aktif ve GDP bagl olan pasif formlarda bulundugundan
aktif forma gecebilmek icin bir GEF (Guanin nukleotid degistirici faktor) olan ECT2
ile ve pasif forma gecebilmek icin ise bir GAP (GTPaz aktive eden protein) olan
centralspindlin ile baglanmaktadir. Polo benzeri kinaz 1 (Plk1) aktivasyonu ile ECT2
centralspindlin ile baglanir ve merkezi ig mikrotiibiilleri boyunca RhoA ile etkilesime
gececegi noktaya kadar tagiir [Yuce et al., 2005], [Nishimura et al., 2006]. Sekil 2.2
de GTPaz RhoA aktivasyonu ve alt yolaklar1 sematize edilmistir. RhoA
aktivasyonunu akabinde sinyal, iki parelel yolak Gzerinden devam etmektedir. Bu
yolaklardan ilkinde, diaphanous (Dia)-releated formin aktive edierek profilin aracili
aktin polimerizasyonu gerceklesmektedir. ikinci yolakta ise RhoA baglantili kinaz
(ROCK) aktivasyonu ile miyozin diizenleyici hafif zincir (MRLC) fosforile edilerek

miyozinin kasilmasi saglanmaktadir [Severson et al., 2002], [Watanabe et al., 2008],



[Fededa and Gerlich, 2012], [Matsumura, 2005], [D'Avino et al., 2015]. Sekil 2.3'te
RhoA sinyal yolag1 sematize edilmistir [D'Avino et al., 2015].

RhoA-GDP
RhoA-GEF lT RhoA-GAP
RhoA-GTP
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Sekil 2.3: RhoA sinyal yolag1 aktivasyonu ile aktomiyozin kasilma halkasinin
olusumu.

Kasilma halkasi, miyozin Il ve aktine ek olarak anillin isimli bir scaffold
proteinini ve septin filamentlerini icermektedir [Maddox et al., 2007]. Anillin aktin,
miyozin, RhoA, centralspindlin (CYK-4) ve merkezi ig ipliginden gelen sinyaller
arasinda baglant1 kurmaktadir [Piekny et al., 2008], [Gregory et al., 2008], [D'Avino
et al., 2008].



Ayrilma yarigini olusturmak amaciyla aktomiyozin kasilma halkasinin nasil
bir mekanizma izledigi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir fakat klasik modele
gore, miyozin filamentleri aktin filamentlerinin Gzerinden kayma hareketi yaparak
bir cekme kuvveti olusturmakta ve bu kuvvet hiicre membraninin merkeze dogru
cekilmesini saglamaktadir [Fededa and Gerlich, 2012]. Sekil 2.4'te sitokinez evreleri

ve aktomiyozin halkasit molekiiler organizasyonu gosterilmistir [Green et al., 2012].
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Sekil 2.4: Erken anafaz evresiyle baslayip fiziksel ayrilmayla sonuglanan sitokinez
evreleri. a) Ekvatoryal RhoA aktivasyonu, b) Aktomiyozin kasilma halkasi siyah
oklar kasilma yoniinii gosterir, ¢) Aktomiyozin kasilma halkasi molekiiler
organizasyonu, d) Orta cisimcik , e) Ayrilma bdlgesi proteinleri.
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2.2.2. Orta Cisimcik (Midbody) Organizasyonu

Ayrilma yarigi olusumunu takiben aktomiyozin kasilma halkasi daralarak
merkezi ig ipliklerini sikigtirir ve orta cisimcik (midbody-Flemming body) olarak
adlandirilan, kardes hiicrelerin ayrilmasi i¢in gerekli olan proteinlerin
organizasyonunu yapan ve bu proteinler i¢in platform gérevi géren gegici bir organel
olusturmaktadir [D'Avino et al., 2015]. ilk olarak 1891 yilinda Walther Flemming
tarafindan kesfedilen orta cisimcik, daha sonra 20.yiizyilda elektron mikroskopunun
kesfiyle daha detayli olarak arastirilmistir [Buck and Tisdale 1962a,b], [Byers and
Abramson 1968], [Mullins and Biesele, 1977]. Bu yap1, merkezinde elektronca yogun
amorf matriks bulunan sikistirilmis antiparalel mikrottubullerden meydana
gelmektedir. Farkli kaynaklarca ¢esitli goriisler bulunsa da genel olarak orta cisimcik
iki ana bolgeyle karakterizedir. Orta cisimcik merkezini de i¢eren elektronca yogun
orta cisimcik halkasi, immiin boyama c¢alismalarinda mikrotiibiil yogunluguna bagh
olarak koyu bir bolge ile temsil edilmektedir. Orta cisimcik kollar1 ise orta cisimcik
halkasina komsu iki bolgeden olusmaktadir. Sekil 2.5'te bu bolgeler
gorinttlenmektedir [D'Avino et al., 2015].

Sekil 2.5: Elektron mikroskobu ile yakalanmis ayrilmakta olan kardes hiicreler
arasinda beliren koprii ve bu kdpriinlin merkezinde orta cisimcik olusumu.Kirmizi
6lcek 1 um boyundadir.
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Orta cisimcik organizasyonunda gorevli proteinler yer aldiklar1 alana gore 3
ana grupta incelenmektedir (sekil 2.6), [Green et al., 2012]. KIF4 ve PRCLl'in
bulundugu birinci grup orta cisimcik merkezinde konumlanmaktadir [Hu et al.
2012a]. Centralspindlin ve ECT2 birlikte hareket edecekleri anillin, RhoA, ARF6, ve
Cepb5 ile orta cisimcik halkasinda lokalize olmaktadir [Elia et al., 2011],[Guizetti et
al., 2011], [Huet al., 2012a]. CENP-E, MKLP2 ve Aurora B'nin bulundugu grup ise
orta cisimcik kollarinda gorev alirken, Polo benzeri kinaz 1(Plkl) tiim bu orta
cisimcik proteinlerinin farkli bolgelerde lokalize olmasini kontrol etmektedir [Hu et
al. 2012a]. Sekil 2.6' da orta cisimcik proteinlerinin hangi bolgelerde lokalize oldugu
sematize edilmistir [Green et al., 2012].

Orta Cisimcik Merkezi

KIF4, PRC1 (centralspindlin,
Cep55, ALIX?)

.t)rta Cisimcik Kollari

~1-2 pm MEKLP2, Aurora E,
CENP-E

Orta Cisimcik Halkasi

Ect2, anillin, RhoA, ARFg,
centralspindlin, Cep55, ALIX

ESCRT-I
ESCRT-lI

Ayrilma Bolgesi
Spastin, ESCRTHII,
VPS4, RhoA, anillin

Sekil 2.6: Orta cisimcigi olusturan bélimler ve bu bélimlerde lokalize olan
sitokinezin tamamlanmasinda gorev alan proteinler.
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2.2.3. Ayrilma

Iki kardes hiicrenin fiziksel ayrilmasi, ayrilma yariginin aktomiyozin
halkasin1 1-2 pm'ye kadar sikistirmasiyla baglamaktadir. Pek ¢ok hayvan hucresi bu
olay1 takiben birkag saat daha hiicreler arasi koprii ile bagli kalmaya devam etmekte
ve ardindan absisyon olarak isimlendirilen aktin bagimsiz bir proses ile ayrilmaktadir
[Steigemann and Gerlich, 2009], [Guizetti and Gerlich, 2010]. Absisyon asimetrik bir
surectir, ayrilma orta cisimcigin tek tarafinda meydana gelmektedir.

Ayrilma yarigt olusumundan hemen sonra, endozom ve golgi tarafindan
olusturulan vezikiller orta cisimcikte birikmeye baslamakta, sonrasinda vezikdllerin
plazma membraniyla birlesmesi kardes iki hiicrenin birbirinden ayrilmasiyla
sonuglanmaktadir [Gromley et al., 2005], [ Goss and Toomre, 2008], [Schiel et al.,
2011]. Bu suregte sentriolin, Rab 35 [Kouranti et al., 2006], Rab11 [Fielding et al.,
2005], t- ve v-SNARES [Low et al., 2003], [Gromley et al., 2005] ve BRUCE [Pohl
and Jentsch, 2008] gibi ayrilmada etkili rol oynayan vezikiillerle etkilesim halinde
olan bircok faktor de gorev almaktadir. Geri doniisiim endozomlar1 absisyonda
onemli role sahiptir 6zellikle RAP11-FIB3 igeren endozomlar geg telofazda ayrilma
yarigina tasmir ve kortikal aktin iskeletinin yikilmasini regiile ederek absisyonu
baslatmaktadir [Wilson et al., 2004], [Schiel et al., 2012], [Dionne et al., 2015].

Absisyonun tamamlanmasinda anahtar rol oynayan faktor ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) kompleksidir [Morita, 2012].
Bu kompleks membran deformasyonu iceren pek cok biyolojik proseste yer
almaktadir. PIk1'in fosforillemesiyle Cep55, ESCRT proteini olan TSG101 ve ALIX
ile baglanti kurarak orta cisimcikte ESCRTIHI kompleksinin birikmesini
baslatmaktadir [Carlton and Martin-Serrano, 2007], [Morita et al., 2007]. ESCRT
partneri spastin mikrotiibiillerin depolimerizasyonunu saglayarak absisyondaki son

fiziksel baglantiy1 sonlandirmaktadir [Connel et al., 2009], [Lacroix et al., 2010].
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3. SARILI-SARMAL BOLGE BULUNDURAN
PROTEIN 124 (Ccdc124)

Sarili-sarmal bolge iceren-124 (Coiled-coil domain containing-124, CCDC-
124) proteini ilk olarak sodyum/iyodid simportunda gorevli NIS geniyle ilgili yapilan
caligmalar sirasinda kesfedilmis bir sentrozom proteinidir [Telkoparan et al., 2013].
Sarili-sarmal boélge ¢ogu sentrozom proteininde bulunan bir motiftir. Ccdcl24
proteini mantardan insana tim ylksek Okaryotlarda korunurken, prokaryotlarda
bulunmamaktadir. 19. kromozomun kisa kolunda (19p13.11) bulunan bir gen
tarafindan kodlanan bu protein 223 aminoasit uzunlugundadir ve yapilan
karsilastirmali sekans analizleri sonucunda kodlanmayan 1 exon olmak Uzere, 5 adet
exona sahip oldugu tespit edilmistir [Telkoparan, 2013]. Tavsanlarda poliklonal anti-
N-terminus antikorlar kullanilarak yapilan immiinolojik analizler sonucunda bu gene
ait protein iriinii biyiikliigiiniin yaklagik 32 kDa oldugu gosterilmistir [Telkoparan,
2013]. ikinci bir alternatif ribozom baglanma dizisine sahip olmasi nedeniyle, 176
aminoasitten olusan ve 26 kDa agirliginda bir izoformunun bulundugu da tespit
edilmistir [Telkoparan, 2013], [Lee et al., 2012]. Protein yapisinda %42 gibi ¢ok
yiiksek oranda art1 veya eksi yiiklii amino asitler (K, R, D, E, H) bulundurmaktadir.
Bir fosfoprotein olarak tanimlanan bu proteinin, yapilan biyoinformatik c¢alismalar
sonucunda olas1 5 serin, 7 tireonin ve 1 tirozin fosforilasyon bolgesine sahip oldugu
distnulmektedir.

Hiicre boliinmesi sirasinda ge¢ anafaza kadar sentrozomda konumlanan
Ccdcl124 proteini, sitokinetik absisyon esnasinda sentrozomdan ayrilarak, ilk olarak
gec anafazda hiicreler arasi orta bolgeye ardindan telofazda orta cisimcige hareket
etmektedir [Telkoparan, 2013]. Yapilan ¢alismalarda, Ccdc124 proteini ifadelenmesi
azaltilmis [Telkoparan, 2013] yada asir1 arttirilmis [Arslan, 2015] hiicrelerde
sentrozom olusumu etkilenmezken, sitokinezi tamamlayamamis GoKlu cekirdekli
hiicre sayisinda biiyiik bir artis gozlemlenmistir.

Onceki calismalarda Ras siiper ailesine ait endozom lokalize RasGEF1B'nin
Ccdc124 proteini ile etkilesim iginde bulundugu aydinlatilmistir [Yaman et al.,
2009]. RasGEF1B guanin niikleotiti degistirici faktoriidiir ve kiigiik G proteini Rap2
aktivasyonundan sorumludur. Rap sinyali ise hiicre-hiicre arasi baglantilarda, hiicre-
hiicre dis1 matriks adezyonunda ve hiicre i¢i kutuplarin belirlenmesinde gorev

almaktadir [Gloerich et al., 2011].
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Northern blot analizleri sonucu CCDC124 geninin beyin, plesanta,
yumurtalik, testis, karaciger ve Ozellikle iskelet kasinda yiiksek ekspresyon
seviyesine sahip olduklar1 gosterilmistir [Erkek, 2008]. Daha sonraki ¢alismalarda ise

dalak ve prostatta da yiiksek CCDC124 seviyesine rastlanmistir [Telkoparan, 2013].
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4. CRISPR \ CAS9 SISTEMI

CRISPR, yaklasik olarak bakterilerin %40 ve arkealarin %90'inda bulunan
virls ve plazmid gibi yabanci DNA'lara karsi olusturulmus prokaryotik adaptif
immun sistemidir [Grissa et al., 2007], [Horvath et al., 2010]. Bu sistem, palindromik
diizenli tekrarlardan olusan CRISPR gen kiumesi ve bu kiimeye eslik eden Cas gen
bolgesinden olugmaktadir.

Ilk olarak 1987 yilinda Ishino tarafindan Escherichia coli K12'de tekrar
dizileri olarak kesfedilmistir [Ishino et al., 1987]. 2000 yilinda ¢esitli arkealarda ve
bakterilerde yapilan calismalarla  kiimelenmis diizenli tekrarlar SRSR (Short
Regularly Spaced Repeats) olarak isimlendirilmistir [Mojica et al., 2000]. 40 farkli
bakteri ve arkeal organizmanin genomlarini inceleyen Jansen ve ekibi bu tekrarli dizi
ailesine “diizenli araliklarla yerlesmis kisa palindromik tekrar kiimesi“ anlamina
gelen CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
akronimini vermistir [Jansen et al., 2002]. Daha sonra 2005 yilinda (¢ farkli grubun
CRISPR gen kimesindeki spacer DNA'larin bakteriyofaj ve plazmid gen pargalari ile
benzerlik gosterdigini agiklamasiyla, bu sistemin Okaryotik RNA interferans
sistemine benzer bir bicimde yabanct DNA'ya karsi prokaryotlarin sahip oldugu bir
immun sistemi olabilecegi tartisilmaya baslanmistir [Mojica et al., 2005], [Pourcel et
al., 2005], [Bolotin et al.,2005]. 2007 yilinda Barrangou ve ekibi bu diislinceyle
CRISPR sistemine sahip olan Streptococcus thermophilus suslarini bakteriyofajlarla
enfekte etmis ve virlisten kaynaklanan yeni spacer'larin CRISPR kiimesine eklenmesi
ile bakterinin viriise kars1 direngli hale geldigini kanitlamiglardir [Barrangou et al.,
2007]. CRISPR galismalarini bir iist asamaya ise Jeniffer Doudna ve Emmanuelle
Charpentier 2012 yilinda Cas proteinlerinin rollerini ve Tip Il CRISPR sisteminin
molekiiler mekanizmasini aydinlatarak ¢ikarmiglardir [Jinek et al., 2012]. Ay
zamanda bu ¢alismalariyla ilk kez CRISPR sistemini kullanarak insan hiicrelerinde in
vitro gen diizenlemesi yapmuslardir.

Genel olarak 3 tip CRISPR sistemi (I-111) bulunmaktadir (sekil 4.1). Casl ve
cas2 proteini tiim tiplerde goriliirken, tip I cas3 proteinin varligiyla, tip 2 cas9
proteininin varligiyla, tip 3 ise cas 10 proteininin varligiyla karakterizedir [Makarova
et al., 2011a,b]. Tip I ve tip Il sistemlerinde yabanci DNA'nin yok edilmesi i¢in

multiprotein kompleksi gerekirken, tip 1l sisteminde cas9 enzimi bu gorevi tek
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basina istlenmektedir. Buna ek olarak tip | ve tip III sistemlerinde crRNA'nin
olgunlagmasi i¢in cas proteinleri kullanilirken, tip II'de tracrRNA kullanilmaktadir
[Makarova et al., 2011b]. Molekiiler mekanizmasi en iyi adinlatilmis ve gen
miihendisligi calismalarinda en ¢ok kullanilan sistem olan tip II sistemi, diger tiplerin
aksine yanlizca bakterilerde bulunmaktadir [Chylinski et al., 2013]. Tium CRISPR
tipleri sekil 4.1'de kisaca 6zetlenmistir [Westra et al., 2014].
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Sekil 4.1: Tip I, Tip II ve Tip III CRISPR sistemlerinin molekiiler mekanizmasi.
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4.1. Tip Il CRISPR/Cas9 Sistemi Molekiiler Mekanizmasi

Gunimuzde kullanilan ¢esitli gen duzenleme teknolojileri ile kiyaslandiginda
CRISPR/Cas9, dizayn edilmesi ve uygulanmasi olduk¢a kolay, tasarlanan sgRNA ile
hedeflenen gen bolgesi arasinda Watson-Crick baz eslesmesi oldugundan spesifikligi
ve verimliligi yiiksek ve ayni siireg igerisinde birden fazla gen diizenlemesine olanak
saglayan programlanabilir RNA aracili gen miithendisligi teknigidir.

Tip 11 CRISPR sistemi 3 temel 6geden olusmaktadir. Bunlardan ilki yanlizca
tip II'de bulunan hedef bolgede ¢ift zincirli DNA kesige neden olan Cas9
endoniikleazidir. Cas9 enzimine rehberlik yapan crRNA (CRISPR-RNA) ve
crRNA'nin olgunlasmasinda goérev alan tracRNA (trans-activating crRNA) diger
onemli tip II CRISPR bilesenleridir. Belli bir organizasyon i¢inde bir arada ¢alisan bu
genler CRISPR operonunda kiimelenmistir.

CRISPR operonu, palindromik tekrarlar ve bu tekrarlar1 ayiran viriis veya
plazmid kaynakli spacerlarin yer aldigit CRISPR bolgesi, bu bolgeye komsuluk eden
ve dizenleyen Cas (CRISPR-associated) genlerden ve tracrRNA sekansindan
meydana gelmektedir. Tiim CRISPR operonlarinda olmamakla birlikte, CRISPR
bolgesinin  yukarisinda 100-550 baz ¢ifti uzunlugunda Adenin ve Timin
niikleotitlerince zengin korunmus bir lider (6ncii) sekansi bulunmaktadir [Jansen et
al., 2002]. Bir organizmada birden fazla CRISPR operonu bulunabilmektedir ve her
organizmadaki tekrar sekanslar1 ve sayilart ayni degildir.

CRISPR\Cas9 immiin sistemi yabanci genetik materyalin hiicreye girigiyle
baglamaktadir. Cas proteinleri araciligiyla yabanct genomu (protospacer)
parcalanmakta ve CRISPR lokusuna, lider dizisinden sonra gelen palindromik
tekrarlar arasina spacer olarak eklenmektedir. Ayni organizma tekrar hiicreye
girdiginde, CRISPR lokusu transkribe edilerek yaklagik 511 nikleotitlik
olgunlasmamig pre-crRNA (precursor-crRNA) olusturulmaktadir. Pre-crRNA'nin
palindromik tekrar bolumleriyle baz eslesmesi gosteren tractrRNA bu bolumlere
baglanir ve RNaz III ve Cas9 enzimlerini bolgeye ¢ekerek crRNA'nin olgunlagmasini
gerceklestirmektedir [Deltcheva et al.,, 2011]. Hicreye giren yabanci DNA,
crRNA'daki kendi genomundan kaynakli spacer ile baz eslesmesi gosterdiginden
hedef bolgeye crRNA, tracrRNA ve Cas9 ucli kompleksi baglanir. Komplementary

ipligi kesen HNH ve non-komplementary ipligi kesen RuvClike domainlerinden
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olusan Cas9, iiclii kompleksin baglandigi hedef DNA'da ¢ift zincirli DNA kesigi
olusturur [Jinek et al., 2012].

Palindromik 5 |
a CRIEPR U'perc-nu Tekrarlar pacarar

tracrRNA cas9 casl casZ csn2

C OO i

cas genleri CRISPR Bolgesi

b Anase | tracrRNA: Cas9: RNase lIl Kompleksi
/— crRNA olgunlagmasi

pre-crRMA (precursor crRNA)

tracrRMNA

c Hedef DNA Kesimi
hedef balgeye _Rloop RuvC hedef DNA 5"15?},5?“,“
— paply  fermasyonu kesimi gy

baglanma
T

LA __'__..-""—

Sekil 4.2: Tip II CRISPR/Cas9 sitemi molekiiler mekanizmasi, a) CRISPR operonu
haritasi, b) crRNA olgunlasmasi i¢in tracrRNA: RNazIIIl: Cas9 kompleksi olusumu,
c) RNA rehberli Cas9 enziminin hedef bolgeye baglanmasi ve DSB olusumu.

Cas9 endoniikleazin hedef bolgeye baglanabilmesi igin tracrRNA-CrRNA
kompleksine ek olarak, hedef bolgede yer almasi gereken PAM (protospacer adjacent
motif) olarak isimlendirilen bir sekans bulunmasi gerekmektedir. PAM sekansi
protospacer bolgesine komsudur (sekil 4.2) ve c¢ift zincirli DNA kirigr (DSB) bu
sekanstan 3-4 nikleotit 6nce meydana gelmektedir. Organizmadan organizmaya
degisebilen PAM, S.pyogenes icin NGG'dir [Jinek et al., 2012].
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4.2. CRISPR/Cas9 Teknigi Uygulama Alanlan

4.2.1. Programlanabilir RNA Aracili Gen Diizenlemesi

2012 yilinda Jeniffer Doudna'nin ekibinden Martin Jinek, crRNA'nin 3' ucu
ile tractrRNA'nin 5' ucu arasinda baglayici bir ilmek olusturarak kiiciik rehber RNA
anlamina gelen sgRNA isimli sentetik bir molekiil gelistirmistir (sekil 4.3), [Jinek et
al., 2012]. Bu rehber RNA'nin 5' ucunda hedeflenilen DNA'y1r Watson-Crick baz
eslesmesi ile belirleyen 20 nikleotitlik bir sekans ve 3' ucunda ise Cas9 enziminin
baglanmasini saglayan ¢ift zincirli tracrRNA bulunmaktadir [Jinek et al., 2012].
Tasrlanan bu iki bilesenli sgRNA ile 5' ucundaki rehber bolge degistirilerek, PAM
sekans1 icerdigi siirece, istenilen herhangi bir DNA bolgesinde degisiklik

yapilabilmektedir.
tracrRNA:crRNA ile Cas9 kimerik sgRNA ile Cas9
programlanmasi programlanmasi

3
baglayici
ilmek

Sekil 4.3: tracrRNA:crRNA kompleksi programli ve gelistirilmis kimerik sgRNA
programli Cas9 DNA hedeflemesi.

Tip II CRISPR sisteminde ¢igir acan sgRNA'nin Cas9 enzimiyle birlikte
ekspresyonu pek ¢ok organizmada basarili bir genom diizenlemesi yapilabilmesini
miimkiin kilmistir. Insan [Mali et al., 2013], [Cong et al., 2013], [Cho et al., 2013],
fare [Shen et al., 2013], [Whang et al., 2013], Drosophila melanogaster[Gratz et al.,
2013], zebra balhigi [Hwang et al., 2013], [Chang et al., 2013], Saccharomyces

cerevisiae [DiCarlo et al., 2013] galisilan organizmalardan bazilaridir.
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Hedef bolgede DSB olusturulduktan sonra DNA, bu bolgeyi iki farkli tamir
sistemiyle onarmaya ¢alismaktadir [Wyman et al., 2006]. Bunlardan ilki NHEJ (non-
homologous end joining) [Shuman and Glickman, 2007], digeri donér DNA bagimli
HDR (homology-directed repair) [Smith, 2001] DNA tamir mekanizmalaridir. NHEJ,
olusturulan DNA kesigini baz ekleme veya ¢ikarma yontemiyle tamir etmektedir. Bu
ozelliginden dolay1, DNA ii¢lii baz diziliminde ¢er¢eve kaymasi yaratmak ve erken
sonlanma kodonu olusturarak genin ifadelenmesini tamamen ortadan kaldirmak
(knock-out) amaciyla kullanilmaktadir. DNA kesiginin her iki koluna homoloji
gosteren, ¢ift iplikli veya tek iplikli dondr DNA kullanildiginda ise hiicre HDR tamir
yolagini segcmekte ve dondr DNA'y1 kalip alarak kesik bolgesini tamamlamaktadir.

CRISPR/Cas9 sisteminde programlanan sgRNA'nin hedeflenen bdlge disinda
genomda baska bolgelere (off-target) baglanmasi sonuglart degistirebilecek
istenmeyen bir durumdur. Bunu Onlemek amaciyla Cas9n (Cas9-nickase) modeli
gelistirilmistir [Ran et al., 2013]. Cas9 enziminin DNA'nin farkl: ipliklerini kesen iki
domaini vardir (HNH, RuvC). RuvC domainini mutasyona ugratilarak D10A Cas9,
HNH domaini mutasyona ugratilarak H840ACas9 mutant enzimleri gelistirilmistir.
Bu enzimlerin kullanimiyla DNA iizerinde farkli ipliklerde iki kirik olusturulmus ve
off-target kesimleri 50 ile 1500 kat azaltarak istenilen bdlgede dizenleme

yapilabilmistir [Ran et al., 2013].

D10A Cas9n

D10A Cas9n

Sekil 4.4: Cift Cas9 nickase modeli; 5'-3' zinciri hedefleyen sgRNA ve 3'-5' zinciri
hedefleyen bagka bir sgRNA ile D10ACas9n enzimi kullanilarak DNA {izerinde DSB
olusturulmaktadir. Siyah oklar kirik bolgesini gostermektedir.
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4.2.2. Transkripsiyon Kontrol

CRISPR/Cas9 sistemiyle genom dizenlemesine ek olarak transkripsiyonel
kontrol de yapilabilmektedir. CRISPRi (CRISPR interference) olarak isimlendirilen
bu sistemde endoniikleaz aktivitesini kaybetmis katalitik olarak inaktif Cas9 enzimi
olan dCas9 (dead cas9) enzimi kullanilmaktadir [Qi et al., 2013]. RNA Polimerazin
baglanma bolgesine baglanan fakat enzimatik aktivite gdstermeyen dCas9 ile
transkripsiyonun baslamasinin ve uzamasinin baskilanmasi E. coli ve insan htcreleri
Uzerinde test edilmis ve yiiksek verim elde edilmistir [Qi et al., 2013].

CRISPRI tekniginin gelistirilmesiyle, dCas9 enzimi c¢esitli transkripsiyonel
efektdr proteinlerle sentetik olarak birlestirilmis ve olusturulan kimerik enzim
transkripsiyonun aktivasyonunda ve baskilanmasinda basar1 elde etmistir [Gilbert et
al., 2013]. Transkripsiyonel kontrol efektdr proteinin ¢esidine gore degismektedir;
KRAB veya SID gibi baskilayici efektorler kullanilirsa transkripsiyon baskilanmakta,
VP16/VP64 veya p65 gibi aktive edici efektorler kullanilirsa transkripsiyon
aktivasyonu saglanmaktadir [Gilbert et al., 2013], [Konermann et al., 2013].

4.2.3. Genom Tarama Kutuphanesi

CRISPR/Cas9 ile genom diizenlemesi ayni anda birden fazla genin
hedeflenmesine olanak saglamaktadir. Bu 6zellik ise ilgilenilen fenotipte rol oynayan
genlerin saptanmasi i¢in genom genelindeki genlerin fonksiyon taramasini mimkin
kilmaktadir. Tim genleri hedefleyen sgRNA kitliphanesinin lentiviriis araciligiyla
dagitimi yapilarak ayni anda binlerce gende mutasyon yaratilmaktadir [Shalem et al.,
2014]. Bu mutasyon havuzunda, pozitif ve negeatif secilimlerle fonksiyon kaybi
taramasi yapilarak ilgilenilen fenotipe hangi genlerin yol agtigini aydinlatilmaktadir

[Wang et al., 2014].
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5. MATERYAL ve YONTEM

5.1. Materyal

5.1.1. Hiicre Hatt1 Se¢cimi

CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak CCDC124 geninin knock-out edilmesi
caligmalarinda gen aktarimi diger hatlara gorece olarak yiiksek olan HEK 293T hiicre
hattinin kullanilmasi uygun goriilmiistur.

Insan embriyonik bobrek hiicre hatti olan (HEK 293) 1970'erin basinda
Hollanda'da Alex van der Eb'in laboratuvarinda embriyonik bdbrek hiicrelerinin
adenovirlis 5 DNA's: ile transfekte edilmesi sonucu elde edilmistir. Glnldmuzde
kolay kiiltiire edilebilmesi ve kolay transfekte edilebilmesiyle en ¢ok kullanilan
hiicre hatlar1 arasinda yer almaktadir.

Yapilan calismada ise HEK293T vektére ait SV40 enhanser bolgesine
baglanarak protein ifadesini arttiran biiyiik T antijenini siirekli olarak eksprese eden
hiicre hatt1 secilmistir. Boylece T antijeni sayesinde hicre donglsind inhibe eden
proteinlere baglanan ve surekli hlicre dongusune giren populasyonda transfeksiyon,

tranduksiyon, plazmid amfilikasyonu uygulamalardaki basari oranini yiikseltilmistir.
5.1.2. Hiicre Kiiltiirii Soliisyonlar

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM): Besiyeri olarak kullanilan
DMEM, bizim yaptigimiz deneylerde %10 fetal serum, %10 penisilin ve 3.3 mM
L-glutamin igerecek sekilde hazirlanmistir.

e Tripsin: Hicrelerin kiiltiire edildikleri petriyle temaslarini ortadan kaldiran
bir enzimdir. Calismalar sirasinda -20 °C'de saklanan enzim, tripsin-Etilendiamin
tetraasetik asit seklinde PBS igerisinde 3X olacak sekilde hazirlanmistir.

e PBS: Ticari olarak satin alinmis olan 10X PBS, hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

1:10 oraninda steril distile su ile seyreltilerek 1X PBS olarak kullanilmstir.
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e Hicre Dondurma Besiyeri: Fetal sigir serumu igerisine %10 DMSO eklenerek
hazirlanan besiyeri, aliiminyum folyo ile sarilip, steril olarak +4 °C 'de inkiibe

edilmisgtir.
5.1.3.Liziz Soltsyonu

e Liziz Tamponu: Son konsantrasyonda 500 mM Tris (pH=8), 250 mM NacCl,
%1 NP40 ve 1X proteaz inhibitorii konularak tizeri ddH20O ile 1L"ye
tamamlanmistir. Deneylerde kullanilan liziz tamponunun taze olarak hazirlanmasi

gerekmektedir.
5.1.4. immiinoblot Soliisyonlar

e Jel Formiilasyonlar1 (10 ml): Tris tamponu, SDS ve % 40 akrilamid ddH20
icerisinde asagidaki tablolarda yer alan oranlar g6z oniine alinarak hazirlanmigtir
(Tablo 5.1 ve Tablo 5.2). %10 APS and TEMED ise hizli polimerlesmeye neden

olduklar1 i¢in en son eklenmistir.

Tablo 5.1: Yiiriitme jeline ait kimyasal oranlari.

YURUTME JELI 12%

1 2 4
1.5 Tris HCI pH 8.8 1250 2500 5000
ddH20 2175 4350 8700
40% Acryl/bis 1500 3000 6000
25 % SDS 20 40 80
10% APS 50 100 200
TEMED 5 10 20
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Tablo 5.2: Ayirma jeline ait kimyasal oranlari.

AYIRMA JELI 4%
1 2 3 4

0.5 Tris HCIl pH 6.8 1250 2500 3750 5000
ddH20 3175 6350 9525 12700
40% Acryl/bis 500 1000 1500 2000
25 % SDS 20 40 60 80
10% APS 50 100 150 200
TEMED 5 10 15 20

e Ydlrutme Tamponu, 5X: 15.1 g tris, 95 g glisin, 50 ml 10% SDS ddH20 ile
1L'ye tamamlanmustir.

e Transfer Tamponu, 10X: 30.3 g tris ve 144 g glisin ddH20 igerisinde
cozllerek 1L'ye tamamlanmistir. Deneyde kullanilmadan once taze olarak
hazirlanan soliisyon ddH2O ile 1X olacak sekilde seyreltilerek ve %20 methanol
eklenerek 4 C°'de saklanmustir.

e TBS, 10X: 12.1 g tris ve 87.6 g NaCl 1 L ddH20O igerisinde ¢Ozulerek, pH"
8.0 olacak sekilde ayarlanmustir.

e TBS-T: Hazirlanmig olan 1X TBS soliisyonunun igine %0.1 tween-20
eklenmistir.

e 15 M Tris-HCI, pH 8.8: 200ml ddH20 icerisinde 121.1 g trizma base
¢oziilmiis ve pH 8.8 olarak ayarlanmistir.

e 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8: 200ml ddH20O igerisinde 121.1 g tris ¢Ozulerek
hazirlanan soliisyonun pH'l, HCl ve NaOH kullanilarak 6.8 olacak sekilde
ayarlanmustir.

e APS: 0.1 g amonyum sulfat, 1 ml ddH20O igerisinde ¢ozulerek filtre edilmis ve
taze hazirlanan soliisyon -20°C'de muhafaza edilmistir.

e Strip Sollsyonu: Son konsantrasyon 100 mM B-mercaptoethanol, %2 SDS,
62.5 mM Tris-HCl igerecek ve pH: 6.7 olacak sekilde hazirlanmistir.
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5.1.5. Flow Sitometri Soliisyonlari

e 7AAD Boyama Solusyonu: PBS'in icinde 1/1000 Triton-X, 1 ml de 10ug
RNAaz ve 500.000 hiicre i¢in 10 pl 7AAD ¢oziilmiistar.

5.1.6. immiinofloresan Soliisyonlari

e Yikama Soliisyonu: 1X PBS'in igerisine Triton-X %0.1 olacak sekilde
eklenerek hazirlanmistir.
e Bloklama Sollsyonu: 1X PBS'in icerisinde %0.1 Triton-X ve %2 BSA
coziilerek hazirlanmstir.
e DAPI Boyasi: 1X bloklama sollsyonu igerisinde 1/100.000 oraninda DAPI

coziilerek hazirlanmstir.
5.1.7. Diger Tampon ve Soliisyonlar

e Kalsiyom Klortr Solisyonu: 60 mM CaCl2, 15% glycerol and 10mM PIPES
pH 7.00 olacak sekilde karistirilmigve filtreden gegirilipkompetent hiicre
hazirlamak i¢in 4°C'de saklanmustir.

e 5X Tris-Borate-EDTA (TBE) Tamponu: 54 gr Tris base, 27.5 gr Boric acid ve
20mL of 0.5 M EDTA pH 8.00 olacak sekilde 1Lt dH20O iginde ¢6ziilmiis oda
sicakliginda saklanmustir.

e %1 (w/v) Agaroz Jel: 1 gr agaroz 100 ml 0.5X TBE icinde ¢ozilerek
mikrodalga firinda 1sitilmistir. NUkleik asitleri gortntileyebilmek icin 0.001
(w/v) etidyum bromur eklenmistir.

e Polyethylenimine (PEI) (1pg/uL): 50 mg PEI 50 ml dH2O igerisinde
¢ozlilmiis ve 80 °C' de 1sitilip ardindan oda sicakliginda sogutulmustur. pH 7.00
olacak sekilde ayarlanip filtre ile steril edilmis ve porsiyonlanip -20 °C'de
saklanmustir.

e FACS Tamponu: 0.5 gr Bovine serum albumin (BSA) ve 0.5 gr sodium azide
500 mL 1X HBSS igerisinde ¢oziilmiis ve 4°C'de depolanmustir.
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5.1.8. Kimyasal Malzemeler

Deney igin kullanilan kimyasallar ve kimyasallarin markalar1 EK-A'da tablo

halinde listelenmistir.

5.1.9. Kullanilan Cihazlar

Deney icin kullanilan cihazlara ve cihazlarin markalarina/model numaralarina

ait tablo Ek-B' de yer almaktadir.

5.1.10. Vektor ve Primerler

Tablo 5.3: Kullanilan Vektorler ve Kullanim Amaglari.

Vektor Adi Kullanim Amact
pcDNA-GFP Transfeksiyon verimliligi konrolii
pUC19 Transformasyon verimliligi kontrolii
pJET1.2/blunt PCR drund klonlamak
pSpCas9n(BB)-2A-Puro (PX462) CRISPR Plazmidi
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Tablo 5.4: Kullanilan Primerler ve Kullanim Amaglari.

Plazmid Ad: Sekansi Kullanim Amaci
pJET1.2 forward | CGACTCACTATAGGGAGAGCGCC Sekans primeri
primeri

pJET1.2 reverse
primeri

TTCTTGTAGCTAAAAGGTACCGTC

Skans Primeri

CCDC124 7 CACCGTTCTCACCCTGGAACTTCT CRIPR Oligosu
Forward

CCDC124 7 AAACAGAAGTTCCAGGGTGAGAAC CRIPR Oligosu
Reverse

CCDC124 55 CACCGGCAGCGGCCCGGGCACGTA CRIPR Oligosu
Forward

CCDC124 55 AAACTACGTGCCCGGGCCGCTGCC CRIPR Oligosu
Reverse

CCDC124 23 CACCGTCTTACGTTCCAGCTGGTCG CRIPR Oligosu
Forward

CCDC124 23 AAACCGACCAGCTGGAACGTAAGAC CRIPR Oligosu
Reverse

CCDC124 64 CACCGGAGACGCAGCGCCTACTGG CRIPR Oligosu
Forward

CCDC124 64 AAACCCAGTAGGCGCTGCGTCTCC CRIPR Oligosu
Reverse

7-55 Forward TCC CCCATCCCCATCCTCTT PCR Primeri
Primer

7-55 Reverse CCCTCT CGC TAT TCA CCC ACA PCR Primeri
Primer

23-64 Forward CGT TGG CTG AGA TGA AAA PCR Primeri
Primer

23-64 Reverse GGC TAATGG ACT CAA GGT PCR Primeri

Primer
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5.2. YOntem

5.2.1. CRISPR/Cas9 sistemi ve sgRNA Tasarlanmasi

Bes ekzona sahip CCDC124 geni 32kDA ve 26kDA olmak (izere iki protein
varyantini kodlamaktadir. Tasarlanan iki farkli sgRNA oligosu ¢ifti ile bu iki
proteinin islevleri anlasilmaya calisilmistir. Ikinci ekzonu hedef alan 7-55 isimli
SgRNA ¢ifti ile yalnizca 26kDA boyundaki {iriiniin olusmasi amaglanmis,
transkripsiyon baglangic metiyonini ve RNA Polimerazin baglanma bdlgesini
yaralamayacak sekilde tasarlanmistir. Ugiincii ekzonu hedef alan 23-64 isimli sgRNA
cifti ise her iki {irliniin olusmasini engellemek amaciyla tasarlanmustir.

Yapilan calismada Cas9n (Cas9-nickase) enzimi kullanilarak hedeflenen
bolgeye spasifikligin arttirilmast ve off-target aktivitesinin en aza indirilmesi
amaglanmistir. 7-55 isimli sgRNA rehberligindeki Cas9n enzimi ile, 2.ekzonun 5'-3'
yonundeki iplikte 7. niikleotitte bir kirik ve 3'-5' yonundeki iplikte 55. nukleotitte bir
kirik yaratmak suretiyle DSB olusturarak 32kDA boyundaki iiriiniin olusmamasi
hedeflenmistir. Ayn1 sekilde 23-64 isimli sgRNA rehberligindeki Cas9n enzimi ile
3.ekzonun 5'-3' yonundeki iplikte 23. niikleotitte bir kirik ve 3'-5' yonundeki iplikte
64. niikleotitte bir kirtk yaratmak suretiyle DSB olusturarak her iki drdinin

olusumunun engellenmesi hedeflenmistir.

5.2.2. Bakteriyel Hicre Kaltara

5.2.2.1. Bakteri Kiiltiirii Biiyiime Kosullar

E. coli DH50 bakteri hiicresi Luria Broth (LB) icerisinde 37 °C'de, 250
rpm'de calkalanarak overnight (~16 saat) biiytitiilmistiir. Bakteri hticreleri, hicreler
tek diisecek sekilde LB agar iizerine ekilerek overnight 37 °C'de biyiitiilmustiir.

Uygulanilacak deneye gore segilen antibiyotik besi ortamina eklenmistir.
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5.2.2.2. Kompetan Hiicre Hazilanmasi ve Transformasyon

Daha once hazirlanmis kompetent hiicreler kullanilarak E.coli DH5a
kompetent hiicresi hazirlanmistir. 50 ml LB igerisinde daha 6nce hazirlanmis
kompetent hiucreden 50 pl konularak 37 °C'de, 250 rpm'de calkalanarak overnight
(~16 saat) biiyiitiilmiistiir. Ertesi glin 400 ml igerisinde 4 ml overnight biiyiiyen
kaltirden eklenerek ODs590 0.375 olana kadar ayni sartlarda biyiitiilmiistiir. Ardindan
onceden hazirlanip buz lizerinde sogutulmus CaCl2 eklenerek santrifiij asamalarindan
sonra 200 ul olacak sekilde porsiyonlanmig ve hi¢ bekletilmeden sivi nitrojende
dondurularak -80 °C'de muhafaza edilmistir.

Transformasyon igin buz iizerinde ¢ikarilan DH5a kompetent hicresi
uzerinde tamamen ¢oziinmeden ~100 pg plazmid DNS's1 eklenip 30 dk buz iizerinde
inkiibe edilmistir. Ardindan 42 °C'de 90 saniye bekletilip buz lizerinde alinarak 1 dk
inkiibe edilmistir. 800 pl steril LB eklenerek 45 dk, 37°C'de inkiibe edilmistir.
Maximum hizda 1 dk santrifiij edildeikten sonra antibiyotik iceren LB agar petriye

ekilerek 37°C'de gece boyu inkiibe edilmistir.
5.2.2.3. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu, Alkalin Lizis protokoli QIAGEN Plasmid Midi
Kit kullanilarak yapilmistir. Bunun i¢in transformasyon sonrasi overnight biiyiiyen
LB agar petriden tek bir koloni secilmis veya bakteri gliserol stoktan alinmustir.

Plazmid izolasyonu sonrast DNA miktari Nanodrop kullanilarak dl¢iilmiistiir.
5.2.3. Kontol Enzim Kesimi

Cas9n plazmidine klonlanan sgRNA oligolarinin plazmide girdigini kontrol
etmek amaciyla plazmidin haritasinda bulunan BbSI enzimi kullanilmustir. Oligo
girdigi taktirde plazmid iizerinde enzimin baglanma bélgesi degistiginden plazmidi
kesemeyecektir. Bu hipotezden yola ¢ikarak izole edilen plazmid DNA'lar1 kontrol

plazmid DNA's1 ile karsilastirilarak sekans 6ncesi kontrol saglanmustir.
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5.2.4. Hiucre Kulturd

5.2.4.1. Hicre Kiltdri Ortami

HEK293T hucreleri %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin/streptomisin ve
yiiksek glikoz igeren besiyeri ortaminda kiiltiire edilerek, 37°C'de ve %5 CO2 igeren
kosullarda inkibatérde muhafaza edilmistir. Hucrelerinin besiyerleri ortalama 2-3
glinde bir taze besiyeri ile degistirilmis ve hiicre yogunlugu %70-80'e ulastiginda alt

kiiltiirleme yapilmistir.

5.2.4.2. Alt kulttrleme ve Kiltir saklama

Alt kaltirleme i¢in hiicrelerin besiyeri uzaklastirilarak 1X PBS ile yikama
yapilmig ve hicre-hiicre/ hiicre-yilizey baglantilarin1 koparmak ig¢in 1ml 1X tripsin-
etilendiamin tetraasetik asit eklenerek yaklasik 2-3 dk 37°C'de, %5 CO2
inkibatoriinde enzimin aktive olmasi beklenmistir. Enzimatik aktivitenin
durdurulmasi i¢in ortama tekrar besiyeri eklenmis ve kalkmis olan hicreler pipet
yardimiyla toplanarak oda sicakliginda 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasi list s1vi uzaklastirilarak hiicrelerin iizerine taze besiyeri eklenmis
ve pipetaj yapilarak homojenize edilmistir. Hiicre yogunluguna bagl olarak %20-
30 oraninda hiicre her bir besiyerine ekilecek sekilde bolinerek inklbasyona
birakilmistir.

Hiicrelerin sivi nitrojende dondurularak saklanmasi santrifiij edilerek
cokturdlen hicreler dondurma besiyerinde homojenize edilerek dondurma tiplerine

boliinmiis ve sivi nitrojende (buhar fazi1) muhafaza edilmistir.

5.2.4.3. Gegici Transfeksiyon

HEK 293T hiicreleri her kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekide 6 kuyucuklu
kiiltiir kabina ekilerek 24 saat boyunca kiiltiire edilmistir. EKimden 24 saat sonra bir
tipin igine 200 pl miktar serumsuz besiyeri konulmus ve tiipiin duvarlarina
gelmeyecek sekilde lizerine transfeksiyon ajani (PEI) ve tranfekte edilecek plazmid

DNA's1t orant 3 olacak sekilde ortama eklenerek 15 dakika oda sicakliginda
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inkiibasyon saglanmustir. Inkiibasyonun ardindan besiyeri icerisindeki hucrelerin
tizerine damla damla eklenmis ve inkiibatére kaldirilmistir. Cas9n enzimi
kullanildigindan sgRNA c¢iftlerini igeren plazmidler birlikte transfecte edilerek ayni
hlcre kuyucuguna eklenmistir ( 7 ile 55 ayn1 hiicreye, 23 ile 64 ayni hiicreye olacak
sekilde). Kontol olarak transfeksiyon yapilmamis HEK293T ve pcDNA-GFP

plazmidi konulmustur.

5.2.5. FACS Analizi

Transfeksiyondan 24 saat sonra kontrol olarak koyulan pcDNA-GFP plazmidi
iceren hiicre FACS analizi i¢in kullanilmistir. BD FACSCanto cihazi kullanilarak

GFP floresans proteini ekspres eden hiicrelere bakilmistir. Bunun ig¢in 10° hiicre
kullanilmus, iki kere FACS soliisyonu ile yikandiktan sonra 500 pl FACS soliisyonu
eklenip analiz edilmistir. GFP ekspresyon seviyesi FITC kanali kullanilarak

saptanmistir.

5.2.6. Antibiyotik Secilimi

Kullanilan PX462 Cas9n plazmidi Gzerinde puromycin direngc geni
bulundugundan antibiyotik se¢ilimi igin puromycin kullanilmistir. Transfeksiyondan
24 saat sonra hiicreler tzerindeki besiyeri c¢ekilerek, 1pg/ml olacak sekilde
puromycin igeren besiyeri hiicrelerin iizerine eklenmistir.72 saat sonra puromycinli

besiyeri cekilerek temiz besiyeri eklenir.

5.2.7. Tek Hiicre Diisiirme Yontemi

CRISPR/Cas9n sistemi sonrasinda devreye giren NHEJ tamir mekanizmasi
ayni gen dizilimi lizerinde rastgele ve farkli mutasyonlara neden olabilmektedir. Bu
nedenle transfekte edilen hiicre havuzundan tek tip mutasyon ¢ogaltabilmek amaciyla
tek hiicre diisiirme deneyleri yapilmistir. Bunun i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kabi

kullanilmigtir. Hiicre sayildiktan sonra seri diliisyonlarla 96 kuyunun tamaminda
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50-60 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 7-10 gunden sonra genis bir kiiltiir

kabina alinmig ve takip eden analizler i¢in biiyiitiilmeye devam edilmistir.

5.2.8. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) Analizi

CRISPR tasarlanan bolgelerde sekans analizi Oncesi kontrol amaciyla
mutasyonu saptamak i¢in RFLP yontemi kullanilmigtir. Mutasyon olusmasi planlanan
bolgede bir kesim enzimi segilerek, mutasyondan sonra boélgede olusan degisime
bagl olarak enzimin kesebilirligine bakilmistir. QIAGEN Genomic DNA Kkiti
kullanilarak hiicrelerden genomik DNA elde edilip PCR yapildiktan sonra 7-55
SgRNA i¢in Smal, 23-64 sgRNA icin Pvull enzimi kullanilarak enzim kesimi

yapilmistir. Daha sonra %1.5 lik agaroz jelde yurtulerek bantlar analiz edilmistir.

5.2.9. Liziz ve Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayininin yapilmasi i¢in hiicre 0Orneklerinin besiyeri
uzaklagtirilarak, 2 ml 37°C'deki PBS kullanilarak iki kere yikama yapilmis ve
hicrelerin Gzerine 0°C'de ki 2 ml PBS eklenerek kaziyict yardimiyla hiicreler
kaldirilmigtir. +4°C'de 1500 rpm'de 5 dakika santrifuj edilen drneklerin Ustiindeki
supernatant uzaklastirilarak peletler -80 °C'de saklanmustir.

Hazirlanan oOrnekler daha sonra buz kabima alinarak peletlerin yavasga
coziilmesi saglanmis ve peletin 3 kat1 kadar taze olarak hazirlanmig olan liziz
tamponu eklenmistir. Liziz tamponunun eklenmesinin ardindan vorteks yapilarak, 5-
10 dakika buzda bekletilen 6rneklerin daha sonra tekrar vorteks yapilarak tamamen
¢ozlinmesi saglanmistir. En son asamada ise 14000 rpm'de 30 dakika +4 °C'de
santriflj edilen drneklere ait hiicre artiklar1 ¢oktiiriilmiis ve stipernatantlar dikkatlice
yeni tuplere aktarilarak lizat eldesi saglanmistir.

Protein miktar tayininin yapilmast icin ise oncelikle, aloumin (BSA)'nin 1.5

mg/ml, 1.25 mg/ml, 1 mg/ml, 0.75 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml'lik 6rnekleri
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hazirlanarak bir standart grafik olusturulmustur. Blank i¢in ise hazirlanan liziz buffer
kullanilmustir.

Standart grafik olusturmak icin kullanilan BSA konsantrasyonlar1 ve bu
konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla kullanilan Bradford yontemine ait sayisal

veriler Tablo 5.5'de gOsterilmistir.

Tablo 5.5: Standart grafik olusturmak i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlari.

TUP NUMARASI 1 2 3 4 5 6 7 8
(BLANK)

BSA konsantrasyonu | 0,25| 0,5{ 0,75 1 | 1,25] 15 2 -

(mg/ml)

Yuklenen BSA(ul) 5 5 5 5 5 5 5 -

Yuklenen 250 | 250} 250| 250| 250 250 | 250 250

Bradford(ul)

dH20(ul) - - - - - - - 5

Son Hacim(ul) 255| 255) 255| 255| 255| 255 | 255 255

Daha Onceden oda sicakligina getirilmis Bradford'dan 96 kuyucuklu kualtdr
kabina 5' er ul yuklenen drneklerin, standart grafik verilerinin ve blanklerinin izerine
250 ul eklenerek iizeri 1siktan etkilenmesini 6nlemek amaciyla aliiminyum folyoyla
kapatilmis ve 20 dakika calkalayicida, 20-25 oda sicakliginda bekletildikten sonra

Ol¢iim alinmistir.

5.2.10. immiinoblot Analizi

Ccdc124 ile galisilirken %10 ile % 12'lik SDS gel kullanilabilmektedir. Tablo
5.1 ve 5.2'deki oranlar esas alinarak %]12'lik yurutme jeli APS ve TEMED
donabileceginden en son eklenerek hazirlanmig ve Uzerine izopropanol konularak
jelin hava almasi 6nlenmistir. YUritme jeli donduktan sonra ise Uzerine %4'lik

ayirma jeli dokilerek onluk tarak yerlestirilmis ve jellerin donmasi beklenmistir.
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Ornekler ve marker kaynayan suda 5 dakika tutularak proteinlerin denatiire
olmasi saglanmis ve beta-mercaptoethanol eklenerek hazirlanmis olan 4X yikleme
boyasi, son hacimde 1X olacak sekilde ayarlanarak orneklerin {izerine eklenmistir.
Her kuyuda 40 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmis ve jel 70 mA de 30
dakika yuritilmustir. Jel yurudikten sonra membran methanol ile bir kez
yikandiktan sonra ddH20'dan gegirilmistir. Onceden 1X'e indirilmis methanol
cklenmis +4 °C'de bekleyen transfer tamponu eklenerek wattman kagitlar1 da aym
sekilde 1slatilmistir.100 voltta 1 saat transfer yapildiktan sonra membran 1 saat %5
stit tozu ile bloklanmistir. Bloklamanin ardindan 2 saat birincil antikorlarla (C-ter ve
Mid Ccdcl24ab icin 1/1000, N-ter ab icin1l/ 5000) muamele edilen membran, 3 kez
10'ar dakika 1X TBS-tween ile yikanarak 1 saat 1/5000 anti-rabbit antikoru ile tekrar
inkiibe edilmistir. inkiibasyon bitiminde yine ticer kez 10 dakika TBS-T ile yikama

yapildiktan sonra goriintii alinmustir.

5.2.11. Akim Sitometri Analizi

10'luk kiiltir kabinda kiiltiire edilmis olan hiicreler PBS ile yikanarak 1 ml
3X tripsin eklenmis ve 37 °C'de 2 dakika bekletilerek hiicrelerin kalkmasi
saglanmistir. Tripsinle kaldirilan hiicrelerin tizerine 2 ml complete DMEM eklenerek
tripsin inaktive edilmis ve 1500 rpm'de 5 dakika santriftij edilerek hicreler
coktiriilmistur. Elde edilen peletin iistiinde kalan sivi kisim uzaklastirilarak {izerine -
20 °C'de 20 dakika bekletilmis, 4ml %70' lik ethanol eklenmis ve 6rneklerin en az 24
saat +4 °C'de inkiibasyonu saglanmistir.

24 saat inkiibasyonun ardindan +4 °C'de saklanan hicreler +4 °C'de 1500
rom'de 5 dakika santrifiij edilmis ve peletin {izerindeki sivi uzaklastirilmistir.
500.000 hiicre i¢in PBS'in igerisinde son konsantrasyon 1/1000 Triton X, 10 pl
7AAD ve Iml'de 10 ug RNAaz olacak sekilde bir ¢ozelti hazirlanarak peletlerin

tizerine eklenmis ve drnekler icinde homojenize edilmistir.
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Elde edilen ¢ozelti ve hiicre stispansiyonu polipropilen tiplerin icine alinarak
etrafi folyoyla sarilmig ve 37 °C'de 1.5 saat inkiibe edildikten sonra gerekli analizler

yapilmistir.

36



6. SONUCLAR

6.1. CCDC124 Geninin 2. ve 3. Ekzonlarim Hedefleyecek
sgRNA'lar Tasarlanmasi

Daha 6nce de bahsedildigi gibi CCDC124 geni, biri kodlanmayan 5 ekzona
sahiptir ve boylar1 32 kDA ve 26 kDA olan iki farkli protein kodlayabilmektedir.
Yapilan bu ¢alisma ile bu iki fakli translasyon trininin goérevleri, kodlayan genlerin
delesyonlarinda veya mutasyonlarinda olusacak genotipik ve fenotipik anomaliler
arastirilarak aydinlatilmaya calisilmistir. Bu amagla farkli ekzonlar1 hedefleyen, 20
baz ¢ifti uzunlukta sgRNA oligolar tasarlanmigtir. Genom igindeki off-target
aktivitesini en aza indirgemek amaciyla “double nickase* teknigi baska bir deyisle
cifte Cas9n enzimi kullanilmstir.

Ikinci ekzonu hedeflemek icin tasarlanan CRISPR/Cas9 sisteminde, baslangig
metiyonininden 7 niikleotit uzakta bir kirik ve karsi iplikte 55 niikleotit uzakta baska
bir kirik olusmasina rehberlik eden iki sgRNA oligosu dizayn edilmistir (sekil 6.1).
Dizayn edilen bu sgRNA cifti ile 32 kDA'luk {iiriiniin N terminal kisminin zarar
gormesi ve NHEJ tamir mekanizmasi ile erken sonlanma kodonu olusturarak yanlizca
26kDA boyundaki iriiniin olugsmasi amaglanmistir. Bu sebeple sgRNA'lar, ikinci
baslangi¢c kodonuna ve RNA Polimerazin baglanma bdlgesine zarar vermeyecek
sekilde tasarlanmustir.

Uciincli ekzonu hedeflemek igin tasarlanan CRISPR/Cas9 sisteminde ise,
ekzonun basindan 23 niikleotit uzakta bir kirik ve karsi iplikte 64 niikleotit uzakta
baska bir kirik olusmasina rehberlik eden iki farkli sgRNA oligosu dizayn edilmistir
(sekil 6.2). Boylece her iki CCDC124 gen bolgesi de zarar gorecek ve devreye NHEJ
tamir mekanizmas1 girecektir. Zarar goren bolgenin baz ekleme-¢ikarma yontemiyle
tamir edilmesiyle rastlantisal olarak c¢ergeve kaymasi ve bunun sonucu erken
sonlanma kodonu olusabilecektir.

Sekil 6.1 ve 6.2'de her iki ekzon igin tasarlanan CRISPR sistemleri sematize
edilmistir. Kirmizi ok ile gosterilen sgRNA'lar tasarlandiklarinin aksi iplige homoloji
gosterdikleri i¢in baglanirlar ve Cas9n enzimini bolgeye c¢ekerek kirik olugsmasina

onclluk ederler.
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forward primer ekzon 2

3340 3360
| |
AGTGTGATTCTGGGGGTGCTGAGTGCCGATGTCCCCTCCGGCCCCTGCTCCCCCATCCCCATCCTCTTCCCGCAGCCTGCTGA

TCACACTAAGACCCCCACGACTCACGGCTACAGGGGAGGCCGGGGACGAGGGGGTAGGGGTAGGAGAAGGGCGTCGGACGACT

ekzon 2

TGCCAAGAAGCAGAAGGAGCTGGAGGATGCCTACTGGAAGGACGACGACAAACACGTCATGAGGAAGGAGCAGCGCAAGGTGC
ACGGTTCTTCGTCTTCCTCGACCTCCTACGGATGACCTTCCTGCTGCTGTTTGTGCAGTACTCCTTCCTCGTCGCGTTCCACG

3,580 3600 3,620 3640
[} I | I

GTGCACTCCGAGTCCCCGCGGCCCGCATGCCTTGTGGCCAAGGCCAGTGGTCATTATGTCAATGTGGGTGAATAGCGAGAGGG
CACGTGAGGCTCAGGGGCGCCGGGCGTACGGAACACCGGTTCCGGTCACCAGTAATACAGTTACACCCACTTATCGCTCTCCC

reverse primer’

Sekil 6.1: 2.ekzon i¢gin tasarlanan CRISPR/Cas9n modeli. Sar1 ok:kiriklarin meydana
geldigi noktalar, mavi ok:PCR primeri, pembe ok:PAM sekansi, kirmizi ok:sgRNA.

Forward Primer kzon 3
9,580 9600 9620 9,640

I | I |
GCCTAAATCCTCGTTGGCTGAGATGAAAACTCGAACCCCAGGCTAGTGGGTGGCGLGGGGGTGTGEGGTCTTCTGCCTGACCATGCACGCCGCCCCCGLCAGGAGGA
CGGATTTAGGAGCAACCGACTCTACTTTTGAGCTTGGGGTCCGATCACCCACCGCGCCCCCACACCCCAGAAGACGGACTGGTACGTGCGGCGGGGGCGTCCTCCT

GAAGGAGAAGCGGCGCCTCGACCAGCTGGAACGTAAGAAGGAGACGCAGCGCCTACTGGAGGAGGAGGACTCCAAGCTCAAGGGCGGCAAGGCGCCGCGGGTGGCC
CTTCCTCTTCGCCGCCGAGUTGGTOGACCTTGCATTCTTCOTCTGCGTCGCGGATGACCTCCTCCTCCTGAGGTTCGAGT TCCCGCCGTTCCGCGGOGCCCACCGE

PAM 64, sgRNA
1

SA40
" |
ACGTCCAGCAAGGTCACCOGGGCCCAGATCGAGGACACGCTGCGCCGAGACCATCAGCTCAGGGAGGCCCCGGACACAGGTCOGGCGGCATCCCGETCTGRAGCTS

TGCAGGTCOTTCCAGTGOGCCCGGGTCTAGCTCCTGTGCGACGCGGCTCTGGTAGTCBAGTCCCTCCGGGGCCTGTGTCCAGCCCGCCGTAGGGCGAGACCTCGAL

9,850 9,850 2500 9820 9,940 9960
I 1 I 1 | I
CACTTTTGCCCACTGCAGAGGCAGTGGACCTTGAGTCCATTAGCCCCCTCCTGGCCCCCAGAGAAGCTGCCGGGGCTCCACGTGGTGLAGGGTGGGTGGGTAGGLL

GTGAAAACGGGTEACGTCTCCGTCACCTGGAACTCAGGTAATCGGGGGAGGACCGGEGGTCTCTTCGACGGCCCCGAGGTGCACCACGTCCCACCCACCCATCCGE

Reverse Primer

Sekil 6.2: 3.ekzon i¢in tasarlanan CRISPR/Cas9n modeli. Sar1 ok:kiriklarin meydana
geldigi noktalar, mavi ok:PCR primeri, pembe ok:PAM sekansi, kirmizi ok:sgRNA.
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S. pyogenes kokenli CRISPR/Cas9 sistemi kullanildigindan hedef DNA
secilirken, ilgilenilen bolgeye komsu PAM sekansinin (NGG) bulunmasina dikkat
edilmisitr. Hedef DNA 5'-N...NGG-3' sekansina sahip bir bolgeden secilmis PAM
sekansi tasarlanan sgRNA oligo sekansina dahil edilmemistir.

Yapilan ¢alisgmamizda kullanilan pSpCas9n(BB)-2A-Puro (PX462) plazmidi
Addgene'den (Feng Zhang Lab.) ticari olarak satin alinmistir. Sekil 6.3'te plazmidin

gen haritas1 gosterilmektedir.

hU6_promoter
LKO1_5_primer
pBR322_ongin Xbal (428)
Fspl (8059) Kpnl (438)
CAG_enhancer
Agel (1239)
FLAG
FLAG
ORF frame 1 FLAG
Ampicilin &~ SV40 NLS
AmpR_promoter SVAQ NLS
pGEX_3 primer NLS
Balll (1618)
pSpCasSn(BB)-2A-Puro (PX462) V2.0
9175 bp
f1_origin
Notl (5431) ORF frame 3
bGH_PA_terminator Apal (2727)
BGH_rev_primer EcoRV (3221)
Stul (5920)
puro (variant)
ORF frame 3
Pmll (4157)

Sekil 6.3: PX462 plazmidi gen haritasi.

U6 RNA Polimeraz 111 promoterinin hemen arkasina eklenen tasarlanan oligo
sgRNA'in 5' ucundaki hedef belirleyici sekanstir. Bunu sgRNA'nin diger bir bileseni
olan tracrRNA sekansi, Cas9n enzimi geni ve puromycin diren¢ geni takip etmektedir
(sekil 6.4). Boylece ayn1 plazmid lzerinde hem hedef bolge igin rehberlik yapan

SsgRNA, hemde ilgilenilen bolgede DSB yaratacak olan Cas9n enzimi hicreye

verilmistir.

39



Tasarlanan rehber oligonun plazmide girmesinin planlandig1 boliimde iki ad

et

BbSI restriksiyon enzimi kesim bdélgesi bulunmaktadir. Bu enzim 5'-3' yoniinde

“GAAGAC" sekansmi taniyarak 2 niikleotit sonra, 3'-5' yoninde “CTTCTG"

sekansini taniyarak 6 nikleotit sonra kesmektedir. Rehber oligolara, parelel BbSI

enzimleri bolgeyi kestikten sonra agikta kalan uglardaki sekans ile homoloji

gostermesi icin, anlamli ve anlamli olmayan ipiklerin 5' uglarina sirasiyla “CACC* ve

“CAAA" sekanslar1 eklenmistir (sekil 6.4). Buna ek olarak insan U6 promoter1

transkripsiyona baslangi¢ i¢cin Guanin niikleotitine ihtiya¢ duydugundan Guanin ile

baslamayan sgRNA oligolarina “G* baz1 eklenmistir.

20 nt rehber oligo
5’- CACCGGTCACCTCCAATGACTAGGG -3
Rehber Oligo ARRRRRERARRRRRERRRRR
3'- CCAGTGGAGGTTACTGATCCCCAAA -5
& Ligasyon
Rehber Oligo
Eklenme Bélgesi v Bbsl Bbsl v tracrRNA
5- . .AACACC ‘GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA. . -3
[T RN R RN RN
3-. .TTGTGG‘ CCAGAAGCTCTTCTGGAC .AATCTCGATCTTTATCGTTCAATTT. -5
3x
us CBh FLAG NLS SpCas9 2A Puro NLS bGH pA
l )({K /
Bbsl Bbsl
pPSpCas9(BB)-2A-Puro

Sekil 6.4: PX462 Plazmidi Gen Dizilimi ve Rehber Oligo Ligasyonu. Kirmizi ok
uclar1 BbSI enzimi kesim bolgelerini simgelemektedir.
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6.2. Tasarlanan sgRNA Oligolarinin pSpCas9n(BB)-2A-
Puro (PX462) Plazmidine Klonlanmasi

CRISPR\Cas9 sistemi uygulamalar1 i¢in Feng Zhang ve eckibinin
olusturduklar1 protokol takip edilmistir [Ran et al., 2013]. Tasarlanan rehber oligo,
bahsedilen protokolde belirtilen ligasyon sartlarinda BbSI enzimi kullanilarak PX462

plazmidine klonlanmistir. Sonrasinda plazmidler E.coli DH50 susuna transforme

edilmis, segilen bakteri kolonilerine mini-prep DNA izolasyonu uygulanarak BbSI

enzim kesimiyle kontrol edilmistir.

o
=
N

o
a

T
=
(&)
c
=

cut plazmit \
uncut 55-3

uncut plazmit'
uncut 23-1

uncut 23-2

Sekil 6.5: BbSI ile kontrol enzim kesimi. Uncut: enzim kesimi yapilmamig drnek,
cut: enzim kesimi yapilmis 6rnek.

Rehber oligo plazmide girdikten sonra BbSI enziminin tanima bdlgesi
kayboldugundan dolay1 enzim kesimi gerceklesmeyecektir. Bu teoriden yola ¢ikarak
oligo klonlamanin basarili oldugu koloniler; 7. oligonun 1. kolonisi, 55. oligonun 3.

kolonisi, 64. oligonun 3. kolonisi ve 23. oligonun 8. kolonisi devam eden deneyler
icin se¢ilmisgtir.
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Kontrol enzim kesimiyle elde edilen sonuglar sekans analizleriyle de

dogrulanmistir (sekil 6.6).

7 oligo

100 120 140 180
I [ | I

CAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACAGAAGTTCAGGTGAGAACGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGAT

Lo AN AV "-J:‘Vlﬂﬂ‘"\!\‘/\/\f\f Wy /\NWUM A:J:‘.J\/\M\/\/V\'ﬂm’bf TN

40

Smal 55 oligo

100 120 140 £0 180

1 I | 2 I
TTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTACGTGCCCIGGGCCGCTGCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGATAT

s A AN A A A A -rw\.'ﬁwd\m"u\f\fw/\mfwmwﬁmﬂ:\/\/\f\/‘w pnl)

23 oligo

100 120 140 180
| I | I

GTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCGACCAGCTGGAACGTAAGACGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGAT

Pl ANV Y ‘;‘“\/\f\ﬂf WA A '-/\r”/\]\f\ VA | YV\AAANV\‘F\MW\M"“‘J\ Wl

64 oligo|

100 120 140 180
1 I | I

AAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACCCAGTAGGCGCTGCGTCTCCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAGA

ooV P AARAA W1

Sekil 6.6: Sirastyla 7, 55, 23 ve 64 rehber oligolar1 klonlanmis PX462 plazmidleri
sekans analizi sonuglari. Kirmizi ile isaretlenmis kisimlar rehber oligolari
simgelemektedir. Reverse primer ile sekanslatilmislardir.

6.3. Rehber Oligo Klonlanmis Plazmidlerin HEK293T
Hucrelerine Transfekte Edilmesi

Kullanilan HEK293T hiicrelerinin PEI transfeksiyon i¢in uygun olmasi ve
verimliliginin yliksek olmasi1 sebebiyle bu yontem kullanilmistir. Transformasyondan
sonra secilen plazmidlere Midi-Prep DNA izolasyonu yapilarak PEI transfeksiyon
icin kullanilmistir. “Double nickase* sistemi kullanildigindan dolay: karsilikli kirik
olusturacak sgRNA plazmidleri (7-55, 23-64) aymi hiicreye birlikte trasnfekte
edilmislerdir. Transfeksiyondan 24 saat sonra puromycin eklenerek antibiyotik
secilimi baglatilmistir. Aynm1 giin kontrol amaciyla ekilen transfekte edilmeyen
HEK293T ve pcDNA-GFP plazmidi transfekte edilen HEK293T kullanilarak
FACSCanto cihaziyla floresan proteini 1s1ma oranina gore transfeksiyon verimliligi
%96.7 olarak tayin edilmistir. GFP miktarin1 belirlemek amaciyla FITC-A kanali

kullanilmastir.
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WT HEK293T Transfekte HEK293T

300 = k
G0 =

= 200 — S
2 GFP+ 2 a0 GFP+
o 057 o 1 ap.7

1 L - L

4 L) r

] 7 \'\/\IJ\//
[u] u]
T H | T T T Ty T T
101 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FITC-#, FITC-A

Sekil 6.7: Akim Sitometri analizi ile transfeksiyon verimliligi tayini. a) Mavi grafik
GFP negatif hiicreleri, b) yesil grafik GFP pozitif hiicreleri gostermektedir.

Puromycin eklenmesinden 72 saat sonra besi ortami degistirilmis ve ardindan
24 saat sonra genomik DNA ekstraksiyonu yapilmistir. izole edilen DNA'larin
CRISPR tasarlanan bolgeleri PCR yo6netmiyle ¢ogaltilarak RFLP yapilmistir. RFLP
sirasinda 2.ekzonu hedefleyen 7-55 CRISPR igin Smal, 3. ekzonu hedefleyen 23-64
CRISPR i¢in Pvull enzimi kullanilmistir. Sonrasinda %1.5 lik agaroz jelde
yiriitiilerek DNA bantlar1 analiz edilmistir.

2.Ekzon

—-—
e |
o
[ ==
-

Lo

[
~—

Sekil 6.8: 1.transfeksiyon sonrast RFLP sonuglari. Kirmizi oklar kesilmemis bandi
go6stermektedir. 2.ekzon igin Smal, 3.ekzon igin Pvull enzimi kullanilmigstir. wt:
transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.
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[1k transfeksiyondan sonra PCR optimizasyonu i¢in belirli bir siire gecmis, bu
stiregte hiicreler pasajlanmaya devam edilmistir. Mutasyon oldugunu diisiindiigiimiiz
hiicrelerde meydana gelen ve pasaj sayisiyla degisebilen fenotipik degisimleri saglikli

bir sekilde takip edebilmek i¢in transfeksiyon tekrar edilmistir.

2.Ekzon 3.Ekzon

—-—
==
L ]
=
=3
Lo
S
—

—

Sekil 6.9: 2.tranfeksiyon sonrast RFLP sonuglari. Kirmizi ok kesilmemis bandi
gOstermektedir. 2. ekzon ic¢in Smal, 3. ekzon i¢in Pvull enzimi kullanilmistir. wt:
transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

2. transfeksiyonda 23-64 CRISPR modelinde mutasyonun olustugu, bu
sebeple enzimin kesemedigi bir populasyon saptanmigken, 7-55 CRISPR modelinde
anlamli bir kesilmemis bant goriilememistir. Daha sonra yapilan 3. ve 4.
transfeksiyon tekrarlarinda da saptanamadigindan tek hiicre diisiirme deneylerine 7-
55 hattt i¢in 1.transfeksiyondan elde edilen hiicre havuzu ile, 23-64 hatti igin 2.

transfeksiyondan elde edilen hiicre havuzu ile devam edilmistir.

6.4. Tek Hiicre Diisiirme Deneyleri

Transfeksiyondan sonra, farkli mutasyonlara sahip hiicrelerin bulundugu bir
havuz elde edilmistir. Bu havuzun igerisindeki tek bir mutasyonu saptamak ve onun
fenotipik ve genotipik etkilerini anlamak amaciyla tek hiicre diisiirme deneyleri
yapilmistir.

Hucreler bolim 5.2.7'de anlatildigi gibi 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildikten
7-10 giin sonra kuyulara tek diisen koloniler se¢ilerek 24 kuyucuklu kiiltiir kabina,
oradanda 6 kuyucuklu kiiltiir kabina alinmistir. Yeteri miktarda hiicre elde edildikten
sonra genomik DNA izole edilerek bir onceki bolimde belirtilen enzimlerle ve ayni

sartlarda RFLP yapilmustir.
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6.5. RFLP Analizi Sonuclari

7-55 hiicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP sonugclar1 sekil 6.10'da
gosterilmektedir.

—
=3
o
=
=
©
-—
+*:

#9 #10 #13 #16 #17

Sekil 6.10: 7-55 hiicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP analizi sonuglart.
wt: transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile
kesilmis.

Elde edilen kolonilerden yanlizca #15 mutasyona ugratilmistir. Enzim kesimi
yapilan Ornekte biri kesilmis ikisi kesilmemis ii¢ farkli boyda bant bulundugundan
dolay1 karisim koloni olup olmadigint aydinlatmak amaciyla #15'e tekrar tek hiicre
diistirme deneyi uygulanmistir. Elde edilen #15 kolonilerinin de kendisi ile aym

bantlasma hikayesi vermesi sebebiyle #15'in karisim koloni olmadigi anlagilmigtir
(sekil 6.11).
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# 18 uncut
# 20 uncut
# 21 uncut

—
[ —
e

| # 17 uncut

[ ‘ ! tjj
l # 2 uncut
| # 11 uncut

# 15 uncut

Sekil 6.11: #15'den elde edilen tek hiicre kolonilerine ait RFLP sonuglari. wit:
transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.

23-64 hiicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP sonuglar1 sekil

6.12'de gosterilmektedir.

# 23 uncut

# 42 uncut
# 46 uncut
# 50 uncut
# 50 cut

I wt uncut

# 38 uncut

=
o
18‘ =
=
w (==
- -
£ =3 +H
_ﬂ

# 38 cut
l # 16 uncut

Sekil 6.12: 23-64 hiicre havuzundan elde edilen kolonilere ait RFLP sonuglari. wt:
transfekte edilmemis HEK293T, uncut: enzim ile kesilmemis, cut: enzim ile kesilmis.
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6.6. Mutant Hiicre Hatlar1 Dizi Analizi Sonuclari

RFLP analizleriyle tespit edilmis CCDC124 geni modifikasyonlarini
dogrulamak amaciyla mutant hiicre hatlarina DNA dizi analizi yaptirilmistir. Sekans
analizleri Molecular Cloning Laboratories (MCLAB) tarafindan yapilmistir.

Her iki model CRISPR sisteminden ¢esitli hiicre hatlar1 segilmis ve bu hiicre
hatlarinda NHEJ tamir mekanizmasinin yaratmis oldugu indel (ekleme-c¢ikarma)
mutasyonlar ve bunlarin sebep olabilecegi erken sonlanma kodonlar tespit edilmistir.

7-55 CRISPR sisteminden yanlizca #15 mutant hiicre hatti i¢in sekans analizi
yapilmustir. Sekans plazmidine klonlama sirasinda, hiicrenin sahip oldugu her alel
farkli bir plazmide girdiginden birbirlerinden ayr1 sekanslanmaktadir. #15'te bir alel
wt iken diger alel 17 niikleotit delesyona ugratilmistir (sekil 6.13).

1n 1 1| 180 10

\ | \ \
159 GRORNINNNN Roifice.... -......... ... ocollc NoofBRoch coffcRioRi oREARGARcH Aclcccli cocoTof i
4755 GHGHNANEAR oMochicl colcccli Boiocclic Roolifcch colfcRol oRRARARcH Achicolili collcaiiolll 1

Consensus GAGAACACCA AGTCGGCAGC GGCCCGGGCA CGTAGGGCAG AGGCCAAGGC GGCCGCTGAT GCCAAGAAGC AGAAGGAGCT GGAGGATGCC

e AN 0 O A O A,

\ | | \
¢ fiicolc McMcARER AMMRciRtc oclcckcd AcRoMMoct clcicluNrd Rchcriiblc RcclRclit olfficicol x:
oot 755 FAHTGoNoc NRcANNNAN WAMRcHEAve Hockechcl HoloBMect clcrchiBid Rchordiilc HooRichir offivotocd 2

Consensus TACTGGAAGG ACGACGACAA ACACGTCATG AGGAAGGAGC AGCGCAAGGT GCGTGCACTC CGAGTCCCCG CGGCCCGCAT GCCTTGTGGC
"

e il At A8 it T kT e

-—

Conservation
Sekil 6.13: #15 sekans analizi ve 7-55 PCR bolgesi ile karsilagtirmasi.
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23-64 CRISPR sisteminden ise #6, #26, #27, #50 ve #60 mutant hiicre hatlar1
icin sekans analizi yaptirlimigtir.

#6 icin yapilan RFLP sonrasi agaroz jel goriintiisii enzim ile kesilebilen tek
bir bant vermis bunu dogrular nitelikte sekans analizi sonucunda ise 70 nukleotit

delesyona ugratilmis tek tip alel goriilmiistiir.

100 12n ' m - w o 0
| |

63 IIIIGIIIGI REATRARCE IGIIIIIGII GoAcaNGANc GIGIIGIGGI GANTRCHRAA cfjiccl--.- --....-..- oo HARER
124 2364 ATCRNTGH NORTORARGH BcHBRANGEN cchcchchc cHclAchoch cRNFNGANER ciTochREch AHcHAccHcH HcREcHoRER

Consensus TTCTGCCTGA CCATGCACGC CGCCCCCGCA GGAGGAGAAG GAGAAGCGGC GCCTCGACCA GCTGGNACGT AAGAAGGAGA CGCAGCNCCN

Conservanon [T AOAm A

mm@mmmmmmwmmmmwwmwmmwmmmuwmmnmmmmmuc

20 n 240

|
(3 | |1 P |||G ERcCTRAER lgggllllgl ilcHecHEg 20
ot 242354 BBvcchcec cHocAETNEN HcBrERMcec NocBiAcclc BEcHccciice BEANTENAC ANcGTEABE BccoBBEACH THcHccREAN

Consensus ACTGGAGGAG GAGGACTCCA AGCTCAAGGG CGGCAAGGCG CCGCGGGTGG CCACGTCCAG CAAGGTCACC CGGGCCCAGA TCGAGGACAC
0%

C atio
Gy IR

Se““-’ o sasneany ooromees asomane cusssare conelLAD MACEAC LRI TCAEER

Sekil 6.14: #6 sekans analizi ve 23-64 PCR boélgesi ile karsilastirmasi.

#26 icin iki tip alel olmas1 gerekirken yapilan sekans analizinde 77 niikleotit

delesyona ugratilmis tek bir alel tespit edilmistir.

264 GGGGTATTAT GARTGARRRT GRANCHNGER RENcHEccc cRcRRccch NoBccBoRRT NoARBAcHTc cEARcTmEc- ------.--. i
cutet24 236 GGGGTRTTAT cTGHNRAT GRRNGHNGEN RERcRMcoHc cAchNochch HolcleRlr BonRBRchTc cRANcTANCH HccMclch
Consensus GGGGTCTTCT GCCTGACCAT GCACGCCGCC CCCGCAGGAG GAGAAGGAGA AGCGGCGCCT CGACCAGCTG GAACGTAAGA AGGAGACGCA

0%

Conservation HHHHHHHHHH

o AT O VTR G TGRS i

0 %0
\ | |

.................................................................. filc G'“'“ggg BBBRcHTECH v
wdcms 64 GIGIIIIIIG cllcchcclce METRRARCHT WANcoclccl MAccBcBicl ceciccBEN cTMENcAEAG ciANREcce ABMECHTNGH :

Consensus GCGCCTACTG GAGGAGGAGG ACTCCAAGCT CAAGGGCGGC AAGGCGCCGC GGGTGGCCAC GTCCAGCAAG GTCACCCGGG CCCAGATCGA

100%

C°”“’“'°3A\IIHII\HHIIHJII O T o PP
Seq“e”m‘%%.iGCGCCTACTG GAGGAGEAGG ACTCCAAGCT CAAGGGCGGC AAGGCGCCGC GGGTGGCCAC 6T CCAGCAAG MCACCCGGG CCCAGA CGA

1 02() 060 1,080

Sekil 6.15: #26 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilastirmasi.
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#27 icin yapilan sekans analizinde RFLP sonuglartyla parelel 30 niikleotit
delesyon bulundugu ve 25 nikleotitlik delesyona ek 2 nukleotit insersiyonun

bulundugu iki tip alel tespit edilmistir.

fto 0 140 160 180
a \ \ | I \

72 TilrcRRic MRATGRRcH RoRARMcHN coloccRic chcMchocd cAMTAcANMd ofef. ... .- oo i
aooti 235 REATORATGA NATGHANGA NoRBURNcEN colcoMoi chcAcliocd oRiTAcAUNA clrcolifcr MAcRRccRcd HolRclollr

Consensus TTCTGCCTGA CCATGCACGC CGCCCCCGCA GGAGGAGAAG GAGAAGCGGC GCCTCGACCA GCNNGAACGT AAGAAGGAGA CGCAGCGCCT
o

Cosndn [T COTT

ae U A —_—

il b u

| | |
12 Wncolcalo ccciilA Acliiicc Nocliiole Mcleocros AMNRcrANdc BARcTRARE RocclRRNch flchcciag 7
w6+ {fcoicele oRcaliTMIN Holvicce NocliMeclc Micleccice MUANcTMAG BANcoTARN NcooRNMch nchochN ::

Consensus ACTGGAGGAG GAGGACTCCA AGCTCAAGGG CGGCAAGGCG CCGCGGGTGG CCACGTCCAG CAAGGTCACC CGGGCCCAGA TCGAGGACAC
0%
Conservation
%
2ok
s T8 G CMT CATA: LAY W i
(0ot
b 100 120 140 18 18
| |
s IIIIIGIIIG ARRATGRARC IIGIIIIIGI RecHcehcl GGIGIIGIGG BGRUlcHm e e e 150
arct2 2364 AETRTGANTG AEBATGRRNG ANRERRNcH AccHochchd colchiclce HoRRTRGANN AcBicohifc THAcRRcclc MEcRAcHGHN
Consensus CTTCTGCCTG ACCATGCACG CCGCCCCCGC AGGAGGAGAA GGAGAAGCGG CGCCTCGACC AGCTGGAACG TAAGAAGGAG ACGCAGCGCC
1

- [T PPV P

s [TV T PR AR AR T s s

o i
| | | \
25 TRRcchecl colochNTNE MNcATARNce ccolMicch cBicleccic cMNANCTENA cRRRcoTRAN MicccRERic AnfcHccHEH o
ot 2364 Tfiecleed coloohil AdcAilMco clco@Accl cilcBcecc cRMANGTENN cBANcoilll MRccclBldc Arlchec ::

Consensus TACTGGAGGA GGAGGACTCC AAGCTCAAGG GCGGCAAGGC GCCGCGGGTG GCCACGTCCA GCAAGGTCAC CCGGGCCCAG ATCGAGGACA
0

Conservation

sy 1 AT A O GALO AT

Sekil 6.16: #27 sekans analizi ve 23-64 PCR boélgesi ile karsilastirmasi.
a) 1. allel b) 2. allel.
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#50 i¢in yapilan sekans analizinde RFLP analizi ile parelel, 10 niikleotit

insersiyonun ve 24 niikleotit delesyonun bulundugu iki farkl: alel tespit edilmistir.

n Pl u X

ﬂ | | | \
505 fffoHeRNcl Rolicchocl collcHAil MecAniARce cccliccd ciicfccet cRNNRCTARE cHMcoTlAl Biccclilic
o || ST feclicel colcohMTN McBrANice clccANcel cllchecctc cRRMNRNEN clMNccrRN Mceclulc »:

Consensus TACGAGACGC AGCTGGAGGA GGAGGACTCC AAGCTCAAGG GCGGCAAGGC GCCGCGGGTG GCCACGTCCA GCAAGGTCAC CCGGGCCCAG

o AT R OB A R

\
Lk IIIGIGGIII fefiiclofic IGIIIIIIIG frliceclice IIIIGGIIII Hecileoche GIIIIIIGII Brcchoicl MrirTeld
woefe 2364 RilGRcollN Nolrcclc RcRERRTENC Nilcochec BRMcoNAN Hecilleccle cRRTHANCHT Brocholiil MTirTold o

Consensus ATCGAGGACA CGCTGCGCCG AGACCATCAG CTCAGGGAGG CCCCGGACAC AGGTCGGGCG GCATCCCGCT CTGGAGCTGC ACTTTTGCCC
o

Conservation

s AL 30 TR G FE AAR EAATE BT

Consery

ﬂ ﬂ‘]} 1‘20 WA:O 1?0 13‘1}
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Sekil 6.17: #50 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilastirmasi.
a) 1. allel b) 2. allel.
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#60 i¢in yapilan sekans analizi sonucunda RFLP analizi ile parelel, 91 ve 24

niikleotit delesyonlarin bulundugu iki farklr alel tespit edilmistir.
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Sekil 6.18: #60 sekans analizi ve 23-64 PCR bolgesi ile karsilastirmasi.
a) 1. allel b) 2. allel.
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6.7. Mutant Hiicre Hatlarmda Meydana Gelen Fenotipik
Degisikliklerin Ters Isik Mikroskobu Ile Goriintiilenmesi

Dizi analizi ile saptadigimiz ¢esitli indel (ekleme-¢ikarma) mutasyonlarin
hlcrelerin  fenotiplerinde yaratmis olduklart farkliliklar ters 151k  mikroskobu
kullanilarak goriintiilenmistir. #15 kolonilerinde ve 7-55'in diger mutant hiicre

hatlarinda meydana gelen fenotipik degisiklikler sekil 6.19'da gosterilmektedir.

Sekil 6.19: 7-55 ve #15 tek hiicre kolonilerine ve transfekte edilmemis WT
HEK293T hcrelerine ait mikroskop gorunttleri, hiicre isimleri géruntilerin sol st
koselerinde yer almaktadir.
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23-64 mutant hiicre hatlarinda meydana gelen fenotipik degisiklikler sekil
6.20'de gosterilmektedir.

Sekil 6.20: 23-64 tek hiicre kolonilerine ve transfekte edilmemis WT HEK293T
hlcrelerine ait mikroskop gorunttleri, hiicre isimleri goriintiilerin sol {ist kdselerinde
yer almaktadir.
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i1 6.20: Devam.
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6.8. Immiinfloresan Boyama Ile Mutant Hiicre Hatlarinin
Gaoruntilenmesi

Ccdc124 geninin mutasyona ugratildigi hiicre hatlarinda gozlemlenen, hacim
olarak normal hicrelerden daha biyik hiicrelerin, sitokinez mekanizmasinda
meydana gelen bozukluklarin sonucunda olusan ¢oklu ¢ekirdekli hiicreler olduklarini
test etmek amaciyla immiinfloresan boyama yapilmistir. Bu analiz i¢in 23-64
CRISPR modeli uygulanan #60 mutant hiicre hatt1 ve hiicre i¢inde yanlizca ¢ekirdegi
boyayan DAPI boyasi kullanilmistir.

2 .

Sekil 6.21: Immiinfloresan boyama ile #60 mutant hiicre hattindaki ¢oklu gekirdekli
hiicre goruntilenmesi, a) Cekirdek goruntusi, b) Hicre ylizeyi géruntusi, ¢) Merge
gorintusu.
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6.9. Mutant Hiicre Hatlarindaki Coklu Cekirdekli Htcre
Oraniin Akim Sitometri Analizi ile Tayini

BDAccuri C6 cihazi kullanilarak, secilen hiicre hatlarindaki ¢oklu ¢ekirdekli
hiicre orani transfekte edilmemis wt HEK293T hiicreleriyle karsilastirilmistir. Bu
analiz i¢in #60, #27 ve #6 hiicre hatlar segilerek, wt HEK293T hiicresine gore ¢oklu
cekirdekli hiicre oranindaki artis belirlenmistir (sekil6.22).
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Sekil 6.22: Akim Sitometri analizi ile ¢oklu ¢ekirdekli hiicre orani tayini. a) wt
HEK293T, b) #6 hiicre hatt1, ¢) #27 hiicre hatt1, d) #60 hiicre hatt1 i¢in yapilan
analizleri gostermektedir. M1: ¢oklu gekirdekli hiicre yuzdesi.
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Yapilan akim sitometri analizleri sonucunda belirlenen wt HEK293T, #6, #27

ve #60 hatlarindaki hiicrelerin bulundugu dongii evresine gore degisien yiizde

miktarlar tablolastirilarak tablo 6.1, tablo 6.2, tablo 6.3 ve tablo 6.4'te verilmistir.

Tablo 6.1: wt HEK29T hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilimu.

Wt HEK293T (ALINAN KAPIYA GORE) HUCRE YUZDESI
GO\G1 evresindeki diploid hiicre yizdesi %42.8
S evresindeki diploid hcre ytizdesi %26.6

G2 evresindeki diploid hicre ylzdesi

%35

CGoklu gekirdekli hucre yiizdesi

%2.2

Tablo 6.2: #6 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilimi.

#6 (ALINAN KAPIYA GORE) HUCRE YUZDESI
GO\G1 evresindeki diploid hiicre yizdesi %35.6
S evresindeki diploid hiicre ylzdesi %16.1
G2 evresindeki diploid hicre ylzdesi %27.7
Coklu gekirdekli hiicre ylzdesi %2.5

Tablo 6.3: #27 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilimi.

#27 (ALINAN KAPIYA GORE) HUCRE YUZDESI
GO\G1 evresindeki diploid hiicre yizdesi %48.6
S evresindeki diploid hiicre ylzdesi %13.3
G2 evresindeki diploid hicre ylzdesi %31
Coklu cekirdekli hucre ylizdesi %5.8
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Tablo 6.4: #60 hattinin hiicre dongiisiiniin evresine gore yiizde dagilimi.

#60 (ALINAN KAPIYA GORE) HUCRE YUZDESI
GO\G1 evresindeki diploid hiicre yizdesi %44
S evresindeki diploid hcre yizdesi %13.7
G2 evresindeki diploid hicre ylzdesi %21.5
Coklu cekirdekli hiicre ylizdesi %8.2

6.10. Mutasyona Ugratilmis Genin immiinoblot Analizi ile
Protein Dlzeyinde Kontroli

CCDC124 geninde yaratilmis olan modifikasyonlarin protein diizeyinde
etkilerini belirlemek amaciyla immiinoblot analizleri yapilmistir. 23-64 CRISPR
modeli uygulanan #6, #26, #27, #50, #60 mutant hiicre hatlar1 analiz edilmis ve
kontrol olarak wt HEK293T hiicre hatti ve Ccdcl124 lokusu klonlanmis CMV
promoter1 kullanilmistir. Yiiklenen 6rnek miktarlar1 her 6rnek igin calnexin proteinin
ifadesine bakilarak belirlenmistir. Ccdc124 proteininin N ucundan ilk 24 aminoasiti

taniyan antikor ile elde edilen goriintii sekil 6.23'te gosterilmeltedir.

CMV
wt CCDC124 #6 #26 #27 #50 #60

32kDA C— =

CCDC124

e T R

calnexin

Sekil 6.23: Mutant hiicre hatlarina ait N-terminal antikor kullanilarak elde edilen
Ccdc124 ve calnexin proteinleri ifadelenme profili.
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Ccdc124 proteininin ortasindan 100-150 araligindaki aminoasitleri taniyan
anti-mid-Ccdcl124 antikor ile elde edilen membran goriintiisi sekil 6.24'te

gosterilmektedir.

cM
Wt coptaza #6  #26 #27 #50  #60

32kDA C— >

CCDC124

calnexin

Sekil 6.24: Mutant hiicre hatlarina ait anti-mid-Ccdc124 antikor kullanilarak elde
edilen Ccdc124 ve calnexin proteinleri ifadelenme profili.
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7. YORUMLAR

Sonuglarin1 sundugumuz tez ¢alismamda oncelikle Ccdc124 genine ait 2. ve
3.ekzonlart hedefleyen sirasiyla 7-55 ve 23-63 CRISPR\Cas9 modelleri
tasarlanmistir. Tasarlanan bu modellerle, 32 kDA ve 26 kDA biiyiikligiindeki
proteinlerin gorevleri ve genin ifadelenmemesi durumunda meydana gelebilecek
genotipik ve fenotipik anomaliler aydinlatilmaya ¢alisilmustir.

20 niikleotit boyunda tasarlanan sgRNA oligolar1 bir Cas9n plazmidi olan
PX462'ye klonlanmistir. Kontrol BbSI enzim kesiminin ardindan yapilan DNA dizi
analizi ¢aligmalar1 55, 23 ve 64 oligolarinin plazmide hatasiz girdigini dogrulamstir.
Fakat 7. oligonun 5' ucundan 10. nikleotit olan sitozinin (C) delesyona ugradigi
dizinin hem forward hem de reverse yoniinde sekanslatilmasiyla tespit edilmistir.
Jinek ve ark. yaptig1 bir calismada PAM sekansindan 10 niikleotit uzaklikta olan
nokta mutasyonunun tolere edilebildigi fakat 7 niikleotit uzaklikta olan nokta
mutasyonunun edilemedigi ortaya konmustur [Jinek et al., 2012]. Buna ek olarak
Cas9n enzimi kullanildigindan DNA iizerinde olusan tek bir kirik mutasyona sebep
olmadan hatasiz tamir edilecek ancak farkli ipliklerde iki kirik mutasyona yol
acabilecektir. Tim bu sebepler 7. oligodaki nokta mutasyonunun tolere edilerek 7-55
modelinin basaril1 oldugunu diisiindiirmektedir.

PX462 plazmidlerinin HEK293T hicrelerine transfeksiyonu ile tasarlanan her
iki modelde de farkli mutasyonlara sahip hiicrelerin bulundugu diigiiniilen hucre
havuzlart elde edilmistir. RFLP yOntemi kullanilarak, yanlizca sekans degisikliginin
meydana gelecegi bolgeleri taniyan enzimler ile bu hiicre havuzlarindaki mutant
populasyon varligi test edilmistir. 1. transfeksiyon sonucunda her iki modelde de
mutant hiicre varlifin1 kanitlar nitelikte, kullanilan enzimlerin tanima bdlgelerinin
degistigi ve enzim kesiminin ger¢eklesmedigi bir bant goriilmiistiir. Ancak 2.
transfeksiyonda 23-64 modeli i¢in ayn1 bant goriiliirken, 7-55 modeli i¢in beklenilen
bant gorilememistir. Tekrar eden yiiksek verimli transfeksiyonlarda da istenilen
sonucun elde edilememesi ile mutasyonun enzimin tanima bdlgesi disinda bir
bolgede gerceklesmis olabilecegi, mutasyon meydana gelmis olsa da enzimin tanima

bolgesi kaybolmadigindan kesimin gerceklestigi sonucu ¢ikarilmistir.
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NHEJ DNA tamir mekanizmasi hasarli bolgeyi tamir ederken rastlantisal
olarak baz ekleyip ¢ikardig: i¢in ayni kiiltiir ortaminda birbirinden farkli ¢cok sayida
mutasyon meydana gelebilmektedir. Tek tip mutasyon saptayabilmek ve yanizca bu
mutasyonun yol acgtig1 genotipik ve fenotipik anomalileri aydinlatabilmek amaciyla
tek hiicre diisiirme deneyleri yapilmis ve bunun sonucunda farkli mutasyonlara sahip
oldugu diisiiniilen hiicre hatlar1 elde edilmistir. Bu hiicre hatlarina RFLP analizi
yapilarak iglerinden mutant hiicre hatlar1 se¢ilmistir. 1. transfeksiyon havuzundan
elde edilen 7-55 hiicre hatlarindan yanlizca #15 hiicre hattinda mutasyon tespit
edilebilmistir. Bu mutant hiicre hatti i¢in yapilan RFLP analizi sonucu jel
gorilintiisiinde ti¢ farkli bantlagsma goze ¢arpmaktadir. Mutasyonun bulunmadigi wt
olarak kalan ve enzim ile kesilebilen bir alel, enzim tanima bolgesi kaybolmus ama
yaklasik ayn1 uzunlukta kalan bir alel ve yine enzim tanima bolgesi kaybolmus fakat
delesyona ugramis bagka bir alel belirlenmistir. Tek hiicre diislirme sirasinda karisim
koloni alinmig olabilme ihtimaline karst #15 hattina tek hiicre diisiirme analizi
yapilmig ve elde eldilen tiim kolonilerde ayni sonug ile karsilasilmistir. Bu durum ya
kullanilan HEK293T hiicre hattinda 19. kromozomun ti¢ kopyasi olabilecegi ya da
CCDC124 geninin kopya sayisinin fazla olabilecegi ihtimallerini diistindiirmiistiir.
23-64 modelinde #7.2 ve #47 mutant hiicre hatlarinin karisim koloni olabilecekleri
diistiniilmis, #27, #60, #43, #2, #40 ve #16 mutant hiicre hatlarinin ise homozigot
mutasyona sahip olduklar1 saptanmustir.

Elde edilen mutasyonlarin uzunluklarin1 ve gen diziliminde sebep olduklari
degisimleri saptamak amaciyla mutant hiicre hatlarma DNA dizi analizi
yaptirilmistir. 7-55 modeli i¢in segilen #15'e ait dizi analizi sonuglarinda birbirinden
farkli ti¢ alel beklenirken yalnizca iki alel tespit edilebilmistir. Bunlardan ilkinde
mutasyon olusmamis wt genotip goriilmektedir. Ikincisinde ise 17 nikleotit delesyon
meydana gelmis ve bunun sonucunda 26kDA'luk iiriiniin baslangi¢c kodundan Once
RNA Polimeraz baglanma bdlgesine zarar vermeyecek bicimde erken sonlanma
kodonu olusmustur.

23-64 modelinden #6 mutant hiicre hattinin dizi analizi sonuglarina gore tim
alellerde 70 nukleotitlik bir delesyon meydana gelmistir. Cergeve kaymasi sonucunda
olusan erken sonlanma kodonu ile yanlizca ilk 64 amino asiti CCDC124 protein
dizilimine sahip 108 amino asitten meydana gelen modifiye edilmis bir protein

olusmaktadir.
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#26 mutant hiicre hatt1 i¢in yapilan dizi analizinde, iki farkl tip alel goriilmesi
beklenirken bunlardan yanlizca biri tespit edilebilmistir. 77 niikleotitlik bir delesyona
sahip bu alelde ilk 67 amino asiti normal protein dizilimine sahip 150. amino asitten
sonra erken sonlanma kodonu bulunan bir protein olugmaktadir.

#27 mutant hiicre hattinda iki farkli alel tespit edilmistir. 30 niikleotitlik
delesyonun bulundugu alelde cerceve kaymasi olugsmadigindan yanlizca 63-72
araligindaki amino asitler sentezlenmemektedir. Ikinci alelde ise 25 niikleotit
delesyona ugramig, G ve C niikleotitleri eklenmistir. Bunun sonucunda ilk 63 amino
asiti normal protein diziliminde 168 amino asitten meydana gelen modifiye bir
protein olusmaktadir.

#50 hiicre hattinda dizi analizleri ile iki tip alel tespit edilmistir. 24 niikleotit
delesyonun bulundugu ilk alelde cergeve kaymasi olugsmadigindan yanlizca 64-71
araligindaki amino asitler sentezlenmemektedir. 10 nlikleotit insersiyonun bulundugu
ikinci alelde ise erken sonlanma kodonu ile ilk 73 amino asiti normal protein
diziliminde 179 amino asite sahip bir protein olugsmaktadir.

#60 mutant hiicre hattinda ise tespit edilen iki alelin ilkinde 24 nikleotitlik bir
delesyon meydana gelmis ve bu durumda 63-70 araligindaki amino asitler
sentezlenmemistir. ikinci alelde ise 91 niikleotitlik bir delesyon ile okuma
cergevesinin kaymasi sonucu yanlizca ilk 59 amino asiti Ccdc124 protein dizilimine
sahip 101 a.a. boyunda modifiye bir protein olusmaktadir.

CRISPR\Cas9 sistemi kullanarak 2. ve 3. ekzon bolgelerinde ¢esitli
uzunluklarda mutasyonlar olusturdugumuz CCDC124 geni bir sentrozom-orta
cisimcik proteinini kodlamaktadir. Gelismis 6karyotik hiicrelerde, sentrozom ve onun
etafin1 cevreleyen perisentriyoler matriks mikrotiibiil polimerizasyonundan ve
depolimerizasyonundan sorumlu oldugundan birincil mikrotlibul organize edici
kompleks (MTOC) olarak isimlendirilmektedir. Orta cisimcik ise sitokinez esnasinda
kontraktil halkanin anti-paralel mikrotiibiilleri sikistirmasiyla meydana gelmistir ve
yapilan ¢alismalar bir cok mikrotiibiil polimerizasyonu baglantili proteinin sentrozom
ve orta cisimcik arasinda paylasildigini ortaya ¢ikarmistir [Fededa and Gerlich,
2012]. Bu sebeple orta cisimcik ikincil mikrotibul organize edici kompleks olarak
nitelendirilmektedir. Ccdc124 proteininin hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde hem
sentrozomda hem de orta cisimcikte konumlanmasiyla bu proteinin bir MTOC
proteini oldugu diistiniilmektedir. Mikrotiibiiller, hiicre seklinin belirlenmesi, hiicre

ici organel ve proteinlerin tasinmasi, hiicre bdoliinmesi ve motor proteinlerin
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hareketliligi gibi hayati 6neme sahip pek ¢ok siirecte gorev almaktadir. Yapilan bu
calisma ile CCDC124 geninin cesitli bolgelerinde yaratilmis olan mutasyonlarin
mikrotiibiil organizasyonunun yer aldigi bu sirecleri olumsuz etkiledigi ve bunun
sonucunda mutant hiicre hatlarinda gériilen ¢esitli morfolojik degisikliklerin meydana
gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Mikrotiibiil organizasyonunun bozulmasi sonucu ortaya c¢ikan morfolojik
degisimlerden ilki anormal hiicre uzantilaridir. Mikrotiibiil organizasyonu sirasinda
mikrotiibiillerin depolimerizasyonundan sorumlu proteinler bulunmaktadir. Kataninin
de i¢cinde bulundugu bu ATPaz proteinleri mikrotiibiillerin yikilarak diizenlenmesinde
gorevlidir. P60 ve P80 olarak isimlendirilen iki alt Gnitesi bulunan kataninin ndron
hiicrelerinde inhibe edilmesi sonucu akson boylarinda uzamalar gézlemlenmistir [Yu
et al., 2008]. Mitoz esnasinda sentrozomda konumlanan katanin proteini tipki
Ccdc124 proteini gibi sitokinez sirasinda orta cisimcige goc etmektedir [Matsuo et
al., 2013]. Bu durumdan yola ¢ikarak #26 ve #50 mutant hiicre hatlarinda goriilen
anormal hiicre uzantilarinin Ccdc124 mutasyonuna bagh olarak katanin veya diger
mikrotiibiil depolimerizasyon proteinlerinin yolaginda meydana gelen bir
bozukluktan kaynakli olabilecegi sonucu ¢ikarilmistir.

Tespit edilen morfolojik degisikliklerden bir digeri ¢oklu cekirdekli hiicre
olusumudur. Daha Once yapilan c¢alismalar sirasinda da Ccdcl24 proteininin
ifadelenmesinin azaltilmasi [Telkoparan et al., 2013] veya asir1 arttirilmasi [Arslan,
2015] ile ¢oklu cekirdekli hiicre olusumunun yiiksek oranlarda arttig1 ortaya
koyulmustur. Karyokinez ile ¢ekirdek bolinmesini tamamlayan CCDC124 mutant
hlcreler, sitokinez esnasinda orta cisimcik organizasyonunda meydana gelen cesitli
anomaliler sonucu bu evreyi basariyla sonlandiramamaktadir. Coklu cekirdekli hiicre
olusumunun yiiksek oranda gbzlemlendigi #27 ve #60 mutant hiicre hatlarina akim
sitometri analizi yapilmis, kontrol olarak ¢oklu ¢ekirdekli hiicre olusumunun daha az
gozlemlendigi #6 ve transfeksiyon yapilmamis wt HEK293T hiicre hatlar
kullanilmustir (sekil 6.22). Wt HEK293T hiicre hattinda ¢oklu gekirdekli hiicreler
secilen alanin %2.2'sini olustururken, #60 hiicre hattinda bu oran %38.2'dir. Tespit
edilen c¢oklu c¢ekirdekli hiicre ylizdesi 151tk mikroskobu ile gozlemlenenden az
olmustur. Bunun nedeninin, bu hicrelerin igerdigi ¢ekirdek miktarinin fazla olmasina
bagli olarak yiizey alanlarmin genis olmasi (sekil 6.21; immiin floresan boyama) ve
birbirine yapismis hiicreler 6beginden meydana geldigi farz edilerek program

tarafindan analiz dis1 birakilmasi oldugu diistiniilmektedir.
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Ccdc124 proteininin RasGEF1B ile etkilesimi daha 6nce yapilmis ¢aligmalar
ile gosterilmistir [Telkoparan et al., 2013]. RasGEF1B Guanin niikleotit degistirici
faktoridir ve bir kiicik G proteini olan Rap2'nin orta cisimcikte aktivasyonunda
gorev almaktadir [Yaman et al., 2009]. Rap2 sinyali hicre bolinmesini takip eden
hiicre kutuplasmasi, hiicre-hiicreler arasi matriks adezyonu, hiicre-hiicre baglantisi
gibi slreclerden sorumludur. Yaptigimiz c¢alisma ile Ccdcl24 proteininde
olusturdugumuz mutasyonun bu sinyal yolagimi bozarak hiicre-hiicre arasi
baglantilar1 etkiledigi ve bunun sonucunda ise #6 mutant hiicre hattinda oldugu gibi
birbirine tamamen yapisik hiicrelerden meydana gelen kiimelerin olusturdugu bir
morfolojinin goriildiigii diistiniilmektedir.

CCDC124 geninin 3.ekzonunda, CRISPR\Cas9 sistemi uygulanarak meydana
getirilen mutasyonlarin protein diizeyindeki etkileri immiinoblot analizleri ile kontrol
edilmistir. #6, #26, #27, #50, #60 mutant hiicre hatlar1 analiz edilmis ve kontrol
olarak wt HEK293T hicre hatti ve CMV-Ccdcl124 transfekte hiicre lizati
kullanilmigtir. N-terminal Ccdc124 antikoru kullanilarak elde edilen membran
goriintiisiinde, #26 ve #27 haricinde diger mutant hiicre hatlarinda bir protein bandi
belirlenmemis ve bu durumun nedeninin gende meydana gelen mutasyonlar sonucu
olusan modifiye proteinin stabilitesini koruyamamasi olabilecegi sonucu
cikartlmistir. #26 ve #27 mutant hiicre hatlarinda ise meydana gelen delesyonlar ve
erken sonlanma kodonu sonucu beklenilenden daha kii¢uk bir proteinin sentezlendigi
diistintilmektedir. Anti-mid-Ccdc124 antikoru kullanilarak elde edilen membran
goriintiisiinde ise beklenildigi gibi antikorun baglanacagi bolgede meydana getirilen

modifikasyonlar nedeniyle herhangi bir protein bandi gézlenmemistir.
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Ek-A: Kimyasal Malzeme Tablosu

EKLER

Tablo Al.1: Kimyasal Malzeme Tablosu.

KIMYASAL KIMYASALIN MARKASI
Acetic Acid Sigma, Almanya
Agarose Sigma, Almanya

Ampicillin sodium salt

Cellgro,Amerika

Boric acid

Molekula,Ukrayna

Calcium chloride

Sigma, Almanya

Distilled water

Milipore,Fransa

DMEM Gibco,Amerika

DMSO Sigma, Almanya
EDTA Sigma, Almanya
Ethanol Sigma, Almanya

Ethidium bromide

Sigma,Almanya

Fetal Bovine Serum(FBS)

Lonza,isvicre

Glycerol

Sigma, Almanya

HBSS

Gibco,Amerika

HydrochloricAcid

Sigma, Almanya

Isopropanol Sigma, Almanya
LB Agar BD,Amerika

LB Broth Sigma, Almanya
L-glutamine Hyclone,Amerika

Liquid nitrogen

Karbogaz, Turkiye

2-mercaptoethanol

Sigma, Almanya

Penicillin-Streptomycin

Sigma, Almanya
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Tablo Al.1: Devam.

SDS Sigma, Almanya
Sodium Azide Amresco,Amerika
Promycine Sigma, Almanya
Trisbase Sigma, Almanya
TrypanBlue Fluca,Almanya

Trypsin-EDTA

Gibco,Amerika

2- Mercapto ethanol

Aldrich, Almanya

Albumin

Sigma, Almanya

Anti-Flag Affinity Gel

Sigma, Almanya

Bradford Reagent

Sigma, Almanya

Fueaeneb Roche, Almanva
Ligui-gel 3751 MP, Fransa
TEMED Sigma, Almanya

Tergitol solisyonu

Sigma, Almanya

Tween 20 Sigma, Almanya
RNase A Roche, Almanya
PBS Sigma, Almanya
PIPES Sigma, Almanya

Ek B: Kullanilan Cihazlarin Tablosu

Tablo B1.1: Kullanilan Cihazlar ve Markalarinin Tablosu.

EKIPMAN FIRMA
Otoklav Priorclave, UK
Balance Sartorius, BP221S,Almanya
Balance Schimadzu, Libror EB-3200 HU,Japan
Santrifuj Hitachi, Sorvall RC5C Plus,Amerika
Santriftj Eppendorf, 5415D,Almanya
Santriftj Eppendorf, 5418R,Almanya
Santrifuj Beckman Coulter, Allegra®X-

15R,AMERIKA

CO2 Incubator

Binder,Almanya
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Tablo B1.1: Devam.

Deepfreeze -80°C, Forma,
ThermoElectronCorp., AMERIKA

Deepfreeze -20°C, Bosch, Almanya

Distile Su Millipore, Elix-S, France

Elektroforez Cihazi

Biorad Inc., Amerika

Flow Cytometer

BD FACSCanto, Amerika

Gel Documentation

Biorad, UV-Transilluminator 2000,
Amerika

Heater Thermomixer Comfort, Eppendorf,
Almanya

Hematocytometer Hausser Scientific,Blue BellPa,
Amerika

Ice Machine Scotsman Inc., AF80, Amerika

Incubator Memmert, Modell 300, Almanya

LaminarFlow Kendro Lab. Prod., Heraeus, HeraSafe

Almanya

Liguid NitrogenTank

Taylor-Wharton,3000RS, Amerika

Magnetic Stirrer

StuartTM,SB162, Ukrayna

Microliter Pipettes

Gilson, Pipetman, Fransa

Mikroskop

Olympus 1X70, Japonya
Olympus CK40, Japonya

MicrowaveOven

Bosch,Almanya

pHmetre Mettler Toledo, $220 Seven Compact™
pH/lon, Amerika
Buzdolabi Bosch,Almanya

ShakerlIncubator

New Brunswick Sci., Innova 4330,
Amerika

Spectrophotometer

Amersham Biosciences,Ukrayna

Thermocycler

Eppendorf, Mastercycler Gradient,
Almanya

Vortex

Velp Scientifica,italya
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