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ÖNSÖZ 
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malign melanoma, tıbbi açıdan birçok ilaçla tedavi edilmeye çalışılsa da özellikle 

heterojenik tümörlerde yetersiz kalmaktadır. Bu yüzden NRAS protoonkogenleri ve 

diğer onkogenler ile ilgili genetik çalışmalar gün geçtikçe önem kazanmaktadır. 

Bu çalışmada son yılların etkili genom düzenleme tekniklerinden biri olan 

CRISPR/Cas9 metodu kullanılarak, NRAS geni Q61K mutasyonunun düzeltilmesi 
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Tekniğinin Uygulanması 

 

Tuğçe DURAN 
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Malign melanom, melanositlerin veya melanositlerden gelişen hücrelerin neoplazmıdır. 

Melanoma önceleri seyrek görülen bir hastalık olmasına rağmen, son yıllarda melanomadan kaynaklı 

ölümlerin yıllık insidansı çarpıcı bir şekilde artmaktadır. İnsanlardaki 3 RAS geni (HRAS, KRAS ve 

NRAS) insan kanserinde tespit edilen en yaygın onkogenlerdir; Ras'ı kalıcı olarak aktive eden 

mutasyonlar, tüm insan tümörlerinin % 20 ila 25'inde ve bazı kanser türlerinde ise % 90'a kadar 

bulunmaktadır. NRAS geninin 12, 13 ve 61.kodonlarındaki mutasyonları, tüm melanomların % 15-

20'sinde ortaya çıkmaktadır. Bu değişiklikler agresif klinik davranış ve kötü prognoz ile 

ilişkilendirilmiştir. Yakın zamana kadar, NRAS mutant melanoma için genetik olarak hedeflenmiş 

gelecek vaat eden tedavi yaklaşımları az olup, bu konuda sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır (ve 

genel olarak mutant RAS maligniteleri). 

Bu çalışmada, genom-düzenleme için günümüzün en etkili tekniklerinden biri olarak kabul 

edilen CRISPR/Cas9 tekniği kullanılarak, malign melanoma kanserine neden olan Q61K 

mutasyonunun düzeltilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla, Q61K mutasyonunu içeren malign melanoma 

SK-MEL-30 hücre hattı kullanılmıştır. Hedef mutasyon için gRNA’lar dizayn edildikten sonra, 

plazmidlere aktarılmış ve klonlanmıştır. Sonra, plazmidler ve donör dizi elektroporasyon tekniği 

kullanılarak malign melanoma cilt kanseri hücrelerine aktarılmıştır. Başarılı transforme olan hücreler 

GFP+ hücrelerdir, floresan mikroskop ve flow sitometri kullanılarak diğer hücrelerden ayrılmıştır. 

HDR-aracılı tamir mekanizması ile hücrelerde sırasıyla knock-out ve knock-in hedeflenmiştir. 

Yapılan real-time PCR analizleri ile bazı hücrelerde, hedef bölgede knock-out ve knock-in işleminin 

başarıyla gerçekleştiği gösterilmiştir. Buna ek olarak, end-point analizi de, çalışma sonuçlarını 

başarıyla desteklemektedir. 

Bu projede, bir nokta mutasyonunun bile CRISPR/Cas9 tekniği ile düzeltilebileceğinin 

mümkün olduğu ispatlanmıştır. CRISPR tekniği kullanılarak, benzer mutasyonların çalışılması 

açısından literature yeni bir vizyon kazandırdığımız kanaatindeyiz.  

 

Anahtar Sözcükler: CRISPR/Cas9; Genom-düzenleme; Malign Melanoma; Q61K. 
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SUMMARY 

 

 

REPUBLIC of TURKEY 

SELÇUK UNIVERSITY 

HEALTH SCIENCES INSTITUTE 

 

Application of CRISPR/Cas9 Technique to the NRAS Gene Q61K Mutation in  

SK-MEL-30 Cell Line 

 

Tuğçe DURAN 

Department of Medical Genetics 

MASTER THESIS / KONYA-2015 

 

Malignant melanoma is a neoplasm of melanocytes or of the cells that develop from 

melanocytes. Although melanoma was once considered an uncommon disease, the annual incidence 

has increased dramatically over the past few decades, as have deaths from melanoma. The 3 Ras genes 

in humans (HRas, KRas, and NRas) are the most common oncogenes in human cancer; mutations that 

permanently activate Ras are found in 20% to 25% of all human tumors and up to 90% in certain 

types of cancer NRAS mutations in codons 12, 13, and 61 arise in 15–20 % of all melanomas. These 

alterations have been associated with aggressive clinical behavior and a poor prognosis. Until 

recently, there has been a paucity of promising genetically targeted therapy approaches for NRAS-

mutant melanoma (and RAS-mutant malignancies in general). 

 

In this study, it was aimed to correct the Q61K mutation causing malignant melanoma cancer 

using the CRISPR / Cas9 technique, which is considered as one of the most effective techniques for 

genome editing. For this purpose, malignant melanoma SK-MEL-30 cell line containing the Q61K 

mutation was used. Once the gRNAs for the target mutation have been designed, they are transferred 

to plasmids and cloned. Then, plasmids and donor sequence were transferred to malignant melanoma 

skin cancer cells using electroporation technique. Successful transformed cells which are GFP + cells, 

sorted from other cells using fluorescence microscopy and flow cytometry. With the HDR-guided 

repair mechanism, knock-out and knock-in were targeted respectively. Real-time PCR analysis 

showed successful knock-out and knock-in in target cells in some cells. In addition, end-point analysis 

supports the results of working successfully. 

 

In this project, it has been proved that even a point mutation can be corrected by the CRISPR 

/ Cas9 technique. Using the CRISPR technique, we believe that we have given literature a new vision 

in terms of studying similar mutations. 

 

Key words: CRISPR/Cas9; Genome-editing; Malignant Melanoma; Q61K. 
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1. GİRİŞ 

 

Kanser vücut hücrelerinin kontrolsüz bir şekilde üreyerek komşu dokuları 

işgal etmesi (invazyon) veya kaynağını aldığı organdan daha uzak bir yere kan-lenf 

yoluyla yayılması (metastaz) ile oluşan bir hastalıktır. Hücreler DNA replikasyonları 

esnasında meydana gelen bozulmalar nedeniyle yapı değiştirirler. Normal vücut 

hücre ve dokuları, orijinal büyüklük ve yapılarını korurken kanser hücreleri saldırgan 

bir tablo çizerler (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

Bir kanser hücresi oluştuğunda vücudun bağışıklık sistemi bu yabancı hücreyi 

tanır ve parçalar. Bu sayede vücutta oluşan binlerce kanser hücresi bağışıklık sistemi 

tarafından yok edilir. Her hücrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskılayan 

antionkogenler (tümör baskılayıcı gen) bulunmaktadır. Antionkogenlerin kaybolması 

veya inaktive olması durumunda onkogen aktivitesine izin verilmiş olur. Bunu da 

kanserin oluşumu izler. Vücutta mutasyona uğrayan hücrelerin ancak çok küçük bir 

kısmı kansere yol açar. Bunun birçok nedeni vardır. İlk nedeni mutasyon gösteren 

hücrelerin yaşama yüzdelerinin normal hücrelere göre daha düşük olmasıdır. Diğer 

bir neden ise, hücrelerdeki feedback mekanizmasıdır. Mutasyon gösteren hücrelerin 

pek çoğunda bile hala aşırı büyümeyi önleyen normal feedback kontrol mekanizması 

(Tümör baskılayıcı genler) bulunur. Bu yüzden hayatta kalabilen mutant hücrelerin 

çok azı kanserli hücreye dönüşür (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

Sıklıkla, kanser potansiyeli taşıyan bu hücreler büyüyüp kanser oluşturmadan 

önce vücudun bağışıklık sistemi tarafından yok edilirler. Mutant hücrelerin çoğu 

değişikliğe uğramış genleri nedeniyle kendi içlerinde anormal protein oluştururlar. 

Bu anormal proteinler vücudun bağışıklık sistemini uyararak antikor yapımına veya 

kanserli hücreye karşı duyarlılık kazanmış lenfositlerin oluşmasına neden olarak 

kanserli hücrenin yok edilmesini sağlarlar. Bağışıklık sisteminin etkinliğini bozan 

durumlar kanseri hazırlayıcı etmenler (predispozan) olarak bilinir. Bağışıklık sistemi 

tarafından yok edilmemiş olan bu hücreler kontrolsüz biçimde üreyerek bulundukları 

dokuyu işgal ederler. İnvazyon ile sadece o dokuyla sınırlı kalmayıp komşu dokulara 

da yayılabilirler. Metastaz yoluyla kan ve lenf dolaşımı yoluyla vücudun ilgisiz 

bölgelerine de taşınabilirler (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 
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İyi huylu (benign) tümörler genellikle sınırları belirgin kitlelerdir. Ancak kötü 

huylu (malign) tümörler sınırları belirsiz ve çevre dokuya sıkıca yapışık halde 

bulunurlar. Kanser hücreleri civarlarındaki dokulara ulaşarak, kan dolaşımı, lenf 

sistemi ya da vücut boşlukları ve yüzeyleri yollarıyla vücudun diğer taraflarına 

yayılırlar. Buna metastaz denir. Kadınlarda en çok meme, rahim ve kalın barsak 

kanseri; erkeklerde ise en çok akciğer, prostat, mide ve kalın barsak kanserleri 

görülmektedir. Vücutta görüldüğü bölgelere bakıldığında; beyin ve omurilik %1, cilt 

%10, genital bölgeler- erkeklerde %20, kadınlarda %8, meme %14, sindirim sistemi 

%25, solunum yolları- erkeklerde %2, kadınlarda %3, karaciğer ve safra kesesinde 

%3’ lük bir dilime sahiptir. Tüm kanser türleri birlikte değerlendirildiğinde erişkin 

kanserlerinde % 60, çocuk kanserlerinde ise % 77 oranında iyileşme mümkündür. 

Ancak hastalığın cinsi, yaygınlığı, uygulanan tedavi gibi bazı faktörler tedavi şansını 

doğrudan etkiler (Blanchard ve ark 2013, Lee ve ark 2013). 

Kanser türleri arasında sık rastlanan ve insidansı gün geçtikçe artan cilt 

kanserleri gün geçtikçe önem kazanmaktadır.  

1.1. Cilt Kanseri 

Bütün kanser türleri içinde deri kanseri en sık görülen kanser türlerinden 

biridir. Deri kanserinden korunmak için yapılması gereken güneşten korunmaktır. 

Güneşe aşırı maruz kalma deri kanserinin temel sebebidir. Diğer faktörler tekrarlayan 

tıbbi ve endüstriyel X ışınlarına maruz kalma, yanık veya yara izi bırakarak iyileşen 

cilt hastalıkları, kömür katranı veya arsenik içeren maddelere mesleki olarak maruz 

kalma ve ailede cilt kanseri bulunmasıdır. Güneş ışınları deri kanserine sebep olan 

etkenlerin başında geldiğinden en önemli koruyucu önlem güneşten kaçınmaktır. Cilt 

kanserleri vücudun herhangi bir bölgesinde bulunabileceği gibi %80 baş-boyun 

bölgesindedir. Vücudun güneş gören bölgeleri deri kanserlerine daha çok adaydır 

(Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

Cilt genel olarak 3 farklı tabakadan meydana gelir. Epidermis, cildin en üst 

tabakasıdır. Vücudu dış etkenlerden korur. Su, elektrolit ve ısı kaybını önler. 

Ortadaki dermis katının hemen üstünde bazal hücreler dizisi, onun da üstünde 

dikensi hücreler olarak da adlandırılan skuamöz hücreler, daha yüzeyde ise granüllü 

hücrelerin arasında yer alan ve melanosit olarak bilinen hücreler bulunur. 

Melanosit1erden melanin pigmenti sentezi yapılır. Bu pigment diğer epidermis 
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hücrelerine de geçerek derinin normal rengini verir. Dermis, epidermisin altındadır. 

Kıl folikülleri, ter ve yağ bezleri, damarlar, sinirler bu kattadır. Subcutis ise deri altı 

yağ dokusudur (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

1.1.1. Cilt Kanseri Tipleri 

Üç tip cilt (deri) kanseri bulunmaktadır. 

a) Bazal hücreli karsinoma: Bu kanser tipi genellikle deride küçük etli kabarıklık 

şeklinde sıklıkla yüz, boyun ve el sırtlarında ortaya çıkar. Bu kanser tipi nadiren 

metastaz yapmasına rağmen, derinin altındaki kemiğe yayılabilir ve kanserli 

dokunun yakınındaki dokuları harap edebilir. 

b) Squamöz hücreli karsinoma: Deride kabarıklıklar veya kırmızı kabuklu yaralar 

şeklinde ortaya çıkabilir. Büyük kitleler oluşturabilir. Bazal hücreli karsinomanın 

tersine diğer organlara yayılabilir. Erken yakalandığında tedavi oranı yüksektir. 

Bazal hücreli karsinoma ve squamöz hücreli karsinomada tedavi başarısı % 95’dir. 

c) Malign Melanom: Bütün deri kanserleri içinde en öldürücü olanıdır. Bazal 

hücreli ve squamöz hücreli karsinoma da olduğu gibi melanomada da erken tanı 

tedavi şansını arttırır. Melanoma melanin pigmentini (deriye rengini veren madde) 

üreten melanosit dediğimiz hücrelerde başlar. Melanin derinin rengini verir ve cildi 

güneşten kısmi olarak korur. Melanoma hücreleri melanin üretmeye devam eder ve 

bu nedenle kanser alanı kahverengi veya siyahtır. Fakat melanoma beyaz ve kırmızı 

da olabilir. Melanoma yayılma özelliği gösterdiğinden muhakkak tedavi edilmelidir. 

Melanoma dikkat çekmeden hızla büyüyebilir. Genellikle bir ben olarak veya kahve 

renkli bir benin üzerinde ya da yakınında ortaya çıkar. Melanomun kalıtsal özelliği 

de vardır. Ailesinde melanoma olan kişilerin hastalığa yakalanma riski daha fazladır 

(Rajpar ve Marsden 2009). 

1.2.Melanoma  

Melanoma cildin yüzeyinde derinin pigment üreten hücrelerinde başlayan bir 

kanser tipidir. Melanositler, derinin üst katmanına yerleşmiş, deriye rengini veren 

hücrelerdir. Kanser, deriye renk veren melanosit hücrelerinin sınırsız ve dağınık bir 

şekilde büyümesiyle ortaya çıkan bir durumdur. Hücrelerin büyümesi için zaman 

gerekir ve bunlar cildin derinliklerine doğru büyür. Tabiatları değişen melanositler 

normal dokuların yerini alarak veya fonksiyonunu bozarak hızla diğer dokulara 
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yayılabilir. Kan ve lenf damarlarına ulaşarak vücuda yayılan hayatı tehdit eden 

hastalık haline gelebilirler. Hala cilt yüzeyinde ise melanoma kolay teşhis edilir. 

Melanoma erken teşhis edilirse tamamen iyileşebilirken, yayılmış ve ilerlemiş ise 

tehlike boyutlara ulaşabilir (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

1.2.1.Melanoma Gelişim Evreleri 

0.Evre 

0. evrede, normal olmayan melanositler epidermiste (cildin en dış katmanı) 

yer alır. Bu normal olmayan melanosit hücreleri kansere dönüşebilir ve normal 

dokulara sıçrayabilir. 0. evre melanoma in situ olarak da tanımlanmaktadır. 

 

Şekil 1.1. Melanoma sıfırıncı evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

 

I.Evre 

I. evrede kanser oluşmaktadır. I. evre IA ve IB olarak ikiye ayrılır. IA 

evresinde tümör epidermiste yer alır, 1 mm’den daha kalın değil ve cilt içinde kesinti 

oluşturmamıştır. IB evresinde ise hastalık iki şekilde gelişmektedir. Birincisinde 

tümör 1 mm’den kalın değil ve cilt içinde kesikler gelişerek tümör dermise doğru 

yayılmaktadır. İkincisinde ise tümör 1-2 mm arasında oluşur ve ciltte kesikler 

meydana gelmez. Çünkü cilt kalınlığı vücudun farklı bölgelerinde değişiklikler 

göstermektedir. 
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Şekil 1.2.  Melanoma birinci evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

 

II.Evre  

II. evre IIA, IIB ve IIC evresi olarak üçe ayrılmaktadır. 

IIA Evresi: Tümör her iki şekilde de olabilir; 

 1-2 mm arasında ve kanamaya sahiptir. 

 2-4 mm arasında cilt içinde kesikler oluşturmaz. 

IIB Evresi: Tümör her iki şekilde de olabilir; 

 2-4 mm arasında ve cilt içinde kesikler yani ülser (kanama) gerçekleşir. 

 4 mm’den kalın ve kanamaya sahip değildir. 

IIC Evresi: Tümör 4 mm’den kalın ve kanamaya sahiptir. 



6 
 

 

Şekil 1.3. Melanoma ikinci evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

III. Evre 

Tümör herhangi bir kalınlıkta kanamalı ya da kanamasız olabilir. Tümör, 

yakında bulunan lenf damarına ve düğümlerine yayılabilir ya da hareketsiz olan 

birbirine dolanmış bir veya daha fazla lenf düğümüne yayılabilir. 

 

Şekil 1.4. Melanoma üçüncü evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 
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IV.Evre 

Tümör, vücudun diğer bölümlerine de yayılmıştır. 

 

 

Şekil 1.5. Melanoma dördüncü evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

 

1.2.2. Malign Melanoma Epidemiyolojisi 

Geçtiğimiz 20-30 yıl içinde malign melanoma insidansında ve mortalitesinde 

diğer kanserlere göre belirgin bir artış gözlenmiştir. Değişik çalışmaların sonuçları 

melanoma insidansının 100.000’de 5-50 arasında değiştiğini göstermektedir ve 

ABD’de 25-30 yaş arası kadınlarda en sık görülen kanserin malign melanom olduğu 

saptanmıştır (Vandaele ve ark 2000, Wang ve ark 2001). Malign melanomların tüm 

kanserler içindeki oranı % 1,5-2,5 arasında değişmektedir (Ocaña-Riola ve ark 2001, 

Youl ve ark 2002). 

Epidemiyolojik araştırmalar göstermiştir ki güneş ışınları tüm cilt kanserleri 

gibi malign melanom etyolojisinde de önemli bir role sahiptir ve güneşe aşırı 

maruziyet önlenirse cilt kanseri oluşma riski azalmaktadır. Hatta çocukluk 

döneminde aşırı derecede güneş ışınına maruz kalanların ileriki yaşamlarında cilt 

kanseri olma riski yüksektir (Armstrong ve Kricker 2001). Ultraviyole ışınların 

etyolojideki rolüne ilişkin önemli bulgular olmakla birlikte, malign melanoma 
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oluşması için ne kadar şiddette ve ne kadar süreyle güneş ışınına maruz kalmak 

gerektiği bilinmemektedir (Siskind ve ark 2002).  

Malign melanom etyolojisinde rol oynayan UV tipinin UVB (280-320 nm) 

olduğu bilinmekte ve bu konuda UVA (320-400 nm) daha az sorumlu tutulmaktadır. 

Ancak son yıllarda psoralen ve PUVA tedavisi uygulanan hastalarda malign 

melanom olgularına sık rastlanması ve hayvan deneylerinde UVA ’nın DNA yapısını 

bozucu etkisinin gösterilmesi, UVA ’nın da malign melanom etyolojisinde rolü 

olduğunu düşündürmektedir (Wang ve ark 2001). 

1.2.3. Malign Melanoma Gelişimi Açısından Risk Etmenleri ve Malign Melanom 

Oluşumundaki Faktörler  

Malign melanoma, genetik duyarlılık ve çevresel faktörlerin etkileşimi 

sonucu ortaya çıkan multifaktöriyel bir kanserdir (Psaty ve ark 2010). Malign 

melanoma gelişimi açısından günümüze kadar birçok risk etmeni ve oluşum sebebi 

tanımlanmıştır.  

Güneş ışınlarına aşırı maruziyet 

Güneş maruziyeti, malign melanoma gelişimi için en önemli çevresel 

faktördür (Duman 2014). Vücudun açıkta kalan ve bol güneş alan bölgelerinde 

malign melanom gelişme riski yüksektir. Güneş ışınları malign melanom 

etyolojisinde önemli bir role sahiptir, bu nedenle güneş yanıkları üzerinde gelişen 

lezyonlar dikkatli değerlendirilmelidir (Çöl 2003). 

Malign melanom karsinogenez basamaklarında, UV’ye bağlı DNA hasarına 

ikincil oluşmuş mutasyonlar primer rolü oynar. Son yıllarda UV’nin CDKN2A, 

PTEN, NRAS ve BRAF gibi malign melanom ile ilişkili genlerle de mutasyon 

oluşturduğu gösterilmiştir (Garibyan ve Fisher 2010). Yoğun aralıklı güneş 

maruziyeti yüzeyel yayılan malign melanoma gelişimini ve ayrıca kişinin multiple 

primer malign melanom geliştirme riskini de arttırmaktadır. Kronik sürekli paternde 

güneş maruziyeti özellikle lentigo malign melanom riskinde artışa yol açmaktadır. 

Ayrıca çocuklukta güneş yanığı varlığı malign melanoma riskini 2 kat artırırken, 

erişkinlikteki yanıklar malign melanoma riskinde yaklaşık 1.53 kat artışa yol 

açmaktadır (Psaty ve ark 2010). 
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Solaryum, fototerapi gibi artifisyel UV maruziyeti de malign melanom 

riskinde artışa yol açmaktadır. On dokuz çalışmanın dahil edildiği bir meta-analizde 

solaryumun malign melanoma riskini yaklaşık 1,15 kat arttırdığı gösterilmiştir. 35 

yaş altındaki deney grubunda ise solaryum riskinin 1,75 kat arttığı görülmüştür 

(Green ve ark 2007). Ayrıca, 250 seans üzerinde psoriyazis UVA (PUVA) tedavisi 

alan psoriyazis hastalarında malign melanoma riskinin 5 kat arttığı, bu artışın da 

tedaviden 15 yıl sonra arttığı gözlemlenmiştir (Stern ve ark 1997, Duman 2014). 

Fenotipik etkenler 

Derideki melanin UV ışınlarına karşı koruyucu etkiye sahip olduğundan açık 

tenli insanlar esmerlere göre daha yüksek riske sahiptir (Çöl 2003). Kızıl ve sarı saç, 

açık renk ten, çillerin varlığı, açık renk göz ve deri fototipi I gibi fenotipik özellikler 

malign melanoma riskini artırmaktadır. Kızıl saç varlığında en yüksek risk artışı 

(rölatif risk:3.64) mevcuttur. Özellikle sırt bölgesinde artmış çillenme gösteren 

kişilerde risk 2 kat artmaktadır. Fitzpatrick deri fototipi I’e sahip bireylerde fototip 

IV’e göre iki kat artış mevcuttur (Gandini ve ark 2005, Duman 2014). Açık renk göz 

rengine (mavi, yeşil) sahip bireylerde malign melanoma riski %50 oranında 

artmaktadır (Psaty ve ark 2010, Duman 2014). 

Önceden mevcut olan nevüsler 

Vücudunda nevüs taşıyanlarda malign melanoma riski belirgin olarak 

yükselmektedir. Benign nevüslerin özellikleri ve nevüslerde meydana gelen 

değişiklikler dikkatle değerlendirilmelidir (Çöl 2003).  

Ailevi yatkınlık ve genetik etmenler 

Ailede malign melanoma öyküsü de malign melanoma riskini artırmaktadır. 

Ailede birinci derece yakınında malign melanoma öyküsü, malign melanoma riskini 

1,7 kat artırırken, iki tane malign melanomalı yakın varlığında ise bu risk 9 kat 

artmaktadır (Hemminki ve ark 2003, Duman 2014). 

Bazı malign melanomlarda ailevi öykü ve genetik yatkınlık söz konusu 

olabilmektedir. Malign melanom gelişiminde 1p, 6q, 7 ve 9. kromozomlarda 

değişiklikler olduğu gösterilmiştir (Çöl 2003). Ayrıca ksedorma pigmentozum, 

okulokutanöz albinizm gibi bazı genetik sendromlarda ve BRCA2 mutasyonu taşıyan 
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meme-over kanser ailelerinde malign melanoma riskinin arttığı bilinmektedir 

(Kraemer ve ark 1994, Ingraffea 2013, Duman 2014). 

Ayrıca displastik nevus sendromu olarak da bilinen ve melanosititk 

lezyonlarla karakterli bir hastalık olan atipik melanoma sendromunda da (AMS) 

melanom riskinin arttığı bilinmeli ve AMS tanısı almış hastalar daha dikkatli kontrol 

edilmelidir (Çöl 2003). 

1.2.4. Melanoma İnsidansı ve Görülme Sıklığı  

Son yıllarda beyaz ırkta melanoma görülme sıklığı artmıştır. Dünya Sağlık 

Örgütü (DSÖ) her yıl 132.000 yeni melanoma olgusu tahmin etmektedir, bu rakam 

ülkeler arasında 150 kata kadar varan farklı oranlarda değişiklik göstermektedir. 

Hastalık en çok Avustralya’da görülmektedir. Avustralya’da melanoma 

insidensindeki artış %3-7’dir. Avustralya’da melanoma 100.000 kişide 40 iken, solar 

radyasyona daha az maruz kalan Kuzey Avrupa’da 100.000 de 5’tir. Tüm Avrupa’da 

melanoma insidensi 12/100.000, Almanya Münich bölgesinde 14/100.000’tür. 

Yaşam boyu melanoma riski, Avrupa ve Amerika’da 1/100 ile 1/200 arasında 

değişmektedir. Avustralya’da yaşam boyu melanoma riski 1/25, ABD’de 1/75’dir. 

ABD’de melanoma gelişme riski 1935’te 1/1500 iken, 1960’da 1/500, 1980’de 

1/250, 1992’de 1/105 ve 2002’de 1/75’dir; 2010 yılında ise 1/50 olduğu tahmin 

edilmektedir. Tüm kanserler içinde melanoma görülme oranı kadınlarda %4, 

erkeklerde %5’tir. Non melanoma deri kanserleri melanomadan 18-20 kat daha fazla 

görülmektedir; bunlar içinde de bazal hücreli karsinom, skuamoz hücreli deri 

kanserlerinin 4 katıdır. 2004 yılında yeni melanoma sayısı 55.000, ölüm sayısı ise 

7900’dür. Avrupa dışındaki koyu tenliler arasındaki insidens rakamları çok düşük, 

fakat güvenilir-tutarlı değildir. Buradaki rakamlar 100.000’de 0,1-3 arasındadır. 

Togo’da yapılan çalışmada melanoma insidensi yılda 0.07/100.000 olarak 

bildirilmektedir. En çok görülen kanserler sıralamasında melanoma, Avustralya ve 

Yeni Zelanda’da dördüncü, Amerika ve Kanada’da yedinci, İskandinavya’da onuncu 

ve İngiltere’de ise on sekizinci sıradadır (Kizilbey ve AKDESTE 2013). 

Melanoma insidansı yaşla artar. Melanoma dışı deri kanserleri genel olarak 

yaşla bağlantılıdır ve ileri yaşlarda görülür. Melanoma hastalığında da yaşa bağlı 

olarak artma olmasına rağmen, nispeten genç sayılabilecek 20-45 yaşlarında pik 

yapar (Çizelge 1.1). Konjenital nevuslardan kaynaklanan melanoma çocuklarda sık 
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iken, lentigo malign melanoma yaşlılarda sıktır. Lentigo malign melanoma 65 yaş, 

yüzeysel yayılan melanoma 30-50 yaş (ortalama 37), nodüler melanoma orta yaş, 

akral lentijinöz tip 65 yaşlarda görülmektedir. Avustralya ve Amerika’da 1960-

1970’ten sonra doğanlarda yapılan yaş grubu analizlerinde insidans hızında 

duraklama, hatta belirli bir azalma görülmüştür. Bazıları bunu halk sağlığı koruma 

çalışmalarının erken etkisine bağlamıştır. Diğer birçok ülkede yükseliş devam 

etmektedir. Tüm dünyada beyaz ırkta yaşa göre standardize edilmiş melanoma 

insidensinde bir artış vardır (Özçelik ve Akyol 2007, Kizilbey ve AKDESTE 2013).  



12 
 

Çizelge 1.1. Melanoma insidensinin yaş ve cinsiyet dağılımı (Kizilbey ve AKDESTE 

2013). 

Yaş grupları İnsidens/100.000 

Erkek Kadın 

15-39 5 10 

50-59 15 20 

 70-79  35 25 

80+ 50 35 

 

 

 

Şekil 1.6. Melanoma hastalığının gelişiminin yıllara göre dağılımı (Kizilbey ve 

AKDESTE 2013). 
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Şekil 1.7. Melanoma kanseri olan kadın hastalar için yaşa göre hastalıktan etkilenen 

hasta sayısı (ASR: Age standardized incidence rate)/100.000 kişi (Kizilbey ve 

AKDESTE 2013). 

 

 

Şekil 1.8. Melanoma kanseri olan erkek hastalar için yaşa göre hastalıktan etkilenen 

hasta sayısı (ASR: Age standardized incidence rate)/100.000 kişi (Kizilbey ve 

AKDESTE 2013). 

 

 

 



14 
 

1.2.5. Malign Melanomanın Klinik Özellikleri  

 

Malign melanoma geleneksel olarak klinik ve patolojik özelliklerine bağlı 

olarak 4 alt tipe; yüzeyel yayılan malign melanom, nodüler malign melanom, lentigo 

malign melanom ve akral lentijinöz malign melanom ayrılmıştır (Duman 2014). 

Yüzeysel yayılan malign melanom, açık tenli bireylerde en sık görülen 

malign melanoma tipidir, tün malign melanomaların %70 ’ini oluşturur. Sıklıkla 30-

50 yaş arasında görülmektedir. En sık intermitan güneş gören bölgelerde, erkeklerde 

gövdede ve kadınlarda bacaklarda yerleşmektedir. Yüzeysel yayılan malign 

melanom, de novo ortaya çıkabileceği gibi nevüs üzerinden de gelişebilir. Nevüsle 

ilişkili malign melanomların çoğu bu tiptedir (Duman 2014). Yüzeysel yayılan 

malign melanomda tipik klinik öykü 1-5 yıl içinde yavaş yavaş değişiklik gösteren 

kahverengi-siyah lezyon varlığı ile karakterize edilmiştir. İlk önce asimetrik, renk 

çeşitliliği ve sınır düzensizliği olan makül veya yama şeklinde başlar, daha sonra 

lezyon üzerinde papül veya nodül gelişimi görülür. Lezyonların yaklaşık 2/3 ’ünde 

gri, hipodepigmente alanlar olarak görülen regresyon alanları izlenir (Şekil 1.9) 

(Duman 2014). 

 

Şekil 1.9. Yüzeysel yayılım gösteren melanoma. Düzensiz kenarlı, çok tonlu 

kahverengi, gri, pembe ve asimetrik bir lezyon göstermektedir (Rajpar ve Marsden 

2009). 

Nodüler malign melanom, açık tenli bireylerde ikinci sıklıkta görülen malign 

melanoma alt tipidir, tüm malign melanomların %15-30’unu oluşturur. Sıklıkla 

altıncı dekatta, gövde, baş-boyun bölgelerinde ortaya çıkar. Erkeklerde kadınlardan 
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daha sıktır. Genellikle mavi-siyah, bazen pembe-kırmızı ülsere olabilen nodüller 

şeklinde hızlı bir şekilde ortaya çıkar (Şekil 1.10) (Duman 2014). 

 

Şekil 1.10. Nodüler melanoma. Ülsere olabilen ve hemorajik siyah bir nodüle sahip 

olması ile tanınır. Bu tür melanomların prognozu kötüdür (Rajpar ve Marsden 2009). 

 

Lentigo malign melanom, tüm kutanöz malign melanomların %15’inden azını 

oluşturmaktadır. Genellikle daha ileri yaşlarda, yedinci dekatta, kronik sürekli UV 

maruziyetinin olduğu yüz özellikle de burun ve yanaklarda ortaya çıkar. Yavaş 

büyüyen, asimetrik, renk çeşitliliği gösteren düzensiz sınırlı kahve-siyah renkli yama 

şeklinde başlar. Lentigo maligna adı verilen in-situ fazdan invazyon gelişimi sonucu 

ortaya çıkar (Şekil 1.11) (Duman 2014). 

 

 

Şekil 1.11. Lentigo malign melanom. Kalınlaşmış siyah alan (melanom), eski ve 

düzensiz kahverengi bir makülün mediyal kısmından (lentigo maligna) gelişmiştir 

(Rajpar ve Marsden 2009). 
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Akral lentijinöz malign melanom, kutanöz malign melanomların %5-10’unu 

oluşturur. İnsidansı etnik farklılıklardan en çok etkilenen, siyah ırkta (%70) ve 

Asyalılarda (%45) en sık görülen malign melanom alt tipidir. UV maruziyeti ile 

ilişkisi yoktur. Sıklıkla avuç içinde, ayak tabanında ve tırnakta kahverengi-siyah 

düzensiz lezyonlar şeklinde ortaya çıkar (Şekil 1.12) (Duman 2014). 

 

Şekil 1.12. Akral melanoma. Genellikle düzensiz pigmentli ve kenarlı ülsere sahiptir 

(Rajpar ve Marsden 2009). 

 

Bu klasik alt tiplerin dışında malign melanomların klinikopatolojik 

varyantları arasında amelanotik, nevoid, hayvan tipi, dezmoplastik/nörotropik malign 

melanom, çocukluk çağı malign melanom, persistan rabdoid, miksoid, metaplastik, 

adenoid, balon hücreli ve nöroendokrin diferansiyasyon gösteren malign melanoma 

gibi farklı alt tipler de mevcuttur. Bunların ayrımı daha çok histopatolojik özelliklere 

göre yapılabilir (McKee ve Calonje 2009, Elder 2014). 
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Şekil 1.13. Amelanotik nodüler melanoma (Rajpar ve Marsden 2009). 

 

1.2.6. Melanoma ve Genetik ile İlişkisi 

 

MAPK  sinyal yolağının düzenlenmemesi, melanomalar da dahil olmak üzere 

çeşitli neoplazmlar ile ilişkilendirilmiştir. Melanomlardaki MAPK yolağındaki genel 

değişiklikler BRAF, EGFR, KIT, RAS, MEK ve ERK genlerindeki mutasyonları 

içerir. Melanoma biyolojisi ve genetiğinin anlaşılması, melanoma tedavisinde MAPK 

yolağını hedeflemeye yönelik ilgileri uyandırmıştır (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

MAPK Yolağı ve Melanoma 

Ras/Raf/MEK/ERK yolağı olarak da bilinen mitojen aktive protein kinazlar 

(MAPK) yolağı, ardışık fosforilasyon olayları yoluyla sinyallerin plazma 

membranından çekirdeğe ileten bir sinyalleme kaskadıdır (Şekil 1.14). MAPK, 

serin/treonin kinaz ailesinin bir üyesidir ve hücre büyümesi, farklılaşma ve apoptozu 

düzenler (Pearson ve ark 2001). 

Enzimlerin aktivitesi, bir zar reseptörünün aktive olmasıyla başlatılan bir 

fosforilasyon kaskadı ile düzenlenir. Membran reseptörünün aktivasyonu, ligand 

bağlanması sonucu protein yapısında meydana gelen yapısal bir değişikliğin 

sonucudur. Ligand ile uyarılan konformasyonel değişim, zar reseptörünün bir hücre 

içi adaptör proteini (Shc ve GRB2 gibi) ile etkileşimini artırır. Adaptör protein, 

sırayla, sinyali ileten bir guanin nükleotid değişim faktörü (SOS) ile etkileşime girer 
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ve küçük GTP bağlayıcı protein RAS’a sinyali aktarır. Daha sonra, RAS, kaskadtaki 

ilk hücre içi kinaz olan RAF’ı (MAPKinaz-kinaz-kinaz/MAPKKK) aktive eder. RAF 

kinazlar, ARAF, BRAF ve CRAF dahil olmak üzere serin/treonin kinazlardan oluşan 

bir ailenin ürünüdür. Aktive edildiğinde RAF, MEK’i (MAPKinaz-kinaz/MAPKK) 

fosforiller ve ardından da hücre içi sinyalle düzenlenen kinazı (ERK/MAPK) aktive 

eder. ERK, hücre çoğalması ve proliferasyonda rol oynayan genlerin ekspresyonunu 

düzenleyerek, birkaç transkripsiyon faktörünü doğrudan fosforile edebilir 

(McCubrey ve ark 2007). Bu sinyal yolağının karmaşıklığı, üç RAS (HRAS, NRAS, 

KRAS), üç RAF (ARAF, BRAF, CRAF), iki MEK (MEK1 ve MEK2) ve iki ERK 

(ERK1 ve ERK2) izoformunun varlığından ileri gelmektedir (Çizelge 1.2). Bu 

yolağın çeşitli noktalarındaki değişiklikler, kontrolsüz hücre büyümesine ve 

çoğalmasına, melanoma da dahil olmak üzere çeşitli kanserlerin gelişimine katkıda 

bulunabilir. 

 

Çizelge 1.2. MAPK yolundaki temel proteinlerin kromozomal konumu ve molekül 

ağırlığı (MW) (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

 Kromozom MW (Da) 

EGFR (ERB1) 7p12 134,277 

KIT (c-Kit) 4q11-q12 109,865 

NRAS 1p13.2 21,229 

HRAS 11p15.5 21,298 

BRAF  7q34 84,437 

MEK1 (MAP2K1) 15q22.1-q22.23 43,439 

MEK2 (MAP2K2) 19p13.3 44,424 

ERK1 (MAPK3) 16p11.2 43,136 

ERK2 (MAPK1) 22q11.21 41,390 

 

Melanomada Yaygın MAPK Değişiklikleri 

MAPK yolağında meydana gelen çeşitli değişiklikler çeşitli kanserlerle 

ilişkilendirilmiştir (Dhillon ve ark 2007). NRAS ve BRAF ’taki aktive edici 

mutasyonlar sırasıyla melanomların %15-30 ve %60-70 ’inde görülür (Gray-

Schopfer ve ark 2005) (Çizelge 1.2). Bu değişikliklerin melanom gelişimi içi yetersiz 

olduğu öngörülse de, bir takım iyi huylu nevüslerin de BRAF ve NRAS genlerinde 

mutasyonlar taşıdığı düşünülmektedir. Melanomanın ilerlemesi için gerekli olan 

BRAF ve NRAS ’daki aktive edici mutasyonların yanı sıra ilave genetik değişikler de 

tam olarak anlaşılamamıştır (Torres-Cabala ve Curry 2016). 
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Çizelge 1.3. Melanomalarda bulunan MAPK yolağındaki yaygın mutasyonlar 

(Torres-Cabala ve Curry 2016). 

Gen Ekzon DNA baz değişiklikleri Aminoasit değişimi Tahmini sıklık 

KIT 

11 c.1727T>C L576P 25 

11 c.1676T>C V559A 20 

13 c.1924A>G K642E 20 

NRAS 
2 c.182A>G Q61R 35 

2 c.181C>A Q61K 34 

BRAF 
15 c.1799T>A V600E 80 

15 c.1798_1799delGTinsAA V600K 5 

MEK1 
3 c.370C>T P124S - 

3 c.607G>A E203K - 

MEK2 
4 c.461C>T S154F - 

6 c.622G>A E207L - 

 

NRAS genindeki somatik mutasyonlar tüm malign melanomların ~%13-

25’inde görülmektedir (van't Veer ve ark 1989, Ball ve ark 1994, Curtin ve ark 

2005). Çoğu vakada, bu mutasyonlar 12. , 13. veya 61.  kodonlarda meydana gelen 

bir amino asit değişikliğinden kaynaklanır. Bu mutasyonlar sonucunda, NRAS sinyal 

yolakları dolaylı olarak etkilenir. 

EGFR  

Kromozom 7p12 ’de bulunan epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), 

tirozin kinaz reseptör ailesinin 134 kDa ağırlığındaki protein üyesidir. EGFR ’nin 

aktivasyonu, MAPK yolağının ve hücre bölünmesinin uyarılmasına yol açar. EGFR 

disregülasyonunun çeşitli kanserlere katkıda bulunduğu gösterilmiştir ve çeşitli 

maligniteler için potansiyel bir terapötik hedef olarak çalışılmıştır (Ciardiello ve 

Tortora 2008). EGFR ’nin melanoma hücrelerinde düşük ila orta seviyelerde 

eksprese edildiği düşünülmektedir (Ivanov ve Hei 2005). Birkaç çalışmada 

melanomadaki EGFR mutasyonlarına bakılmıştır ve EGFR ’de meydana gelen 

değişikliklerin melanomaya yaptığı katkı ortaya koyuldukça, terapötik bir hedef 

olarak potansiyel yararlılığına ilişkin kanıtlar daha da güçlenmektedir (Rákosy ve ark 

2007, Boone ve ark 2011). 
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KIT  

KIT geni, kromozom 4q12 bölgesinde lokalizedir, 145 kDa ağırlığında bir 

protein olan ve hücre zarı ile ilişkili reseptör tirozin kinazı kodlar. KIT mutasyonları, 

melanomlar da dahil olmak üzere çeşitli kanser vakalarında bildirilmiştir. KIT 

mutasyonları, akral ve mukozal melanomalarda, aralıklı güneşe maruz kalmış 

bölgelerde meydana gelen melanomlardan daha sık ortaya çıkmaktadır. Kronik güneş 

hasarı olan ve olmayan 102 primer melanoma hastası esas alınarak yapılan bir 

çalışmada, kronik güneş hasarına sahip ciltlerde, mukozanın %39’unda, akralın 

%36’sında ve melanomların %28 ’inde KIT mutasyonları saptanmıştır. Fakat kronik 

güneş hasarı olmayan ciltlerde meydana gelen melanomlarda mutasyon 

saptanamamıştır (Curtin ve ark 2006). Bu çalışmada bulunan en yaygın KIT 

mutasyonları, her ikisi de gastroistestinal stromal hücre tümörlerinde (GIST) 

bildirilen K642E ve L576P ’dir (Heinrich ve ark 2003). Akral lentiginöz 

melanomada (ALM) bildirilen KIT mutasyon sıklığı %10-15 arasında değişmektedir 

(Zebary ve ark 2013). 

Dika ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, tırnaktaki melanomların 

%20’sinin, KIT geninde P551L (ekzon 11), V560D (ekzon 11) veya D816N (ekzon 

17) ’yi içeren mutasyonlara rastlanmıştır. Aksine, sinonazal mukozal melanomların 

yalnızca %4’ünde KIT mutasyonu görülmüştür (Zebary ve ark 2013). Akral 

lentiginöz, mukozal ve tırnak melanomasındaki KIT mutasyonlarının çoğunun, 

ekzon 11’de ortaya çıktığı ve mutasyonların ekzon 13 ve 17 ’de daha az sıklıkla 

meydana geldiği rapor edilmiştir (Dika ve ark 2013, Zebary ve ark 2013, Zebary ve 

ark 2013). Aksine, 24 iğsi hücreli melanoma esas alınarak yapılan bir çalışmada, 

hiçbir KIT mutasyonuna rastlanamamıştır (Kim ve ark 2012).  

KIT genindeki mutasyonlar hem MAPK hem de PI3K yolaklarını aktive etme 

potansiyeline sahiptir. Aksine, BRAF gibi sinyalleşme kaskadında aşağı yönde bir 

proteini etkileyen mutasyonların, PI3K yolağını aktive etmesi daha az olasıdır (Şekil 

1.14) 
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Şekil 1.14. MAPK ve PI3K yolaklarının diyagramı (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

 

NRAS  

Üç farklı insan RAS geni tanımlanmıştır: KRAS (Kirsten sıçan sarkom 

virüsünden onkogen ile homologdur), HRAS (Harvey sıçan sarkom virüsünden 

onkogen ile homologdur ve NRAS (bir insan nöroblastomasından izole edilmiştir). 

Farklı RAS genleri oldukça homologtur, ancak işlevsel açıdan farklılık gösterirler. 

Gereklilik dereceleri ise halen tartışma konusu olmaya devam etmektedir (Pylayeva-

Gupta ve ark 2011). 

RAS proteinleri, inaktif guanozin difosfat (GDP) bağlanmış ve aktif guanozin 

trifosfat (GTP) bağlanan formlar arasında döngü oluşturan küçük GTPazlardır. 

Ayrıca RAS proteinleri, büyüme faktörü reseptör sinyalleşmesinin akış aşağısındaki 

merkezi aracılardır ve bu nedenle hücre proliferasyonu, hayatta kalma ve farklılaşma 

için kritik önem taşırlar. RAS, hücre sağ kalımına katılan PI3K-AKT-mTOR yolağı 

ve hücre proliferasyonunda rol oynayan RAS-RAF-MEK-ERK yolağı da dahil olmak 

üzere birçok efektörü aktive edebilir (Şekil 1.15) 
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Şekil 1.15. RAS sinyal yolaklarının basitleştirilmiş şeması. Reseptör tirozin kinazlara 

bağlanan büyüme faktörü RAS aktivasyonuna neden olur. Şema içindeki K harfi, 

tirozin kinaz domainini belirtir. 

RAS, birçok kanser patogenezinde rol oynamaktadır. RAS genindeki 

mutasyonların aktive edilmesi, büyüme faktörü sinyalizasyonunun yokluğunda dahi, 

RAS GTPaz’ın yapısal aktivasyonuyla sonuçlanır. Sonuç olarak, RAS hücre içinde 

sürekli bir proliferasyon sinyalidir. Spesifik RAS genleri, farklı malignitelerde tekrara 

tekrar mutasyona uğrar. NRAS mutasyonları melanoma, hepatoselüler karsinoma, 

miyeloid lösemi ve tiroid karsinomasında özellikle yaygındır (Schubbert ve ark 2007, 

Karnoub ve Weinberg 2008). 

RAS ailesinin üyeleri birçok tümörde mutasyona uğramıştır. Mutasyona 

uğramış RAS genleri en çok ekzokrin pankreasta, kolon karsinomalarında ve 

foliküler-farklılaşmamış tiroid karsinom tümörlerinde görülür (Bos 1989). NRAS, 

1p13.2 kromozomunda bulunan 21 kDa ’luk bir proteindir. Ayrıca NRAS, HRAS ve 
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KRAS ’ı da içeren küçük GTPaz protein ailesinin bir üyesidir. Bunlar, GTP ’yi GDP 

’ye hidroliz etme özelliğine sahip olan GTP bağlayıcı proteinlerdir. RAS proteini, 

GTP üzerine bağlandığında aktif hale gelir; GTP ’nin GDP ’ye hidrolizini inaktif 

konformasyona dönüştürerek teşvik eder. RAS ’daki mutasyonlar tipik olarak 

proteinin inaktif konformasyona geçme kabiliyetine müdahale ederek, aşırı RAS 

sinyalizasyonuna neden olur. RAS proteinleri çeşitli yolakları aktive eder ve RAF 

aktivasyonu yoluyla MAPK yolağının pozitif regülatörleri olarak görev yaparlar 

(Torres-Cabala ve Curry 2016). 

Birçok çalışma, melanomalarda NRAS mutasyonlarının varlığını bildirmiştir 

(Davies ve ark 2002, Dika ve ark 2013, Zebary ve ark 2013). Melanom alt türleri 

arasında yüzde oranı değişse de, tüm melanomların yaklaşık %15-20 ’sinde NRAS 

’da bir mutasyon olduğu düşünülmektedir (Fedorenko ve ark 2013). NRAS 

mutasyonları, edinilen nevüslerde düşük bir frekansta görülmekle birlikte konjenital 

nevüslerde (~%80) yaygın olarak görülmektedir. Aksine BRAF mutasyonları, 

konjenital nevüslerde nadir görülür ya da bulunmaz (Bauer ve ark 2007). NRAS 

mutasyonlarının güneşe maruz kalmış bölgelerde daha sık meydana geldiği 

bildirilmiştir (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

RAS proteinleri ayrıca PI3K/Akt yolağını aktive etme yeteneğine sahiptir 

(Russo ve ark 2009). Posch ve arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada, hem MEK/ERK 

hem de PI3K/mTor yolaklarının, NRAS mutasyonları barındıran melanoma 

örneklerinin yaklaşık yarısında aktif olduğu gösterilmiştir (Posch ve ark 2013). Buna 

ek olarak, MEK ve PI3K yolağı inhibitörlerinin bir kombinasyonu, tek başına bir 

MEK inhibitörüne kıyasla, melanoma hücrelerinin büyümesini engellemiştir. 

Melanomada artmış fosfo-Akt ekspresyonu, tümör progresyonu ve daha kısa 

sağkalım ile ilişkilendirilmiştir (Dhawan ve ark 2002).  

Melanomda BRAF ve NRAS mutasyonlarının karşılıklı olarak özel olaylar 

olduğu görülmektedir (Curtin ve ark 2005, Lewis ve ark 2005). Bu, MAPK yolağı 

herhangi bir mutasyonla yapısal olarak aktif hale geldiğinde, melanoma 

progresyonunun MAPK yolunun dışındaki diğer proteinlerdeki değişikliklere bağlı 

olduğunu düşündürmektedir (Torres-Cabala ve Curry 2016). 
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Melanomada PI3K-AKT Yolağı  

Melanomun moleküler patogenezinde çok sayıda sinyal yolağı vardır. En 

belirgin yolaklar ise RAS-RAF-MEK-ERK yolağı ve PI3K-AKT yolağıdır. 

BRAF/MEK’in hedeflenen inhibisyonu, BRAF V600 mutasyonu bulunan hastalarda 

iyileşmeye yol açarken, bu durumda terapötik direnç çoğu zaman nihai bir sonuçtur. 

PI3K-AKT yolağı, melanoma hastalarında BRAF/MEK inhibitör direncinde belirgin 

bir rol oynamaktadır ve kombinasyon tedavisi için kritik bir hedef olabilir (Torres-

Cabala ve Curry 2016). 

Melanoma, patogenezinde kritik olan çeşitli sinyal yolakların aydınlatıldığı 

bir kanserdir. Melanomun hala geniş çapta bilinmeyen patolojik mekanizmaları 

bulunmasına rağmen, ortak moleküler yolaklardaki birden fazla genetik değişikliğin 

melanom patogenezine katkıda bulunduğu gösterilmiştir (Palmieri ve ark 2009). 

Hücresel büyüme, çoğalma ve sağkalımı teşvik eden en yaygın yolaklar arasında, 

sinyal bileşenlerini terapötik ajanlar için cazip hedefler haline getiren RAS-RAF-

MEK-ERK yolağı ve PI3K-AKT yolakları bulunmaktadır (Şekil 1.16) (Hocker ve 

ark 2008). Melanomda BRAF- ve NRAS- aktive edici mutasyonların yüksek frekansı, 

melanom patogenezinde RAS-RAF-MEK-ERK yolağının rolünü kuvvetle desteklese 

de (Davies ve ark 2002, Hocker ve Tsao 2007), çok sayıda kanıtlanmış hatta, bu 

yolağın aktivasyonunun tek başına bu hastalığın patojenik oluşumunda eksik 

olduğunu göstermiştir (Pollock ve ark 2003, Patton ve ark 2005). PI3K-AKT yolağı 

normal hücresel fizyolojinin önemli bir düzenleyicisidir ve birçok kanser türünde 

yüksek frekans ile aktive olduğu gözlemlenmiştir (Vivanco ve Sawyers 2002, Yuan 

ve Cantley 2008). PIK3CA ve AKT’de nadir görülen mutasyonlar ile birlikte PTEN 

fonksiyon kaybının, özellikle melanomda PI3K-AKT yolağını aktive ettiği 

gösterilmiştir (Zhou ve ark 2000, Curtin ve ark 2006, Mirmohammadsadegh ve ark 

2006, Omholt ve ark 2006, Davies ve ark 2008, Aguissa-Touré ve Li 2012). Dahası, 

çok sayıda kanıt çifti, PI3K-AKT yolağının BRAF-/MEK- inhibitör direncinde 

önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir (Gopal ve ark 2010, Villanueva ve ark 

2010, Paraiso ve ark 2011, Shi ve ark 2011, Xing ve ark 2011, Straussman ve ark 

2012, Wilson ve ark 2012, Abel ve ark 2013, Fattore ve ark 2013, Nathanson ve ark 

2013, Trunzer ve ark 2013, Shi ve ark 2014, Van Allen ve ark 2014) 
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Şekil 1.16. Melanomada yaygın sinyal yolakları. PI3K-AKT yolağı öncelikli olarak 

hücre sağ kalımının düzenlenmesinde rol oynar, buna karşılık RAS-RAF-MEK-ERK 

yolağı da hücresel proliferasyonu düzenler. Potansiyel terapötik hedefler, RAS-RAF-

MEK-ERK ve PI3K-AKT yolaklarının yanı sıra reseptör tirozin kinazların 

bileşenlerini içerir (Burada KIT reseptörü olarak prototip edilmiştir) (Torres-Cabala 

ve Curry 2016). 

 

PI3K-AKT Yolağının Hücresel Fizyolojide Normal Fonksiyonu 

PI3K-AKT sinyal yolağı, normal fizyolojik koşullar altında birçok hücre tipi 

tarafından geniş ölçüde kullanılmaktadır ve hücresel bağlama dayanarak, hücresel 

çoğalmayı, hayatta kalmayı, büyümeyi, protein sentezini, metabolizmayı ve 

hareketliliği düzenlemekte önemlidir (Cantley 2002, Yap ve ark 2008). Yolağın ana 

düzenleyici proteini olan PI3K, her birinin birden fazla izoformu (PIK3CA, PIK3CB, 

PIK3CD,vb) olan düzenleyici alt birim (PIK3R, p85) ve katalitik alt birimden 

(PIK3C, p110) oluşan bir lipit kinazdır (Davies 2012). PIK3CB, yolağın aktivasyonu 

ile özellikle PTEN fonksiyon kaybı olan hastalarda, PIK3C’nin diğer izoformlara 

göre, hücre sinyallemesi, büyüme ve hayatta kalma ile daha fazla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Jia ve ark 2008, Wee ve ark 2008). PI3K, reseptör tirozin kinazlar ve 
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aktive edilmiş RAS proteinleri tarafından aktive edilebilir (Şekil 1.17). Bu 

aktivasyon sonucunda fosfatidilinositoller (PIPs), 3’hidroksil bölgelerinde PI3K ile 

fosforile edilir, fosfatidilinositol difosfat (PIP2) ve fosfatidilinositol trifosfat (PIP3) 

üretir. Ortaya çıkan PIP3, PH-domain içeren AKT’yi, sırasıyla mTORC2 kompleksi 

ve PDK1 tarafından Ser473 ve Thr308 kalıntılarında fosforilasyon için, hücre 

membranına dahil edilmek üzere yüksek afiniteli bir bağlanma ligandı olarak görev 

yapmaktadır (Yap ve ark 2008, Davies ve Gershenwald 2011). Aktifleştirilmiş AKT, 

hücre büyümesi, sağkalım ve hücre döngüsü girişini etkileyen fosforilasyon ile 

protein hedeflerinin çoğunun aktivitesini inhibe eder (Cantley 2002). FKHR-L1’in 

aktif AKT ile fosforilasyonu, faktörün 14-3-3 protein ailesi ile bağlanmasını 

hızlandırır, böylece sitozolik alıkoyma gerçekleştirilir ve apoptozdan sorumlu Fas 

ligandı genlerinin transkripsiyonu önlenir. AKT benzer şekilde BAD’ı 14-3-3 

proteinleri ile fosforilasyon yoluyla birleştirerek BAD proteininin Bcl-2 ve Bcl-XL’e 

bağlanmasını engeller, bu da apoptozu inhibe eder ve hücre sağ kalımını artırır 

(Brunet ve ark 2001). Yapısal olarak aktif protein kinaz GSK3, aktive edilmiş AKT 

tarafından fosforilasyon ile engellenir, sonuç olarak siklin D1’in kendi inhibitör 

fosforilasyonu önlenerek hücresel çoğalma teşvik edilir (Cantley 2002, Yap ve ark 

2008). AKT ayrıca, hücre sağ kalımı, büyüme ve metabolizmanın bir düzenleyicisi 

olan mTOR’un aktivasyonunu kolaylaştıran TSC2’yi fosforilatlar ve inhibe eder 

(Sarbassov ve ark 2005, Yecies ve Manning 2011). AKT’nin yeniden iyileştirilmesi 

ile PIP3, Rac ve ARF6 için GDP-GTP değişim faktörleri gibi diğer PH-domaini 

içeren proteinleri iyileştirme ve aktive etme yeteneğini gösterir. AKT ve PIP3’ün her 

ikisi de yönlendirilmiş hücre hareketliliği için aktin sitoiskeletinin yeniden 

modellenmesine katılır (Cantley 2002). Ayrıca  Tec ailesinin protein kinazları da 

PIP3 tarafından aktive edilir. Bu durum, sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarının 

düzenlenmesi ve gen ekspresyonundaki değişiklikler ile sonuçlanır (Cantley 2002). 
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Şekil 1.17. Ana aktive ediciler, düzenleyiciler ve efektörler de dahil olmak üzere 

PI3K-AKT sinyal yolağına genel bakış (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

 

Melanomada PI3K-AKT Yolağının Aktivasyonu 

PI3K-AKT yolağının melanomada aktive edildiği çeşitli mekanizmalar 

mevcuttur. Bu mekanizmalardan biri PTEN’in işlev kaybını içerir. PTEN, PI3K-

AKT yolağının önemli bir düzenleyici fosfatazıdır ve bu yolak üzerinde PIP3’ün 

defosforilasyonu yoluyla yolağın aktivitesini düşürür. PTEN’in ekspresyonu ve 

fonksiyonu bozulursa, PI3K-AKT yolağı aktive olur (Torres-Cabala ve Curry 2016). 

PTEN genindeki yanlış anlamlı mutasyonlar, çerçeve kayması mutasyonları ve/veya 

delesyonlar, PTEN’in fonksiyon kaybı ve aynı zamanda protein ürününün yetersizliği 

ve işlevsel olmayan fosfataz aktivitesi ile sonuçlanır (Aguissa-Touré ve Li 2012). 

Mutasyonların ve delesyonların yanı sıra, epigenetik mekanizmalar nedeniyle de 

PTEN’in fonksiyon kaybedebileceğine dair de kanıtlar vardır (örneğin, 

mikroRNA’lar, promotor metilasyonu gibi) (Zhou ve ark 2000, 

Mirmohammadsadegh ve ark 2006). P-REX2a gibi antagonize edici değişim 

proteinleri ile PTEN etkileşimlerinin fosfataz aktivitesinin inhibisyonu yoluyla, 

PTEN işlevselliğinin epigenetik olarak etkilendiği gösterilmiştir (Fine ve ark 2009). 

PTEN işlev kaybının, çoklu tümör tiplerinde AKT’nin artmış aktivitesi ile korelasyon 
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gösterdiği ve metastatik melanom vakalarında yüksek düzeyde fosforile olmuş 

AKT’nin de spesifik olarak varlığı rapor edilmiştir (Davies ve ark 2009). 

Melanomlardaki PTEN’in genetik değişiklikleri, NRAS mutasyonlarının da 

aktive edilmesiyle dolaylı olarak PI3K-AKT yolağını etkiler. Bununla birlikte, 

muhtemelen PI3K-AKT ve RAS-RAF-MEK-ERK yolaklarının harekete 

geçirilmesinin tamamlayıcı niteliklerinden dolayı PTEN işlevinin kaybedilmesi ve 

BRAF mutasyonlarının aktive edilmesi arasında kuvvetli bir ilişki vardır (Tsao ve ark 

2004, Goel ve ark 2006). İlginç bir şekilde, genetik olarak tasarlanmış fare 

modellerini içeren preklinik çalışmalar, PTEN’in kaybının hem BRAF-mutant hem 

de NRAS-mutant melanomların invazivliğini ve metastatik potansiyelini arttırdığını 

göstermiştir, ancak bu ikili kombinasyon insan melanomunda seyrek görülür 

(Dankort ve ark 2009, Nogueira ve ark 2010). Dankort ve ark. yaptığı bir çalışmada, 

melanositlerde BRAF V600E mutasyonunun indüksiyonunun sadece melanositik 

hiperplaziye neden olduğunu belirtmişlerdir (Dankort ve ark 2009). Bununla birlikte, 

PTEN kaybının eşzamanlı indüksiyonu ile hem RAS-RAF-MEK-ERK hem de PI3K-

AKT yolaklarının birlikte harekete geçirilmesi, invaziv/metastatik melanoma ile 

sonuçlanmıştır. Benzer şekilde, Nogueira ve ark. RAS mutasyonu olan farelerde 

PTEN işlev kaybının melanom invazyon ve göçünü arttıdığını bulmuşlardır 

(Nogueira ve ark 2010). Böylece PTEN fonksiyon kaybı, özellikle melanomda 

invazivlik ve metastatik potansiyelde bir artış ile ilişkilendirilmiştir (Torres-Cabala 

ve Curry 2016). 

Her ne kadar PTEN’in kaybı daha sık çalışılan mekanizmalardan biri olsa da 

PI3K-AKT yolağının aktivasyonu da melanomaya katkı sağlamaktadır. NRAS’daki 

nokta mutasyonlarının aktive edilmesi melanomların %20’sinde ortaya çıkar ve 

PI3K-AKT yolağı da dahil olmak üzere yapısal NRAS aracılı sinyalleşme çoklu 

yolakların aktivasyonuyla sonuçlanır (Hocker ve Tsao 2007). PI3K’nın katalitik 

altbirimini kodlayan PIK3CA genindeki spesifik nokta mutasyonları melanomlarda 

%3-5 prevelansla oldukça nadir görülür (Curtin ve ark 2006, Omholt ve ark 2006, 

Hodis ve ark 2012). AKT1 VE AKT3’teki nokta mutasyonları da oldukça nadirdir ve 

sırasıyla yaklaşık %1 ve %1,5 oranında melanomlarda gözlendiği saptanmıştır 

(Davies ve ark 2008, Davies 2012). NRAS’a benzer şekilde, reseptör tirozin 

kinazların (KIT, EGFR, HER2/neu gibi) aktive edici mutasyonları ve 

amplifikasyonları, PI3K-AKT ve ERK yolakları da dahil olmak üzere birçok farklı 
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aşağı akış yolağının aktivasyonu ile sonuçlanır. KIT genine özgü mutasyonların ve 

amplifikasyonların kutanöz melanomlara karşı (yaklaşık %1) mukozal (%20-30) ve 

akral (%10-15) tipte melanomları içerdiği gösterilmiştir (Woodman ve Davies 2010). 

Melanomların yaklaşık %19’unda ERBB4’ün somatik mutasyonları tespit edilmiş 

olup, yanlış anlamlı mutasyonları artmış kinaz aktivitesiyle sonuçlanmıştır, ancak bu 

mutasyonların anlamlılığı belirsizdir ve halen tartışılmaktadır (Prickett ve ark 2009). 

Sonuç olarak, melanomda PI3K-AKT yolağının aktivasyonu, PTEN, NRAS, 

PIK3CA, AKT ve reseptör tirozin kinazları içeren çeşitli genetik ve epigenetik 

mekanizmalar yoluyla düzenlenmektedir. 

Sonuç olarak cilt kanserlerinin genetik ile yakından ilişkili olduğu birçok 

yolak analizi ile doğrulanmıştır. Bazı preklinik ve klinik çalışmalarda cilt kanseri 

ilaçlarının etkinliği doğrulansa da, bazı cilt kanseri türlerinde özellikle de malign 

melanomalarda ilaç tedavisi yetersiz kalabilmektedir. Bu yüzden genetik temelli 

araştırmalar gün geçtikçe önem kazanmaktadır. Son yıllarda ise güçlü genom 

düzenleme tekniklerinden biri olan CRISPR/Cas9 teknolojisi, etkili bir mutasyon 

tamir tekniği olarak karşımıza çıkmaktadır. 

1.3.CRISPR/Cas9 Teknolojisi 

1.3.1.CRISPR Genom Düzenleme Devrimi 

1970'lerde rekombinant DNA teknolojisinin gelişmesi, biyoloji ve tıp için 

yeni bir dönemin başlangıcı olmuştur. İlk defa moleküler biyologların DNA 

moleküllerini manipüle edebilmesiyle mümkün genler çalışılmaya başlanmış ve bu 

sayede tıp ve biyoteknoloji gibi alanlarda önemli gelişmeler kat edilmiştir. Genom 

mühendislik teknolojilerindeki son gelişmeler biyolojik araştırmalarda yeni bir 

devrime yol açmıştır. Çünkü genom düzenleme canlı hücrelerin bile genomunda 

hedef bölgelerin değiştirilmesini mümkün kılmıştır (Hsu ve ark 2014). 

Bakterilerin Bağışıklık Sisteminde CRISPR Keşfi 

 Geçtiğimiz 10 yıl boyunca, enfeksiyonu önlemek için yeni bir bakteri 

bağışıklık sistemi keşfedilmiştir. Bu bağışıklık sistemi yabancı DNA 'nın bakteri 

genomuna girmesini engeller ve aynı zamanda hedef DNA 'yı imha edebilmeyi 

sağlar (Horvath ve Barrangou 2010). 
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 Bu sistem ilk defa 1987 yılında gün ışığına çıkarılmıştır. Nakata ve 

arkadaşları iap enzimi ile çalışmalar yaparken, iap geninin aşağı bölgesinde ilginç bir 

şekilde tekrar eden ve tekrar etmeyen dizilere rastlamışlardır (Ishino ve ark 1987). 

Bundan sadece 5 yıl sonra bu tekrar dizileri artık CRISPR (düzenli kümelenmiş 

aralayıcı kısa palindromik tekrar dizileri) olarak anılmaya başlanmıştı fakat işlevleri 

bilinmiyordu. 2005 yılında Mojica ve arkadaşları bu dizilerin ya da "aralayıcıların" 

aslında bakteriyofaj DNA 'sında olduğunu ortaya koydu (Mojica ve ark 2005). 

Kısaca bu keşiften sonra Bolotin ve ark, CRISPR yapılarının yakınında DNA 

tarafından endonükleaz kodlayan Cas genlerinin varlığını gözledi (Bolotin ve ark 

2005). Bu durum CRISPR/Cas 'ın birincil işlevinin yabancı DNA'nın degrerasyonu 

olabileceği ihtimalini düşündürdü. Yabancı bir DNA için bu sistemin özgüllüğü,  

bundan başka genom içinde korunan motiflerin keşfi ile birkaç yıl sonra 

aydınlatılmıştır. Hemen yukarı bölgedeki "protospacer'lar" ya da yabancı DNA 'daki 

hedef diziler korunmuştur ve bunlar protospacer ilişkili motif (PAM) olarak 

adlandırılırlar. Bu motifler Cas endonükleazların tercih ettiği hedeflerdir (Deveau ve 

ark 2008, Horvath ve ark 2008) ve sistem bununla kendi DNA 'sı ve yabancı DNA 

arasında ayrımı sağlar (Mali ve ark 2013). 2000'li yılların sonuna gelindiğinde ise 

tüm bu çalışmaların ışığında CRISPR 'ın önemi daha da artmıştır.  

 

 2010 yılına kadar, bakterilerde üç CRISPR sistemi tespit edilmiştir: Tip I, II 

ve III. Tip II CRISPR sistemi basit ve uygulanabilirliği diğerlerine göre daha kolay 

olduğundan, memeli hücrelerinde genom düzenleme için en çok tercih edilen sistem 

olarak karşımıza çıkmaktadır (Sapranauskas ve ark 2011) (Şekil 1.1). CRISPR 'a 

dayalı bağışıklık iki temel aşamadan oluşmaktadır: bağışıklık kazanma ve bağışıklık. 

Bağışıklık kazanma aşamasında Cas proteinleri (Cas1/Cas2) bir kompleks oluşturur 

ve yabancı, viral DNA 'yı keser  (Jiang ve ark 2015). Bu yabancı DNA daha sonra 

tekrarlayan aralayıcı birim olarak bakteriyel CRISPR lokuslarına dahil edilir. 

Yeniden enfeksiyonu takiben bağışıklık aşamasında, tekrarlayan aralayıcı birimler 

CRISPR RNA (pre-crRNA) oluşturmak için transkripsiyon gerçekleştirir. Cas9 

endonükleaz ve trans-aktive edici crRNA (tracrRNA, crRNA klavuzluğu için Cas9'a 

yardım eder) ilgili bölgeye bağlandıktan sonra crRNA bağlanır. Olgun crRNA-Cas9-

tracrRNA kompleksi oluştuktan sonra, RNA polimeraz tarafından parçalanır. Bu 

crRNA-Cas9-tracrRNA kompleksi yabancı hedef DNA 'nın tanınıp yok edilmesi için 

gereklidir. 
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Şekil 1.18. Bakterilerde CRISPR- aracılı immünitenin mekanizması 

 

Genom Düzenleme Teknolojisinin Evrimi 

2000 'lerin başında "genom düzenleme" kavramı ortaya çıktıktan sonra, 

çalışmalar transgenez ile sınırlı kaldı. Genom düzenleme kavramı 1980 'lerin 

sonlarında başladı: 1989 yılında, homolog rekombinasyon (HR) yoluyla, fare 

embriyonik kök hücrelerinde belli hedef genler üzerinde knock-out ve knock-in 

çalışmaları yapılmıştır (Capecchi 1989) (Şekil 1.2). HR 'nin memeli hücrelerinde 

oldukça seyrek görülmesinden ötürü, rekombinasyon frekansı düşüktür (her 3x104 

hücrede 1) ; ancak bu çalışma hedef genlerin belli şekillerde değiştirilebileceğini 

göstermiştir. Bazı hayvan hastalık modellerinde bu durum yetersiz kalınca, karmaşık 

ve daha verimli genom düzenleme araçlarına ihtiyaç duyulmuştur. Cre-lox 

teknolojisi, 1990 'ların başında en etkili gen düzenleme araçlarından biri haline 

gelmiştir çünkü bilim insanları hem zamansal hem de mekânsal olarak gen 
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ekspresyonunu kontrol etmeyi amaçlamışlardır (Orban ve ark 1992, Utomo ve ark 

1999). Cre lox, loxP denilen 34 bazlık bir lokusu tanıyan ve bölgeye spesifik bir 

endonükleaz olan Cre enzimini kullanır (Sauer 1998). Bu bölgelerde rekombinasyon 

istenilen genlerin knock-out edilmesini sağlar ve bu durum özellikle transgenik 

farelerin gelişimi için yararlı olmuştur. HR 'u kontrol etmek daha kolay olsa da, Cre-

lox sistemi loxP bölgeleri arasında genetik mesafe arttıkça etkinliğini yitirmiştir 

(Zhang ve Quan 2000). 

 

Şekil 1.19. Hedeflenmiş genom düzenleme ile DNA tamiri  

 

 Memeli hücrelerinde HR ile gen entegrasyonu nadir sonuçlandığından, 

genomda çift zincir kırıkları (DSB) önemli ölçüde rekombinasyonu artırabilir 

(Choulika ve ark 1995). DSB sonucunda, HDR ya da hata eğilimli homolog olmayan 

uç birleştirme (NHEJ) oluşumu gerçekleşir. Alternatif olarak, eğer verici DNA 

dizileri mevcutsa, çift zincir kırıkları knock-in ile sonuçlandırılan HDR ile tamir 

edilir (Bibikova ve ark 2002). Tüm bu stratejiler, ökaryot genomunu değiştirmek için 

yeni ve daha etkili yaklaşımların olduğunu göstermiştir. 
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Şekil 1.20. Genom düzenleme alanındaki gelişmeler 

 

 CRISPR 'dan ziyade, çift zincir kırıkları aracılı tamir sistemi kullanılarak 

daha etkili genom düzenleme teknikleri de vardır : çinko parmak domainleri (ZF) 

(Beerli ve ark 1998) ve transkripsiyon aktivatörü gibi efektörler (TALEs) (Boch ve 

ark 2009, Moscou ve Bogdanove 2009). Bu sistemlerin ikisi de, DNA bağlayıcı 

proteinler ve nükleaz aktivitesini kullanarak, bölgeye spesifik çift zincir kırıkları 

oluşturabilirler. Bu etkili yöntemlerin ikisi de protein mühendisliği kapsamında geniş 

uzmanlık gerektirmiş ve çoğu laboratuvarda kullanımının zor olması araştırmacıları 

sıkıntıya düşürmüştür (Perez-Pinera ve ark 2013). 

 

 2013 yılında, CRISPR/Cas9 genom düzenleme aracı olarak kullanılmaya 

başlanmıştır. S.thermophilus ve S.pyogenes (SpCas) 'de tip II CRISPR 'ın gözlenmesi 

bu olgunun, memeli genom düzenlemesi için kullanılabileceği fikrini doğurdu (Cong 
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ve ark 2013, Mali ve ark 2013). Diğer memeli hücrelerinde de bu sistemi uyarlamak 

için, iki ayrı vektör sistemi optimize edilmiştir (Mali ve ark 2013). Sistemin iki temel 

bileşeni Cas9 endonükleaz ve crRNA-tracrRNA kompeksidir, bu kompleks birlikte 

ifade edildiğinde hedef DNA sekansı üzerinde etkilidir. Bileşenlerden crRNA ve 

tracrRNA kimerik bir formda kılavuz RNA (gRNA) oluştururlar ve hedef genler için 

Cas9 da sisteme dahil olur (Jinek ve ark 2012). Bu bileşenlerin daha sonra 

transfeksiyon veya lentiviral transdüksiyon ile memeli hücrelerine verilmesi 

mümkündür. 

 

 

Şekil 1.21. Memeli hücrelerinde genom düzenleme için CRISPR / Cas sistemi 

 

CRISPR Genom Düzenleme Aracının Avantajları 

CRISPR 'ın birçok laboratuvarda kolayca denenebilir olması ve memeli 

hücreleri için uyarlanabilmesi genom düzenlemede devrim yaratmıştır. 

CRISPR/Cas9 'un aksine ZF ve TALE nükleazlar hedef alınan her gen için protein 

mühendisliği gerektirir. Hâlbuki CRISPR sistemi sadece birkaç basit DNA bileşenini 

gerektirir: gRNA, Cas9 ve eğer ilgili bölgeye knock-in yapılacaksa HR için donör 

DNA dizileri. Buna ek olarak CRISPR sistemi kullanılarak birden fazla gen aynı 

anda düzenlenebilir. 
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Çizelge 1.4. TALENs, ZFNs ve CRISPR / Cas arasındaki önemli farklar  

 

 TALEN 

(transkripsiyon 

aktivatör 

benzeri effektör 

nükleazlar) 

ZFN 

(çinko parmak nükleazlar) 
CRISPR/Cas 

Hedef Protein: DNA Protein: DNA (gRNA-Cas9): DNA 

Yapı DNA bağlayıcı 

domainleri içeren 

proteinler spesifik 

DNA dizilerini tanır. 

ββα konfigürasyonunda olan 

çinko parmak DNA bağlama 

motifleri, DNA'daki 3 bazlık  

α-sarmal segmentleri tanır. 

20 nt 'lik crRNA ile 

kaynaşmış tracrRNA 

ve Cas9, DNA 

dizilerindeki spesifik 

bazları tanır. 

Dizayn 

Zor: 

-Her gen dizisi için özel bir proteine ihtiyaç vardır. 

-Uygulama verimi ve etkinlik düşüktür. 

Kolay: 

-gRNA ve Cas9 

vektör sistemi hepsi 

bir arada bulunur. 

-Çok sayıda gen 

düzenleme 

mümkündür. 

(Beerli ve ark 1998, Boch ve ark 2009, Moscou ve Bogdanove 2009, Cong ve ark 

2013, Gaj ve ark 2013, Mali ve ark 2013, Perez-Pinera ve ark 2013, Jiang ve ark 

2015) 
 

CRISPR Genom Düzenleme Özgünlüğünün Geliştirilmesi 

 Birkaç sistematik çalışma deneysel olarak gRNA verimliliğini ve 

özgüllüğünü yöneten kuralları belirlemek için gerçekleştirilmiştir. Bir çalışmada 6 

fare ve 3 insan geni üzerinde (toplamda 1841 sgRNA kullanılarak) tüm olası 

hedeflenebilir bölgelere bakılmış, antikor boyama ve akış sitometri kullanılarak 

analiz edilmiştir. Sonuçlar gen düzenlemenin ve sgRNA 'nın geliştirilmesi için bir 

model olarak kullanılmıştır (Doench ve ark 2014). Artık günümüzde birçok gRNA 

dizayn aracı vardır örneğin; http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-
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tools/sgrna-design adresi üzerinden istediğiniz hedef gen bölgesi için en uygun 

skorlu gRNA 'yı seçebilirsiniz. 

 Daha yakın tarihli bir çalışmada, ~1400 genomik lokus için farklı insan hücre 

tiplerinde, iki farklı Cas9 (S. Pyogenes ve S. Thermophilus) ve PAM dizileri 

kullanılarak gerçekleştirildi; bu çalışmada sadece nükleotid dizileri değil, aynı 

zamanda epigenetik olarak da gRNA verimliliği değerlendirildi (Chari ve ark 2015). 

Bu sonuçlar güçlü ve interaktif bir araç olarak düzenlendi ve 

http://crispr.med.harvard.edu/sgRNAScorer adresi üzerinden erişime açık hale 

getirildi. 

 20 nükleotit uzunluğundaki gRNA dizisi genom boyunda nadir olarak birden 

fazla bölgeyle %100 homoloji gösterebilir. sgRNA-Cas9 kompleksleri hedef içinde 

yanlış eşleşmeleri tolere edebilir. Cas9, rehberi ile bir uyumsuzluk halinde olsa bile 

genom boyunca birçok farklı yere bağlanabilir fakat enzim sadece rehberi ile uyumlu 

olduğu bölgelerde çift zincir kırıkları yaratır (Kuscu ve ark 2014). Yine gRNA 

üzerinde 5 ya da daha fazla eşleşmeyen bölge olduğunda da çift zincir kırıklarına 

rastlanmıştır (Tsai ve ark 2015). Bu nedenle, modifiye CRISPR/Cas9 sistemlerinin 

spesivitesini artırmaya yönelik çalışmalar gün geçtikçe artmaktadır. 

 gRNA/Cas9 'un hedef bölgeye özgüllüğünü arttırmanın bir diğer yolu da 

yakın hedef bölgeler için bir çift gRNA dizayn etmektir. Feng Zhang ve Keith Joung 

'un laboratuvarlarında bu stratejiyi geliştirilmeye dair çalışmalar yapılmıştır. Zhang 

ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalarda, RuvC 'nin katalitik domaininde aspartattan 

alenine kadar (D10A), Cas9n 'un çift zincir kırıkları yerine tek zincir kırıkları 

meydana getirdiğini gözlemlemişlerdir. Yakın mesafedeki iki lokus nikaz mutant 

Cas9 (Cas9n) ile hedeflenebilir fakat Cas9n etkili bir şekilde çentik (nick) yerine tek 

zincir DNA kırıklarına sebep olur. Uygun şekilde gRNA çiftleri Cas9n 'e rehberlik 

eder, aynı zamanda hedef lokusta çift zincir kırıkları oluşmasına yardım eder. Bu 

yüzden hedef bölgeyi tanıma özgüllüğünü arttırır. Her gRNA hedef dışı bölgelere de 

bağlanma eğiliminde olabilir, ancak genom boyunca Cas9n bu yerlerde sadece tek 

zincir kırıklarına neden olur. Tek zincir kırıkları tercihen NHEJ yerine indel 

mutasyon sıklığını azaltan HDR ile onarılır.  

 

 Başka bir strateji ise spesifiteyi artırmak için gRNA üzerine odaklanmıştır. 20 

nükleotitlik bölgeler başlangıçta kullanılmasına rağmen, yanlış eşleşmeler 3' uçta 

sıklıkla tolere edilmektedir. Joung 'un laboratuvarındaki araştırmacılar 17 veya 18 
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nükleotidlik gRNA 'ları tamamlayıcılık yönünden yeterli bulmuş ve hedef bölgeleri 

NHEJ veya HDR vasıtasıyla yapılan tamir sonrasında mutajenik etkileri azalttığını 

gözlemlemişlerdir (Fu ve ark 2014). Bu kesilmiş gRNA 'lar (tru-gRNA), WT SpCas9 

ya da RNA-Fok1 nükleaz ile farklı kombinasyonlarda kullanılabilir (Wyvekens ve 

ark 2015).  

 

 

Şekil 1.22. Nikaz ya da RFN aracılığıyla spesivitenin artırılması 

 

 Cas9 'un genomda hedef dışı bölgelere bağlanmasının konsantrasyonla 

bağımlı olduğu gözlenmiştir (Wu ve ark 2014). Saflaştırılan Cas9 proteini, bir 

ribonükleoprotein (RNP) oluşturulması için in vitro olarak gRNA ile kompleks 

oluşturabilir ve kromozomal DNA parçalara ayrıldıktan hemen sonra hücreler hızlıca 

bozulabilir, hedef dışı etkiler azaltılabilir. RNP 'ler etkin insan fibroblast ve 

pluripotent kök hücreleri gibi zor transfekte edilen hücrelere verilebilir. Bir başka 

avantajlı durum ise, RNP 'lerin aktarılmasında plazmid transfeksiyonu ile hücreler 

daha az stresli hale getirilebilir (Kim ve ark 2014). 
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gRNA  & Cas9 Teslim Verimliliğinin Artırılması 

 Biyomedikal araştırmalar için en yaygın kullanılan model sistemlerden 

bazıları, primer memeli hücre kültürleri ya da zor transfekte olan hücre hatlarıdır; 

lipofeksiyon veya elektroporasyon yoluyla transfeksiyon verimi oldukça düşebilir. 

Lentiviral vektörleri bu hücre tipleri için tercih edilmektedir (Şekil 1.6). 

 

 

 

Şekil 1.23. LentiCRISPRv2 bir arada vektör sistemi, hücre hatlarında kararlı Cas9 

ekspresyonu oluşturmadan herhangi bir hücre tipinde CRISPR ile gen düzenlemeyi 

sağlar. 

 

Şekil 1.24. İkili vektör sistemi, pLentiCas9-Blast ve takiben pLentiGuide-Puro ’nun 

ardışık transdüksiyonu gerçekleştirildiğinde, LentiCRISPRv2 ’ye göre 10 kat daha 

yüksek verim gösterdiği tespit edilmiştir. 
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 CRISPR/Cas9 sisteminin bileşenleri in vivo ortamda, modifiye edilmiş viral 

vektörler ya da herhangi bir sayıda viral olmayan ilaç teslim sistemleri kullanılarak 

aktarılabilir. Modifiye edilmiş rekombinant adeno-bağlantılı virüsü (rAAV) 

parçacıkları, in vivo gen sağlanması için tercih edilen bir araçtır fakat SpCas9 gen 

büyüklüğü >4 kb olduğu için AAV vektörlerinin tipik olarak taşıyabileceği yük 

sınırını aşmaktadır. Bu duruma bugüne kadar geliştirilen çözümler şunlardır: 

 

 Cas9 ifade eden transgenik hayvan hatları oluşturmak için, yapısal ya da 

uyarılabilir bir şekilde, deney zamanında sadece gRNA 'lar ve gerekli 

indükleyiciler aktarılabilir (Platt ve ark 2014). 

 Bölünmüş inteinler kullanılarak, bölünmüş Cas9 sistemi geliştirilebilir 

(Truong ve ark 2015). 

 Diğer türlerden daha küçük olan, Cas9 ortologları kullanılabilir örneğin; 

Staphylococcus aureus (SaCas9) gibi tek bir AAV vektörü içine tek bir 

gRNA ekspresyon kaseti ile paketlenebilecek kadar küçüktür (Ran ve ark 

2015). 

 

 

CRISPR Genom Düzenleme Tekniğinin Uygulanabilirliğini Genişletme 

 

CRISPR genom düzenleme tekniğine ait başlangıçta uygulanan protokoller 

bazen hedef bölge için sınırlayıcı olmuştur. SpCas9 enziminin işlevini yerine 

getirebilmesi için, ~ 20 nükleotitlik kısım sonunda PAM dizilerinin "NGG" varlığına 

ihtiyaç duyar. gRNA ekspresyonu tipik olarak U6 insan pol III promotorü tarafından 

guanin (G) nükleotitinden transkripsiyonla başlatılır ve devam ettirilir. Bu nedenle, 

U6 desteği ile sürdürülecek SpCas9 bağımlı gRNA 'lar, ilgili gen bölgesinde 

GN19NGG modeline ihtiyaç duyar.  

 

 CRISPR aracılı genom düzenlemenin olanaklarını genişletmek için bir başka 

strateji de, farklı promotorlar kullanarak gRNA ekspresyonunu başlatmaktır. H1 

promotorü A veya G 'den transkripsiyonu başlatabilir, bu nedenle H1 bağımlı gRNA 

'lar AN19NGG ya da insan genomunun %15 'ini oluşturan GN19NGG modellerini 

kullanarak hedef bölgeye ulaşabilir. gRNA ekspresyon kasetindeki bu küçük 
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değişiklik sayesinde ökaryotlardaki ve özellikle de insanlardaki hedeflenebilir bölge 

sayısı iki katına çıkartılmıştır. 

 

 Bir başka strateji de, SpCas9 için NGG yerine farklı PAM dizilerini 

kullanmaktır. Bu yaklaşım alternatif PAM dizilerini tanıyan yeni Cas mutantlarını 

protein mühendisliğinden faydalanarak oluşturmaktır (Kleinstiver ve ark 2015). 

Yapısal bilgilerin kullanıldığı bu özenli süreçte araştırmacılar, alternatif PAM 'ların 

tanıyabileceği birkaç mutant Cas9 enzimi geliştirmişlerdir. Yalnız NGG PAM 

dizileri %50 'den fazla bölgede hedeflemeye izin verirken, yeni oluşturulmuş Cas9 

nükleazlar NGA ve NGCG içeren PAM dizilerinden tanıma yaparlar. Buna ek 

olarak, yeni tasarlanmış Cas9 'ların wt SpCas9 'a kıyasla hedef dışı bölgelerde 

aktivitesinin düşük olduğunu gösteren veriler de vardır. 

 

Cas9 Ekspresyonunun Düzenlenmesi 

 Sadece belirli zamanlarda veya belirli dokularda Cas9 'u aktif hale 

getirebilmek için, çeşitli araştırma grupları tarafından uyarılabilir ya da koşullu 

CRISPR / Cas9 sistemleri tasarlanmıştır. Örneğin genom düzenlemenin mekânsal ve 

zamansal kontrolü photoinducible dimerizasyon domaini ile birleştirilebilen photo-

activatable Cas9 (paCas9) kullanılarak gerçekleştirilebilir. Mavi ışığa tabi 

tutulduğunda paCas9 dimerleşir ve aktive olur, aktif uyaran mevcut olduğu sürece 

NHEJ ve HDR aracılığıyla hedeflenen genom dizileri düzenlenebilir (Kleinstiver ve 

ark 2015). 

 

 Dokuya spesifik genom düzenleme kapsamında, Cas9 sentezlenmesini 

başlatmak için dokuya-özgü promotorlar kullanılabilir. Birçok fare soyunda dokuya 

özgü özel promotorların kontrolü altında, Cre rekombinazın kararlı bir şekilde 

ekspresyonu geliştirilmiştir. gRNA aktarımı sırasında doku spesifik genom 

düzenlemeyi etkinleştirmek için CRE güdümlü Cas9 kaseti bulunduran farelerde bu 

ekspresyon kolayca gerçekleştirilebilir (Platt ve ark 2014). Kalıtsal dokuya spesifik 

Cas9 ekspresyonu fareler dışında, zebra balıkları (Ablain ve ark 2015, Yin ve ark 

2015), Ciona intestinalis (Stolfi ve ark 2014), ve Drosophila (Xue ve ark 2014) da 

dahil birçok türden sağlanmıştır. Doku spesifik promotorların in vivo aktarımdan 

sonra AAV 'ler ile enfekte edilerek, Cas9 aktivitesi sınırlandırılabilir (Cheng ve ark 

2014). 
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1.3.2. Uygulama İçine CRISPR Yerleştirme: İş Akışları ve Vaka Çalışmaları 

 CRISPR gen düzenleme tekniği kullanılarak, modifiye klonal hücre hatları 

gRNA tasarım aşamasından başlayarak 2-3 hafta içinde elde edilebilir. Transgenik 

hayvan suşları tek bir nesil olarak değerlendirilebilir ve klinik açıdan önemli hayvan 

modellerinde hastalık, in vivo somatik mutasyon ile oluşturulabilir. 

 

gRNA Dizaynı ve Ekspresyon Yapılarının Oluşturulması  

 CRISPR / Cas9-aracılı gen düzenleme gerçekleştirmek için ilk önce 

kullanılacak olan nükleaz (WT SpCas9, Cas9D10A ile eşleştirilmiş-nikaz gibi) 

seçilmelidir. gRNA dizilerine veritabanlarından uygun nükleazlar da seçilebilir. 

 

Gen dizisi analizi  

İlgili bölgenin konak canlı hücre hattında ya da hayvan modellerinde dizi 

analizi yapılması önerilir. Ayrıca NCBI refseq üzerinden de doğru eşleşmeler kontrol 

edilebilir. 

 

Knock-out çift zincir kırıkları için gRNA dizaynı 

 Zıt yönlerde başlangıçtaki ekzonlara dizayn edilmiş gRNA 'lar düzgün 

ekspresyona zarar verirken, proteinlerin ekspresyon şansını da azaltmış olurlar. 

Alternatif olarak, fonksiyonel bölgeyi hedefleyen bir kayıpla da mutasyon 

oluşturulabilir.  

 

Eşleştirilmiş nickase kılavuzları tasarımı 

 Cas9n ile kullanım için gRNA, 5' uçlarından 0-20 nükleotit boyunca hedef 

bölgeye göre dizayn edilmelidir ve PAM dizileri arasında her iki iplik 

değerlendirildiğinde 40-60 nükleotitlik mesafe bulunmalıdır. 

 

Knock-in için gerekli yapıların dizaynı  

 Homolog rekombinasyonda WT Cas9, Cas9 'dan daha etkilidir ; hedef dışı 

aktivite riskini azaltabilmek adına eşleştirilmiş nickase stratejisi kullanılabilir fakat, 

Cas9 nikaz 'ın tercih edildiği durumlarda HDR etkinliği hücre tipine oldukça 

bağımlıdır (Ran ve ark 2013). Genomda spesifik bir değişiklik yapıldığında, mesela 
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bir nokta mutasyonuna bağlı olarak protein ürünü değiştiğinde,  Cas9 ile bu bölgede 

çift zincir kırıkları oluşturulabilir fakat, HDR için kullanılabilir bir donör şablona 

ihtiyaç vardır. HDR şablonları plazmidler ya da tek zincirli oligo nükleotitler 

(ssODN) halinde verilebilir. Başarılı HDR 'lerin tespit edilmesi ve knock-in 

etkinliğinin ölçülmesine yardımcı olmak için, donör şablonları genellikle donör ve 

wild tip diziler arasındaki farklılıkları ortaya koyacak şekilde tasarlanmalıdır. 

Başarılı HDR 'den sonra donör şablonları ve genomik DNA 'nın bölünmesini 

engellemek için, donör şablonları PAM dizisindeki mutasyonlarla dizayn edilmelidir. 

 

gRNA ve Cas9 Yapılarını Oluşturma  

 Kılavuz RNA tasarlandıktan sonra, sentez için seçilen vektörün içine 

klonlanması gerekir. Seçilen plazmid vektörü, aktarım metoduna ve konakçıya uygun 

olmalıdır. (Çizelge 1.5) 
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Çizelge 1.5. gRNA & Cas9 için farklı konakçılarda aktarım metotları  

 

Konakçı Aktarım Metodu 

Memeli Hücreleri 

 DNA plazmidlerinin lipofeksiyon-bazlı 

transfeksiyonu 

 DNA plazmidlerinin ya da RNP 'nin 

elektroporasyonu 

 DNA plazmidlerinin lentiviral transdüksiyonu 

Mikrobiyal Organizmalar  Uyumlu hücrelere plazmidlerin transformasyonu 

Bitkiler 

 Agrobacterium aracılığıyla sgRNA ve Cas9 

vektörlerinin transformasyonu 

Fare: 

Kalıtsal mutasyonlar 

 Embriyolar içine direkt enjeksiyon 

 Zigotlara elektroporasyon 

Fare: 

Yetişkin somatik dokuda 

mutasyonlar 

 İlgili dokuya AAV  'nin direkt enjeksiyonu 

Maya 

 Galaktoz ile başlatılan Cas9 ve plazmidlerin 

elektroporasyonu 

 

(Zhou ve ark 2000, Cong ve ark 2013, DiCarlo ve ark 2013, Mali ve ark 2013, Cheng 

ve ark 2014, Guo ve ark 2014, Maddalo ve ark 2014, Shalem ve ark 2014, Jiang ve 

ark 2015, Pyne ve ark 2015, Qin ve ark 2015, Schumann ve ark 2015, Wang ve ark 

2015) 

 

Hedef Hücrelere CRISPR Reaktiflerinin Aktarılması 

 

 Hassas genom düzenleme tekniği olan CRISPR/Cas9 teknolojisinin birçok 

hücre hattında, C. elegans (Friedland ve ark 2013, Waaijers ve ark 2013), Xenopus 

tropicalis (Guo ve ark 2014), bitkiler (Jiang ve ark 2015), ve hatta maymunlarda 

(Niu ve ark 2014) bile başarılı olduğuna dair kanıtlar vardır. Hedef organizmada 
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temel bileşenler benzer olsa bile aktarım metotu yaygın olarak değişir ve konakçı 

için en uygun vektörün seçilmesi kritik bir öneme sahiptir. 

 

In vitro genom düzenleme 

 Kolay transfekte olan hücre hatları için, gRNA ve Cas9 kodlayan plazmidler 

lipofeksiyon yoluyla, yüksek verimlilikle, aktarılabilir. CRISPR plazmidleri, tipik 

olarak bir antibiyotik direnç kazandıran genler gibi, FACS için seçilmiş markırları 

floresan proteinleri içerir. Zor transfekte edilen hücre hatları veya birincil hücreler 

için, lentiviral vektörler tercih edilir. gRNA, Cas9 nükleaz kodlayan ve çok değişik 

özelikler ile tek bir birimden oluşmuş plazmid aracılığıyla ya da ayrı bir plazmidle 

zaten Cas9 eksprese eden hücrelere aktarılabilir. Alternatif olarak ise, gRNA, bir 

PCR tarafından oluşturulan U6-sgRNA ekspresyon kasetlerinin ekspresyonu yoluyla 

aktarılabilir. Bölünme etkinliği, gRNA plazmidden eksprese olurken tipik olarak 

daha düşüktür; bununla birlikte,  PCR ile üretilen kasetlerden eksprese edilen gRNA 

'ların etkinlik ve özgüllük bakımından karşılaştırılarak en uygun olanının bulunması, 

pSpCas9 içine klonlanmadan önce tespit edilebilir (Ran ve ark 2013). 

 

1.3.3. CRISPR Genom Düzenleme Tekniğinde Güçlü Yeni Bulgular  

Nöroloji 

 Müsküler distrofi için yeni bir rat modeli ile yeni bir tedavi hedeflenmiştir. 

Musküler Distrofi, kalp kası etkilediği zaman ölümcül olan, distrofin proteininin 

kaybı ile ilişkili bir durumdur. Uygun hayvan modellerinin eksikliği terapötik 

keşifleri zorunlu kılmıştır. Ancak, Nakamura ve arkadaşları tarafından yapılan 2014 

yılındaki son çalışmada, CRISPR/Cas knock-out ratlarda distrofin geni (DMD) 

amaçlanmıştır (Nakamura ve ark 2014). 

 

Kanser biyolojisi  

 Yeni tümör baskılayıcı genler ve beyin tümörleri için yeni hayvan 

modellerinde CRISPR/Cas tanımlanmıştır. Tümör baskılayıcı genlerdeki 

mutasyonların genelde kanseri ilerletir dolayısıyla, transformasyonlar için hayvan 

modelleri geliştirmek uzun zaman almıştır. Bu sorunu çözmek için, Zuckermann ve 

arkadaşları 2015 yılında, somatik Hedgehog (Shh) sinyal yolağında genlerin 

fonksiyon kaybı mutasyonlarını indüklemek için CRISPR/Cas kullanmışlardır. 
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Önceki çalışmalarda araştırmacılar, SHH yolağının beyindeki nöral sinir hücrelerinin 

proliferasyonunu düzenlediğini ve aksi durumlarda malign beyin tümörlerine yol 

açtığını tespit etmişlerdir. Tüm bu sonuçlar şunu gösterdi: CRISPR /Cas tekniği ile 

başarıyla, beyin hücrelerinin proliferasyonunu değiştiren ve fonksiyon kaybına neden 

olan mutasyonlar için ilgili beyin tümör modelleri geliştirilebilir. 

 

Aşılar/viroloji 

 CRISPR/Cas tekniği ile T hücre mühendisliği HIV için yeni bir terapötik 

strateji geliştirmeyi hedeflemiştir. Başarılı bir şekilde T hücre düzenlemesi geçmişte 

zorlu olduysa da, Schumann ve arkadaşları 2015 yılında CRISPR/Cas aracılığıyla 

CXCR4 genini knock-out etmeyi başarmış ve bu durumun HIV hücrelerini enfekte 

etmek için kullanılabilecek yardımcı reseptör olabileceğini rapor etmişlerdir. Bu 

teknolojiyi kullanarak, araştırmacılar CD4+ T hücrelerinin yaklaşık %40 'ında gRNA 

ribonükleazların başarıyla genom düzenlemeye imkân sağladığını belirtmişlerdir. 

 

Bitki biyolojisi 

 CRISPR/Cas tekniği pirinçlerde de başarılı bir şekilde uygulanmıştır. 

Hedeflenen mutagenez bitkilerde gelişmekte olan birçok işlevden sorumludur. Ancak 

mutasyon frekansları türler arasında aktarım açısından oldukça farklılık 

göstermektedir. Birçok gRNA ve Cas kullanılarak etkinliği bitkilerde kanıtlanmıştır 

(Mikami ve ark 2015). Bu çalışmada MMCas9 ve FFCas9 vektörlerinin pirinç için en 

yüksek verimli vektörler olduğu gösterilmiştir.  

 

İmmünoloji 

 Burun bölgesinde bulunan solunum hava yolarındaki epitel hücrelerinde, 

MUC18 geni yeni bir pro-inflamatuar işlevi ortaya koymaktadır. Birincil hücre 

hatlarında genom düzenleme ile kalıcı bir değişiklik oluşturulabilir; bununla birlikte 

CRISPR/Cas tekniği ile MUC18 geninde knock-out gerçekleştirildiğinde, bu genin 

tümörün metastazında ne kadar rolü olduğu da ortaya koyulmuştur. Bu çalışmada, 

viral ve bakteriyel uyaranlara maruz kaldıktan sonra, MUC18 geninin solunum yolu 

epitelinde bir pro-inflamatuvar bir rolünün olduğu kanıtlanmıştır (Chu ve ark 2015). 
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1.3.4.CRISPR ’ın Geleceği 

CRISPR/Cas ’un memeli hücreleri, mikroplar ve hayvan modellerinde 

kullanımı, kolaylığı ve geniş bir alanda uygulanabilirliği, genom düzenlemede bir 

devrim yaratmıştır. CRISPR, gen fonksiyonlarını anlayıp analiz etmekle kalmamış 

aynı zamanda, tıbbi endüstri için de yeni bir reform olmuştur. Erişilebilir genom 

düzenleme teknikleri ile kalıtsal bozukluklar ya da hastalıklardan sorumlu genetik 

mutasyonlar düzeltilebilir ve aynı zamanda büyük ölçekli üretimle yeni ilaçların 

taranması da sağlanabilir (Doudna ve Charpentier 2014). Buna ek olarak, 

CRISPR/Cas sistemi ile kodlama yapan ve yapmayan bölgelerde aktivasyon ya da 

baskılama gerçekleştirebilirsiniz. 

 

CRISPR sistemi memeli ve mikrobiyal gen düzenlemede uygulanmıştır, fakat 

hala geliştirilmeye ihtiyacı vardır. Cas9 ’un DNA ’ya bağlanma mekanizması gibi, 

daha etkin Cas9-gRNA yapıları tasarlanabilir (Sternberg ve Doudna 2015). Bazı 

memeli hücre tipleri için Cas9 ’un aktarımı hala engel oluşturmaktadır. Daha küçük 

Cas9 varyantlarının tasarımı ile hücrelere aktarılması ve kullanımının genişletilmesi 

gerçekleştirilebilir. 

 

Bu gelişmelerin ışığında ne olursa olsun, CRISPR/Cas sisteminin biyolojik 

bilimlerde önemli roller oynadığı açıktır. CRISPR/Cas gen düzenleme teknolojisinin, 

en kolay ve en heyecan verici genom düzenleme tekniği olmasının yanı sıra, gelecek 

nesil bilim insanlarının çalışmaları için de güçlü bir başlangıç olacağına dair hiçbir 

şüphe yoktur. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Hücre Kültürü 

           Bir cilt kanseri hastasından köken almış tümör hücrelerinden oluşan, wildtype 

B-Raf ve mutant N-Ras'ları (Q61K) eksprese eden bir melanom hücre hattı olan SK-

MEL-30 Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell 

Cultures (DSMZ; Almanya) ’den temin edilmiştir. Dondurulmuş hücreler önce 37°C 

de su banyosunda çözüldükten sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapılarak 

çöktürülmüştür. Ardından hücre pelleti steril 1X Phosphate-buffered saline (PBS; 

Sigma-Aldrich, ABD) ile bir kez yıkamış ve tekrar aynı santrifüj koşullarında 

çöktürülmüştür.  SK-MEL-30 hücreleri %10 fetal bovine serum (FBS; Sigma-

Aldrich, ABD), %1 L-glutamin ve %1 antibiyotikli (Penicilin/Streptomisin 1:1; 

Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) Dulbecco's Modified Eagle's medium 

(DMEM; Sigma-Aldrich, ABD) kültür vasatında, T25 kültür flasklarında 37°C’de 

%5 CO2’li etüvde inkübasyona bırakılarak steril koşullarda kültüre edilmiştir. 

Tutunan ve sağlıklı çoğalan hücrelerin kültür ortamı 2-3 günde bir 1 X PBS 

ile yıkandıktan sonra taze kültür vasatı ile değiştirilmiştir. Hücreler T25 kültür 

flaskında %90-%95 ’lik yüzey alanını doldurduktan sonra 5 veya 10 ml steril 1 X 

PBS ile yıkanmıştır. Ardından %0,25 2 ml Trypsin-Etilendiamin tetra asetik asit 

(Trypsin-EDTA; Sigma-Aldrich, ABD) ile muamele edilmiştir. Flask 5 dakika 

37°C’de inkübe edildikten sonra invert mikroskop ile hücrelerin kaldırılması 

incelenmiştir. Tripsin enziminin inaktivasyonu için en az iki kat hacimde (4ml) 

kültür medyumu flaska eklenmiştir ve hücre solüsyonu 15 ml’lik falkon tüplere 

aktarılmıştır. Sonra hücre solüsyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapılarak 

çöktürülmüştür. Hücre pelleti 1 ml kültür medyumu içinde çözdürülüp bir hücre 

süspansiyonu elde edilmiştir. 

2.1.1. Hücre Sayımı  

Oluşturulan hücre süspansiyonundan 100 μl alınıp 1,5 ml’lik ependorf tüpe 

aktarılmıştır ve üzerine dilüsyon faktörü 2 olmak üzere 100 μl %0,4 trypan blue stain 

(Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) boya solüsyonu eklenmiştir. Nazikçe pipetaj 

yapıldıktan sonra boyanmış hücre süspansiyonu 5 dakika oda ısısında inkübe 

edilmiştir. Daha sonra Thoma lamına 20 μl boyanmış hücre süspansiyonundan 
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yüklenmiş ve canlı hücreler invert mikroskop altında sayılmıştır. Toplam, canlı ve 

ölü hücre sayısı aşağıdaki formül uygulanarak hesaplanmıştır: 

 

2.1.2. Hücrelerin Dondurulması ve Saklanması 

 %10 Dimetil sülfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich, ABD) ve %90 taze kültür 

vasatı (%20 FBS, %1 L-glutamin, %1 Penicilin/Streptomisin, DMEM) karıştırılarak 

dondurma medyumu elde edilmiştir. Mililitrede 106 ya da 107 hücre olacak şekilde 

hücre pelleti dondurma medyumu ile karıştırılmıştır ve cryotüplere dağıtılmıştır. 

Daha sonra bu cryotüpler önce +4 °C’de, sonra -20 °C’de bekletilerek soğuk ortama 

adapte edilmiştir ve -80 °C’de saklanmıştır. 

2.2. CRISPR Dizayn 

CRISPR/Cas9 genom düzenleme metodu kullanılarak SK-MEL-30 hücre 

hattında NRAS Q61K mutasyonu hedef alınmıştır. Bunun için öncelikle NRAS geni 

NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritabanından çekilip 

(NM_002524), ekzonların genin hangi bölgesinde yer aldığı ve Q61K mutasyon 

bölgesinin lokalizasyonu tespit edilmiştir. 

  

 

Şekil 2.1. NRAS geni ekzon bölgeleri ve Q61K mutasyonu lokalizasyonu 

 

 

 

1 ml’de hücre sayısı = sayılan bölgelerin ortalama sayısı × dilüsyon faktörü × 104 
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2.2.1.  gRNA Dizaynı 

NCBI veritabanı üzerinden yapılan analizlerde Q61K mutasyonunun 

ekzon3’te yer aldığı ve herhangi bir intronik bölge ile komşu olmadığı 

gözlemlenmiştir. GeCKO sgRNA kütüphanesine bakarak ilgili mutasyonu içeren 

NRAS ekzon3 sekans dizisine göre gRNA dizaynı yapılmıştır. Bu gRNA’ların sekans 

üzerinde hangi bölgelere tekabül ettiğine bakılmıştır. PAM sekans (NGG) varlığı 

kontrol edilmiştir. LentiCRISPR v2 sistemi kullanılarak knockout için, off-target 

etkinliğinin en az olduğu aşağıdaki Çizelgede yer alan gRNA çiftlerine karar 

verilmiştir. Klonlama için gRNA sekanslarının 5’ ve 3’ bölgelerine restriksiyon 

enzim kesim bölgeleri eklenmiştir. 

Çizelge 2.1. LentiCRISPR v2 sistemi için dizayn edilen gRNA çiftleri. 

NRAS_g1_Forward 

 

caccgCTTCGCCTGTCCTCATGTAT 

 

NRAS_g1_Reverse 

 

aaacATACATGAGGACAGGCGAAGc 

 

NRAS_g2_Forward 

 

caccgAACCTGTTTGTTGGACATAC 

 

NRAS_g2_Reverse 

 

aaacGTATGTCCAACAAACAGGTTc 

 

NRAS_g3_Forward 

 

caccgCAATACATGAGGACAGGCGA 

 

NRAS_g3_Reverse 

 

aaacTCGCCTGTCCTCATGTATTGc 
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Şekil 2.2. Dizayn edilen gRNA çiftleri ve PAM dizilerine göre konumları. 

FokI endonükleaz enzimi kullanılarak gerçekleştirilecek knockout için, off-

target etkinliğinin en az olduğu aşağıdaki Çizelgede yer alan gRNA çiftlerine karar 

verilmiştir. Klonlama için gRNA sekanslarının 5’ ve 3’ bölgelerine yine restriksiyon 

enzim kesim bölgeleri eklenmiştir. 
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Çizelge 2.2.  FokI endonükleaz sistemi için dizayn edilen gRNA çiftleri. 

Middle_Forward 

 

AGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT

ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCA

CTGCCGTATA 

 

Middle_Reverse 

 

TGCCTATACGGCAGTGAACGCACCGACTCGGTGCCAC

TTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTT

GCTATTTCT 

 

Left_NRAS_g13_

Forward 

 

gcagATCCAGTATGTCCAACAAACgttttag 

 

Left_NRAS_g13_

Reverse 

 

agctctaaaacGTTTGTTGGACATACTGGAT 

 

Right_NRAS_g5_

Forward 

 

ggcagCCATGAGAGACCAATACATG 

 

Right_NRAS_g5_

Reverse 

 

aaacCATGTATTGGTCTCTCATGGc 

 

Left_NRAS_g1__

Forward 

 

gcagCTTCGCCTGTCCTCATGTATgttttag 

 

Left_NRAS_g1__

Reverse 

 

agctctaaaacATACATGAGGACAGGCGAAG 

 

Right_NRAS_g12

_Forward 

 

ggcagCAATAATAGCAAGTCATTTG 

 

Right_NRAS_g12

_Reverse 

 

aaacCAAATGACTTGCTATTATTGc 

 

 

2.2.2. Uzun Donör Dizilerin Dizaynı 

Mutasyon içeren bölgede knockout işlemi yukarıda dizayn edilen gRNA 

çiftleri sayesinde gerçekleştirilmiştir. Ardından bu mutasyonun düzeltilmiş haliyle 

dizayn edilen donör dizi, kırık olan bölgeye homoloji ile yönlendirilen tamir sistemi 

(HDR) yardımıyla entegre olmuştur. Donör dizi dizayn edilirken, nokta mutasyonuna 

neden olan baz, NCBI’da yer alan orijinal sekans bilgisindeki baz ile değiştirilmiş ve 

diziyi hücre içinde Cas9 endonükleaz enziminden korumak için sessiz (sinonim) 

mutasyonlar donör diziye yerleştirilmiştir. 
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Çizelge 2.3. NRAS Q61K mutasyonunu HDR yardımıyla düzeltmeye yönelik dizayn 

edilen donör diziler. 

ssODN(NRAS_

Q61)_g2/g13g5 

 

 

TGCTCCTAGTACCTGTAGAGGTTAATATCAGCAAATGACTT

GCTATTATTGATGGCAAATACACAGAGGAAGCCTTCGCCT

GTCCTCATGTATTGATCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTTGT

CCAGCTG 

 

 

ssODN(NRAS_

Q61)_g2/g13g5 

 

TGCTCCTAGTACCTGTAGAGGTTAATATCAGCAAATGACTT

GCTATTATTGATGGCAAATACACAGAGGAAGCCTTCGCCT

GTCCTCATGTATTGATCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTTGT

CCAGCTG 

 

 

2.2.3.Plazmid vektör seçimi 

CRISPR knockout sistemi için klasik LentiCRISPR ya da PX330 plazmid 

vektörü yerine LentiCRISPR v2 Addgene plazmid #52961, FokI endonükleaz sistemi 

için pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA Addgene plazmid #79145 ve pSH-Csy4-T2A-

SpRFN-P2A-GFP-multi-gRNA #085756 kullanılmıştır.  
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Şekil 2.3. LentiCRISPR v2 plazmid vektörü 
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Şekil 2.4. pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA plazmid vektörü 
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Şekil 2.5. pSH-Csy4-T2A-SpRFN-P2A-GFP-multi-gRNA plazmid vektörü 

 

2.3. gRNA’ların İlgili Plazmidlere Transformasyonu ve Klonlama 

2.3.1. Plazmidlerin Çoğaltılması 

Addgene’den temin edilen plazmidler uygun kompotent bakteri hücrelerine 

(StbI3 ve DH5alpha) ısı-şok transformasyon metodu kullanılarak aktarılmıştır. 

 

LB Medyum Hazırlama 

LB Medyum hazırlamak için 10g Tripton (Sigma-Aldrich, ABD®), 5g yeast 

extract ve 10g NaCl (Sigma-Aldrich, ABD) bir erlen içerisinde karıştırılmış ve 

üzerine 950 ml otoklavlanmış distile su eklenmiştir. Medyumun pH’ı 1N NaOH 

kullanılarak 7,0’a ayarlanmış ve toplam hacim 1 litreye tamamlanmıştır. 20 dakika 
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15 psi otoklava tabi tutulduktan sonra, medyum yaklaşık 55 ºC’ye soğultulmuş ve 

sonrasında 50 µg/ml Ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotik eklenmiştir. +4 

ºC’de saklanmıştır. 

LB-Agar Plate Hazırlama 

LB medyum hazırlanmadan önce 15g/L agar (Sigma-Aldrich, ABD) 

eklenmiştir. Ardından agar içeren medyum 20 dakika 15 psi otoklava tabi 

tutulduktan sonra, medyum yaklaşık 55 ºC’ye soğultulmuş ve sonrasında 50 µg/ml 

Ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotik eklenmiştir. Medyum soğumadan 

hemen beck alevi yanında ve steril biyogüvenlik kabininde petri kaplarına 

dökülmüştür. Medyum donunca petri kaplarının kapakları kapatılmış, parafilmlenmiş 

ve ters çevrilerek +4 ºC’de karanlık ortamda saklanmıştır. 

 

Plazmidlerin Kompotent Bakteri Hücrelerine Isı-Şok Metodu ile 

Transformasyonu   

Ticari olarak elde edilen kompotent (plazmid içermeyen) bakteri hücreleri 

StbI3 (E.coli) ve DH5alpha (E.coli)  -80 ºC’lik derin dondurucudan buz içerisine 

alınmıştır. Önceden buz içerisine yerleştirilmiş 1,5 ml’lik ependorf tüplere, 50 µl 

kompetent hücreler steril bir şekilde aktarılmıştır. 2 µl transformasyona hazırlanan 

plazmid steril olarak bakteri hücresinin üzerine eklenmiş ve tüpün dip kısmındaki 

hücrelere küçük küçük vurularak karıştırılmıştır. Bu aşamada vorteks 

yapılmamalıdır. Karışım içeren tüpler 5 dk buz içerisinde tutulup,  önceden 42 ºC’ye 

ayarlanmış ısı bloğu veya su banyosuna koyulmuş ve burada 30 saniye bekletilmiştir. 

Bu aşamada tüplerin asla çalkalanmamasına ve sarsılmamasına dikkat edilmiştir. 

Süre sonunda 42 ºC’den alınan tüpler hızlı bir şekilde tekrar 2-3 dk buz içerisine 

bekletilmiştir. Tüplerin içerisine 150-250 µl antibiyotik içermeyen oda ısısındaki LB 

medyumu ilave edilmiştir. Bu aşamada 1-2 saat beklenmiştir. 

 

Transforme Kompotent Bakteri Hücrelerinin Ekilmesi 

Önceden hazırlanan vektörün taşıdığı dirençli antibiyotik (Ampisilin) genine 

göre LB- agar plate hazırlanmıştır. Üzerine steril olarak yayma şeklinde ekim 

yapılmıştır. Klonlanan plazmiti yapısına alan E.coli bakterilerinin çoğalması için 
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karışım 37 ºC’lik etüve alınmış ve yaklaşık 12-14 saat inkübe edilmiştir. İkinci gün 

koloni oluşumu gözlenmiştir. 

Mini Kültür Kurulması 

Steril biyogüvenlik kabininde beck alevinin yanında hazırlanan LB medyum 

50ml ’lik falkonlara alındıktan sonra, birkaç tane koloni öze yardımıyla alınıp 

medyum içerisine bırakılmıştır. Ardından 16-24 saat 37 ºC’lik çalkalamalı etüvde 

bekletilmiştir. 

2.3.2. Plazmidlerin İzolasyonu 

Plazmidlerin izolasyonu nucleospin plasmid miniprep kit (MACHEREY-

NAGEL GmbH & Co. KG) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Nanodrop cihazında 

(ACTGene Inc, ABD) plazmidlerin konsantrasyon ve A260/A280 oranları ölçülmüştür. 

2.3.3. Plazmidlerin Restriksiyon Endonükleaz Enzimi ile Kesimi 

CRISPR defosforilize plazmidleri 5µg uygun restriksiyon endonükleaz 

enzimi ile (BbsI ve Esp3I, Thermo Fisher Scientific®) 37 ºC’de 30 dakika boyunca 

kesilmiştir. Bunun için ependorf test tüpüne aşağıdaki reaktifler eklenmiş ve uygun 

reaksiyon koşulları sağlanmıştır. Çalışmamızda insert dizinin plazmid vektör 

içerisine yerleşmeden, vektör dizinin tekrar kapanmaması için defosforilasyon ve 

fosforilasyon tekniği kullanılmıştır. 

5 µg Plazmid DNA 

3 µl BbsI ya da Esp3I 

3 µl FastAP 

6 µl 10 X Fast Digest Buffer 

X µl ddH2O 

60 µl toplam  
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2.3.4. Plazmidlerin Jelden Saflaştırılması 

Tris Asetik Asit EDTA (TAE) Tampon Hazırlanması 

Tris asetik asit EDTA tamponu 50 X TAE stok tamponu olacak şekilde 

aşağıdaki materyaller karıştırılarak elde edilmiştir. 

 

242 g Tris base 

57,1 ml glasiyel asetik asit 

37,2 g Na2EDTA.2H2O 

Otoklavlanmış ddH2O ile üzeri 1 litreye tamamlanmıştır. pH 8.0 ile 8.5 arasında 

olacak şekilde ayarlanmıştır. 

 

Agaroz Jel Hazırlama ve Jele Örneklerin Yüklenmesi 

Stok olarak hazırlanan 50 X TAE tamponu 1X olacak şekilde seyreltilmiştir. 

0,7’lik agaroz jel hazırlamak için 0,7g agaroz (Sigma-Aldrich, ABD) tartılarak bir 

erlene alınmış ve üzerine 100 ml 1 X TAE tamponu eklenmiştir. Erlen mikrodalga 

fırında 2-3 dakika boyunca kaynatıldıktan sonra biraz soğutulmuş ve üzerine etidyum 

bromür () eklenmiştir. Hafifçe kabarcık yapmadan çalkalanan sıvı agaroz jel kasetine 

dökülmüş ve uygun boyuttaki tarak dikkatlice yerleştirilmiştir. 15-20 dakika 

beklendikten sonra donmuş olan jel, içi belli bir seviyeye kadar 1 X TAE tampon ile 

dolu olan elektroforez tankına alınmıştır ve tarak çıkarılmıştır. 

 

 Kuyulara 2 µl 6 X loading dye (Sigma-Aldrich, ABD) ve 5 µl kesilmiş 

plazmid DNA’sı iyice pipetaj yapıldıktan sonra yüklenmiştir. Güç kaynağından 

120V akım verilerek DNA örnekleri jel üzerinde yaklaşık yarım saat yürütülmüştür. 

 

Plazmidlerin Jelden Alınması ve Saflaştırılması 

DNA örnekleri yaklaşık jelin 2/3’üne gelene kadar yürütüldükten sonra, UV 

Transmillitör () yardımıyla bantlar gözlemlenmiştir. Uygun bantlar bisturi yardımıyla 

kesilerek bir ependorf tüpe alınmış ve tartılmıştır. Tartılan DNA örnekleri nucleospin 

gel and PCR clean-up kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) kullanılarak 

saflaştırılmıştır. 



59 
 

2.3.5. Fosforilasyon ve gRNA Dizilerinin Ortama Eklenmesi 

Restriksiyon enzimle kesilerek linearize edilen plazmide gRNA’ların 

eklenmesi için aşağıdaki reaksiyon koşulları oluşturulmuştur. 

 

2 µl gRNA 

1 µl 10 X T4 ligation buffer (Thermo Fisher Scientific®) 

6,5 µl ddH2O 

0,5 µl T4 Polinucleotide Kinaz (PNK; Thermo Fisher Scientific®) 

10 µl toplam hacim 

 

Fosforilasyon ve annealing aşamalarının gerçekleşmesi için PCR tüpleri 

thermocycler PCR cihazına yerleştirilmiştir ve aşağıdaki parametreler takip 

edilmiştir. 

 

37 ºC 30 dakika 

95 ºC 5 dakika 

25 ºC  ∞ (her dakikada 5 ºC inerek 25 ºC’ye gelecek şekilde ayarlama yapılmıştır.) 

 

2.3.6. Ligasyon 

Ligasyon için aşağıdaki koşullar sağlanmış ve oda sıcaklığında 10 dakika 

inkübe edilmiştir. Ligasyon aşamsı insert dizinin vektöre yapıştırılması aşaması 

olduğu için mümkün olduğunca hızlı davranılmış ve Quick ligasyon enzimleri tercih 

edilniştir. 

 

X µl Plasmid DNA 

1 µl gRNA (1:200 oranında seyreltilmiştir) 

5 µl 2X Quick ligase buffer () 

X µl ddH2O 

10 µl subtoplam 

1 µl ddH2O Quick Ligase 

11 µl toplam 
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2.3.7. Oluşturulan Plazmid Yapılarının Transformasyonu 

Ticari olarak elde edilen kompotent (plazmid içermeyen) bakteri hücrelerine 

StbI3 (E.coli) ve DH5alpha (E.coli), gRNA içeren plazmidler yukarıda anlatıldığı 

gibi ısı-şok transformasyon yöntemi kullanılarak aktarılmıştır. Son aşamada yine 

tüplerin içerisine 150-250 µl antibiyotik içermeyen oda ısısındaki LB medyumu ilave 

edilmiştir. Bu aşamada 1-2 saat beklenmiştir. 

2.3.8. Transforme Kompotent Bakteri Hücrelerinin Çoğaltılması 

Önceden hazırlanan vektörün taşıdığı dirençli antibiyotik (Ampisilin) genine 

göre LB- agar plate hazırlanmıştır. Üzerine steril olarak yayma şeklinde ekim 

yapılmıştır. Klonlanan plazmiti yapısına alan E.coli bakterilerinin çoğalması için 

karışım 37 ºC’lik etüve alınmış ve yaklaşık 12-14 saat inkübe edilmiştir. İkinci gün 

koloni oluşumu gözlenmiştir. 

2.3.9. Mini Kültür Kurulması 

Steril biyogüvenlik kabininde beck alevinin yanında hazırlanan LB medyum 

50ml ’lik falkonlara alındıktan sonra, birkaç tane koloni öze yardımıyla alınıp 

medyum içerisine bırakılmıştır. Ardından 16-24 saat 37 ºC’lik çalkalamalı etüvde 

inkübe edilmiştir. 

2.3.10. Plazmidlerin İzolasyonu 

Plazmidlerin izolasyonu nucleospin plasmid miniprep kit (MACHEREY-

NAGEL GmbH & Co. KG) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Nanodrop cihazında 

(ACTGene Inc, ABD)  plazmidlerin konsantrasyon ve A260/A280 oranları 

ölçülmüştür. 

2.4.Transfeksiyon 

2.4.1. Plazmid DNA Örneklerin Konsantrasyonlarının Ayarlanması 

Plazmidler izole edildikten sonra ölçülen konsantrasyon değerleri dikkate 

alınarak 6’lı well için, 2µg plazmid DNA: 2 µg uzun donör dizi olacak şekilde 1:1 

oranda ayarlamalar yapılmıştır.  Her bir sistem 2 ayrı tüpte kurgulanarak, 

transfeksiyona hazır hale getirilmiştir. 
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2.4.2. Elektroporasyon 

Plazmidlerin SK-MEL-30 cilt kanseri hücrelerine transfekte edilmesi için 

elektroporasyon tekniği kullanılmıştır. 0,2 cm’lik elektroporasyon küvetlerine 

(BIORAD, ABD) önce en az 2 X 106 hücre süspansiyonu ardından da plazmid:donör 

dizi karışımı eklenmiştir.  Elektroporasyon cihazında (BIORAD, ABD), 250 V 

elektrik akımı, 20 ms,  1 vuruşta uygulanmıştır.  

2.5. Transfekte Kanser Hücrelerinin Kültüre Edilmesi 

Transfeksiyonu gerçekleştirilen SK-MEL-30 kanser hücreleri yaklaşık 1 ml 

DMEM taze kültür vasatı (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin) ile 

karıştırıldıktan sonra, 6’lı well’lere ekilmiştir. İnkübasyon için 1 gece %5 CO2 ’li 

etüvde 37 ºC’de kültüre edilmiştir. 

2.6. Flow (Akış) Sitometri ile GFP+ Hücrelerin Alınması 

Kültüre edilen hücreler tripsinize edilerek kaldırıldıktan sonra ve 1500 

rpm’de 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Hücre pelleti 300 µl 1X HBSS 

içerisinde çözülmüştür. Hücreler yukarıda bahsedildiği gibi trypan blue ile boyanarak 

Thoma lamında sayıldıktan sonra, hücre süspansiyonundaki toplam hücre sayısı 

yaklaşık olarak hesaplanmıştır. Hücre süspansiyonu FACS (Fluorescence-activated 

cell sorting) tüplerine (BD Pharmingen, ABD) alındıktan sonra, 250 g’de 5 dakika 

santrifüj edilmiştir. Hücre pelleti 200 µl %2 FBS/HBSS içerisinde çözülmüştür. Bu 

hazırlık işleminin ardından hücreler FACS cihazı (FACS Aria III – BD Pharmingen, 

ABD) ile FITC kanalından okunarak GFP+ hücreler içinde taze kültür vasatı bulunan 

FACS tüpüne ayıklanmıştır. GFP+ hücreler elde edildikten sonra, yaklaşık 5ml taze 

kültür vasatı ile süspanse edilerek 6’lı well’lere ekilmiştir.  

2.7.  Hücrelerin Kaldırılması 

CRISPR/Cas9 tekniği uygulanan GFP+ hücreler yaklaşık %90-%95 oranında 

çoğaldıktan sonra,  2 veya 3 ml steril 1 X PBS ile yıkanmıştır.  Ardından %0,25 2 ml 

Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) ile muamele edilmiştir. Flask 5 dakika 

37°C’de inkübe edildikten sonra invert mikroskop ile hücrelerin kaldırılması 

incelenmiştir. Tripsin enziminin inaktivasyonu için en az iki kat hacimde (4ml) 

kültür medyumu flaska eklenmiştir ve hücre solüsyonu 15 ml’lik falkon tüplere 

aktarılmıştır. Sonra hücre solüsyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj yapılarak, 
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hücreler çöktürülmüştür. Hücre pelleti 1 ml kültür medyumu içinde çözdürülüp bir 

hücre süspansiyonu elde edilmiştir. 

2.8. Hücre Sayımı  

Oluşturulan hücre süspansiyonundan 100 μl alınıp 1,5 ml’lik ependorf tüpe 

aktarılmıştır ve üzerine dilüsyon faktörü 2 olmak üzere 100 μl %0,4 trypan blue stain 

(Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) boya solüsyonu eklenmiştir. Nazikçe pipetaj 

yapıldıktan sonra boyanmış hücre süspansiyonu 5 dakika oda ısısında inkübe 

edilmiştir. Daha sonra Thoma lamına 20 μl boyanmış hücre süspansiyonundan 

yüklenmiş ve canlı hücreler invert mikroskop altında sayılmıştır. Toplam, canlı ve 

ölü hücre sayısı aşağıdaki formül uygulanarak hesaplanmıştır. 

 

2.9. DNA İzolasyonu 

Hücrelerin sayım işleminden sonra, hücre süspansiyonu 1500 rpm’de 5 

dakika santrifüj edilerek hücreler tekrar çöktürülmüştür. Çöken hücre pelleti için 

Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanılarak, hücrelerden 

DNA izolasyonu yapılmıştır. Daha sonra Nanodrop cihazında (ACTGene Inc, ABD) 

konsantrasyon ve A260/A280 oranları ölçülmüştür. 

2.10. Real-Time PCR 

Real-time PCR ile yapılan analizler için Easy NRAS kit (Diatech 

Pharmacogenetics, İtalya) ve GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation, 

Avustralya) kullanılmıştır. 

2.10.1. Real-Time PCR Tekniği ile Mutasyonun Saptanması 

İzole edilen DNA’lar reaksiyon ortamında 10 ng olacak şekilde bir tüpte 

seyreltildikten sonra, striplere dağıtılmıştır. Easy NRAS kit (Diatech 

Pharmacogenetics, İtalya) kullanılarak, izole edilen DNA’dan aşağıdaki şartlar 

çerçevesinde PCR reaksiyonu kurulmuştur. 

1 ml’de hücre sayısı = sayılan bölgelerin ortalama sayısı × dilüsyon faktörü × 104 
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Easy NRAS kit paneli ikili floresan boya-pob mantığı ile dizayn edilmiş bir 

kit oldupundan, FAM ve HEX floresan probların cihaz tarafından algılanabilmesi 

için ikili floresan okuma yapılmıştır. 

 

Çizelge 2.4. Easy NRAS kit için optimize termal profilleme. 

Termal Profil  

Hold 95ºC’de 2 dakika 

40 döngü 95ºC’de 10 sn 

58ºC’de 60 sn (Green ve Yellow okutma 

yapılmıştır.) 

 

Her bir örnek, kitin içeriğinde mevcut olan 8 farklı mutasyona özgü karışım 

ile amplifiye edilmiştir. Pozitif kontrol olarak kitin kendi internal kontrolü, negatif 

kontrol olarak distile su kullanılmıştır. Ayrıca kıyaslama yapmak için CRISPR/Cas9 

uygulanmamış hücre hatlarında da DNA izole edilerek deney şartları kontrollü hale 

getirilmiştir. 

Çizelge 2.5. Easy NRAS paneli kullanılarak saptanabilecek mutasyonlar. 

Kit numaralandırması Mutasyon 

1 NRAS G12x-G13x mix 

2 NRAS A59x-Q61H mix 

3 NRAS Q61K mix 

4 NRAS Q61R mix 

5 NRAS Q61L mix 

6 NRAS K117x mix 

7 NRAS A146x mix 

8 NRAS A146x mix 

 

Amplifikasyon için her bir stripte aşağıdaki ürün miktarları baz alınarak 

reaksiyon ortamı hazırlanmıştır. Tüm ürünler reaksiyon ortamına eklenmeden önce 

nazikçe vortekslenmiş ve kısaca spin-santrifüj edilmiştir. Tüm hazırlıklar 
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tamamlandıktan sonra amplifikasyon Rotor-Gene Q sürüm 1.7.87 (QIAGEN, 

Almanya) cihazında gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 2.6. Reaksiyon ortamında her bir stripteki ürün miktarları. 

Amplifikasyon 1 reaksiyon için (µl) 

Taq Premix 920 10 µl 

Distile su 4 µl 

NRAS G12x-G13x mix ya da 

NRAS A59x-Q61H mix ya da 

NRAS Q61K mix ya da 

NRAS Q61R mix ya da 

NRAS Q61L mix ya da 

NRAS K117x mix ya da 

NRAS A146x mix ya da 

NRAS A146x mix 

 

1 µl 

                                       Toplam hacim 15 µl 

 

 

2.10.2. End-point Mutasyon Analizi 

İzole edilen DNA’lar reaksiyon ortamında 10 ng olacak şekilde bir tüpte 

seyreltildikten sonra, Axygen® 96 Well Polypropylene PCR mikrotabakalara 

(Corning, ABD) dağıtılmıştır. Easy NRAS kit (Diatech Pharmacogenetics, İtalya) 

kullanılarak, izole edilen DNA’dan aşağıdaki şartlar çerçevesinde PCR reaksiyonu 

kurulmuştur. İkili FAM ve HEX floresan probları ile saptama sağlanacağından, 

LightCycler® 480 Instrument (Roche, İsviçre) cihazı üzerinde aşağıdaki şartlar 

oluşturulurken “dual color” seçeneği çalışmaya dahil edilmiştir. 

 

Çizelge 2.7.  Easy NRAS kit için optimize termal profilleme. 

Termal Profil  

Hold 95ºC’de 2 dakika 

45 döngü 95ºC’de 10 sn 

58ºC’de 60 sn (FAM ve HEX okutma 

yapılmıştır.) 
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2.10.3. Melting Curve Analizi 

İzole edilen DNA’lar reaksiyon ortamında 10 ng olacak şekilde bir tüpte 

seyreltildikten sonra, Axygen® 96 Well Polypropylene PCR mikrotabakalara 

(Corning, ABD) dağıtılmıştır. GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation, 

Avustralya) kullanılarak, izole edilen DNA’dan aşağıdaki şartlar çerçevesinde PCR 

reaksiyonu kurulmuştur. 

Çizelge 2.8. Melting curve analizi için optimize edilmiş reaksiyon koşulları 

Basamaklar Termal şartlar Döngü sayısı 

Pre-inkübasyon 95ºC’de 2 dk 1 döngü 

Amplifikasyon 

95 ºC’de 10 sn 

56 ºC’de 30 sn 

72 ºC’de 1 dk 

60 döngü 

Melting curve 

95 ºC’de 5 sn 

60 ºC’de 1 dk 

95 ºC’de ∞ 

1 döngü 

Soğutma 
40 ºC’de 30 sn 

4 ºC’de ∞ 
1 döngü 

 

Her bir örnek, 3 farklı primer çifti ile amplifiye edilmiştir. Dizayn edilen bu 

primer çiftleri aşağıda belirtilmiştir. Ayrıca çalışmamızda nested PCR metoduna 

benzer bir yaklaşım geliştirilerek yakın primer çiftlerinin forward ve reverse dizileri 

de bir primer çiftiymiş gibi kullanılmıştır. Pozitif kontrol olarak GAPDH 

housekeeping geni kullanılırken, negatif kontrol olarak yalnızca DNA içermeyen 

PCR reaksiyon ortamı kullanılmıştır. Ayrıca kıyaslama yapmak için CRISPR/Cas9 

uygulanmamış hücre hatlarından izole edilen DNA örnekleri de çalışmaya dahil 

edilmiştir. 
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Çizelge 2.9. Kullanılan primerlerin listesi 

Bölge/İsim  Primer Dizileri 

NRAS 

Forward:  

5’-ATGACTGAGTACAAACTGGTGGT-3’ 

Reverse: 

5’-CATGTATTGGTCTCTCATGGCAC-3’ 

NRAS1 

Forward:  

5’-AGCATTGCATTCCCTGTGGTTTT-3’ 

Reverse:  

5’-TCTGTAAGAATCCTGGGGGTGT-3’ 

NRAS2 

Forward:  

5’-CCAATACATGAGGACAGGCGAA-3’ 

Reverse:  

5’-TCTTCCCTAGTGTGGTAACC-3’ 

NRAS12 

(nested) 

Forward:  

5’-AGCATTGCATTCCCTGTGGTTTT-3’ 

Reverse:  

5’-TCTTCCCTAGTGTGGTAACC-3’ 

GAPDH 

Forward:  

5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’ 

Reverse:  

5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’ 
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Şekil 2.6. Primerlerin NRAS Q61K mutasyonuna göre lokalizasyonunun şematik 

gösterimi. 

 

 

Şekil 2.7. Primerlerin NRAS Q61K mutasyonuna göre lokalizasyonunun sekans 

üzerinde gösterimi. Kırmızı primer çifti nras, sarı primer çifti nras1, yeşil primer çifti 

nras2 primerlerini göstermektedir. Koyu yeşil bölge kırmızı nras ve yeşil nras2 

primerlerinin çakıştığı bölgedir. Kırmızı nükleotit mutasyonlu bölgeyi 

göstermektedir. 
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Reaksiyon ortamındaki ürün miktar dağılımı ise aşağıda gösterildiği gibi 

optimize edilmiştir: 

5 µl SYBRGreen GoTaq Master Mix 

0,2 µl Forward+Reverse primer karışımı (50 pmol olacak şekilde seyreltilmiştir.) 

2,8 µl Nukleaz içermeyen su  

2 µl DNA (10 ng olacak şekilde seyreltilmiştir.) 

10 µl toplam hacim  

2.10.4. Panel ve SYBR Green Kullanılarak Real-time PCR Analizi 

Çizelge 2.6.’da belirtilen tüm bölgeler için reaksiyon ortamına her bir 

stripteki kit ürünleri dikkate alınarak reaksiyon karışımı hazırlanmıştır. Bu karışımın 

üzerine her bir strip için 6 µl SYBR Green GoTaq Master Mix eklenmiştir. Çizelge 

2.8’de Melting curve analizi için optimize edilmiş reaksiyon koşulları dikkate 

alınarak Real-time PCR kurulmuştur. 

Çalışmamızda CRISPR metodunun NRAS geni üzerinde herhangi başka bir 

indel ya da kırık oluşturup oluşturmadığını test etmek amacıyla, her bir bölge için 

yeniden real-time PCR kurulmuştur. Bu basamakta yüksek ayrışan melting curve 

analizi (HRM; High Resolution Melting Curve) yapabilmek ve yüksek doğrulukta 

güvenilir sonuçların elde edilmesi amaçlandığından, Çizelge 2.8.’de optimize edilen 

reaksiyon koşulları dikkate alınmıştır. 
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Çizelge 2.10. Panel ve SYBR Green kullanılarak yapılan real-time PCR için ürün 

miktarları. 

Amplifikasyon 1 reaksiyon için (µl) 

Taq Premix 920 6 µl 

Distile su 2 µl 

NRAS G12x-G13x mix ya da 

NRAS A59x-Q61H mix ya da 

NRAS Q61K mix ya da 

NRAS Q61R mix ya da 

NRAS Q61L mix ya da 

NRAS K117x mix ya da 

NRAS A146x mix ya da 

NRAS A146x mix 

 

1 µl 

SYBR Green GoTaq Master Mix 6 µl 

                                       Toplam hacim 15 µl 
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3. BULGULAR 

3.1. Hücre Kültürü 

SK-MEL-30 hücre hattı DSMZ 'de tanımlandığı gibi kültüre edilmiştir ve 

hücrelerin mitotik indeksleri dikkate alınarak optimizasyonları gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmamızda kullanılan SK-MEL-30 cilt kanseri hücreleri %10 FBS, %1 L-

glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin, DMEM içeren kültür vasatında, 37°C’de %5 

CO2’li etüvde kültüre edilmiştir. 

 

Şekil 3.1. SK-MEL-30 hücre hattı invert mikroskop görüntüleri. a) 4X objektifle SK-

MEL-30 hücreleri b) 10X objektifle SK-MEL-30 hücreleri c) 20 X objektifle SK-

MEL-30 hücreleri d) 40X objektifle SK-MEL-30 hücreleri. 
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3.2. Klonlama 

Addgene’den temin edilen plazmidler uygun kompotent bakteri hücrelerine 

(StbI3 ve DH5alpha) ısı-şok transformasyon metodu kullanılarak aktarıldıktan sonra, 

bakteriler LB agar plate üzerine ekilerek, 37 ºC’lik etüvde 1 gece inkübe edilmiştir. 

 

 

Şekil 3.2. Klonlanan transforme bakteri hücrelerinin 1 gece bekletildikten sonraki 

görüntüsü. 

 

3.3. GFP+ Hücrelerin Floresan Mikroskopta Gözlemlenmesi 

Plazmid vektörler GFP floresan geni taşıdığı için, SK-MEL-30 hücrelerine 

elektroporasyon ile aktarıldıktan sonra, bu plazmid üzerindeki genler eksprese 

olmuştur. Dolayısıyla floresan mikroskopta 475-525 nm dalga boyunda 

elektroporasyon işleminin başarılı olduğu sağlıklı hücreler GFP+ sinyal vermişlerdir. 
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Şekil 3.3. GFP+ hücrelerin floresan mikroskoptaki görüntüsü. a) Kontrol grubu 

CRISPR uygulanmamış SK-MEL-30 hücreleri. b) SK-MEL-30 hücrelerinin 

elektroporasyondan sonra kültür ortamına alındıktan 3 gün sonraki görüntüsü. c) SK-

MEL-30 hücrelerinin elektroporasyondan sonra kültür ortamına alındıktan 5 gün 

sonraki görüntüsü. d) SK-MEL-30 hücrelerinin elektroporasyondan sonra kültür 

ortamına alındıktan 16 gün sonraki görüntüsü. 

 

3.4. Akış Sitometri ile GFP+ Hücrelerin Eldesi 

FACS cihazı (FACS Aria III – BD Pharmingen, ABD) ile FITC kanalından 

okunarak GFP+ hücreler, GFP+ sinyal vermeyen hücrelerden ayıklanmıştır. Test 

tüplerinin birincisinde % 4,1 oranında, ikincisinde ise % 3,2 oranında GFP+ sinyal 

veren hücre tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.4. Akış sitometri ile hücrelerin granülite ve FITC kanalı okuma sonucu 

grafiksel gösterimi. a) Kontrol grubu plazmid transfekte edilmemiş hücreler. b) 

Plazmid aktarılmış GFP+ ışıma veren 1.grup hücreler c) Plazmid aktarılmış GFP+ 

ışıma veren 2.grup hücreler. 

 

3.5. Real-time PCR  

GFP+ hücreler flow sitometri ile ayrıldıktan sonra tekrar kültüre edilmiştir. 

Hücreler yüzey alanını %90 ya da %95 oranında doldurduktan sonra tyrpsin-EDTA 

ile kaldırılmış ve DNA izolasyonu yapılmıştır. Ardından NRAS Easy panel kit ve 

dizayn edilen primerler kullanılarak real-time PCR yapılmıştır. 
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3.5.1. Real-Time PCR Tekniği ile Mutasyonun Saptanması 

Easy NRAS kit kullanılarak Rotor-gene Q cihazında gerçekleştirilen 

reaksiyon sonucu şekil 3.5 ’de belirtilen sonuçlar elde edilmiştir. Tüm 

değerlendirmeler Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 programı kullanılarak 

yapılmıştır. Threshold değeri 0,04 olarak alınmıştır. 

 

 

Şekil 3.5. Panelde yer alan tüm mutasyon bölgeleri için ikili real-time PCR sonucu. 

a) HEX prob kontrol grubu kantitatif real-time PCR sonucu. b) FAM prob kontrol 

grubu kantitatif real-time PCR sonucu. c) FAM prob CRISPR uygulanmış kantitatif 

real-time PCR sonucu. d) HEX prob CRISPR uygulanmış kantitatif real-time PCR 

sonucu. 
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Şekil 3.6. İnternal kontrol grubu ve bölge 3 (NRAS-Q61K) real-time PCR 

sonuçlarının kıyaslanması. a) FAM prob CRISPR uygulanmış kantitatif real-time 

PCR sonucu. b) HEX prob CRISPR uygulanmış kantitatif real-time PCR sonucu. c) 

FAM prob kontrol grubu kantitatif real-time PCR sonucu. d) HEX prob kontrol 

grubu kantitatif real-time PCR sonucu. 
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Çizelge 3.1. Panelde yer alan tüm mutasyon bölgeleri için Ct değerleri.  

 FAM HEX 

Prob/Bölge CRISPR Kontrol CRISPR Kontrol 

1 33,55 32,75 21,36 19,45 

2 27,80 25,04 21,16 18,88 

3 32,02 30,62 21,22 18,65 

4 34,25 33,62 21,22 18,81 

5 28,32 26,18 21,27 18,69 

6 32,72 30,14 21,22 18,52 

7 33,45 31,25 21,30 18,63 

8 25,11 22,34 21,18 18,89 

 

Panelde yer alan tüm mutasyon bölgeleri için CRISPR uygulanmış ve 

uygulanmamış kontrol grubu arasındaki Ct değeri farklılıkları hesaplandığında, 3 

numaralı Q61K mutasyonu içeren bölgede bazı değişikliklerin gerçekleştiği 

anlaşılmıştır. 

 

Çizelge 3.2. Tüm mutasyon bölgeleri için ∆Ct değerleri. 

 FAM  HEX 

Prob/Bölge CRISPR Kontrol ∆Ct Prob/Bölge CRISPR Kontrol ∆Ct 

1 33,55 32,75 0,8 1 21,36 19,45 1,91 

2 27,8 25,04 2,76 2 21,16 18,88 2,28 

3 32,02 30,62 1,4 3 21,22 18,65 2,57 

4 34,25 33,62 0,63 4 21,22 18,81 2,41 

5 28,32 26,18 2,14 5 21,27 18,69 2,58 

6 32,72 30,14 2,58 6 21,22 18,52 2,7 

7 33,45 31,25 2,2 7 21,3 18,63 2,67 

8 25,11 22,34 2,77 8 21,18 18,89 2,29 

 

Değişikliklerin normal allelde mi yoksa mutant allelde mi gerçekleştiğini 

anlamak için panelde yer alan tüm bölgeler için end-point mutasyon analizi 

yapılmıştır. 
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3.5.2. End-point Mutasyon Analizi 

Easy NRAS kit (Diatech Pharmacogenetics, İtalya) kullanılarak, ikili FAM ve 

HEX floresan probları ile paneldeki tüm bölgelerin taranması LightCycler® 480 

Instrument (Roche, İsviçre) cihazı ile gerçekleştirilmiştir. 

 

Şekil 3.7. End-point mutasyon analizi sonucu dağılım grafiği. Panel içinde yer alan 

tüm bölgeler için analiz yapılmıştır. Tüm bölgeler için kontrol grupları ve CRISPR 

uygulanmış gruplar karşılaştırılmıştır. Yatay eksen 465-510 nm dalga boyunda ışıma 

veren FAM floresan ışımasını gösterirken, dikey eksen 533-580 nm dalga boyunda 

ışıma veren HEX floresan ışımasını göstermektedir. 

 

CRISPR için hedef alınan Q61K bölgesi için panelde 3 numaralı bölge 

dikkate alınarak aşağıdaki çizelge oluşturulmuştur. Kontrol grubu Q61K 

mutasyonunu içerdiğinden,  mutant allel frekansını gösteren FAM ışımasında HEX’e 

göre daha yüksek bir skor elde edilmiştir. CRISPR içeren grupta ise tam tersi olacak 

şekilde, normal allel frekansını gösteren HEX ışımasında, FAM’a göre daha yüksek 

bir skor elde edilmiştir. 
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Çizelge 3.3. FAM ve HEX floresan boyalarının bölge 3 için verdiği skorlar. 

 FAM 

465-510 nm 

HEX 

533-580 nm 

Kontrol grubu bölge 3 37,23 27,09 

CRISPR grubu bölge 3 14,77 34,51 

 

 

Şekil 3.8. Bölge 3 için yapılan end-point analizi grafiksel gösterimi. CRISPR 

uygulanmış grupta normal allel floresan skorunun arttığı, mutant allel frekansının da 

azaldığı bu gösterimde açıkça görülmektedir. 
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3.5.3. Melting Curve Analizi 

Dizayn edilen primer çiftleri kullanılarak LightCycler® 480 Instrument 

(Roche, İsviçre) cihazı ile real-time PCR reaksiyonu kurulmuştur. Daha sonra 

reaksiyon koşullarına melting curve basamakları da kurulduğu için, melting curve 

analizleri yapılmıştır. 

Bölgeler ayrı ayrı incelendiğinde, nras ve nras1 bölgelerinde CRISPR 

uygulanmış ve uygulanmamış grup arasında önemli farklılıkların olduğu tespit 

edilmiştir. Fakat nras2 bölgesinde CRISPR uygulanmış ve uygulanmamış grup 

arasında anlamlı bir fark tespit edilmemiştir. CRISPR uygulanmış gruplarda, 

özellikle de hedef mutasyonu kapsayan nras bölgesinde, heterozigot piklerin birinde 

dalgalanmanın azaldığı ve mutasyonun düzeltilerek daha kararlı bir melting curve 

eğrisinin elde edildiği açıkça görülmüştür. Tüm reaksiyonlar en az üç kez kurulmuş 

ve üçünde de yakın sonuçlar elde edilmiştir.  
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Şekil 3.9. Melting curve analizi sonucu elde edilen pikler. a) NRAS bölgesi kontrol 

grubu melting curve analizi. b) NRAS bölgesi CRISPR uygulanmış grubun melting 

curve analizi. c) NRAS1 bölgesi kontrol grubu melting curve analizi. d) NRAS1 

bölgesi CRISPR uygulanmış grubun melting curve analizi. e) NRAS2 bölgesi kontrol 

grubu melting curve analizi. f) NRAS2 bölgesi CRISPR uygulanmış grubun melting 

curve analizi. 

 

Q61K mutasyonu için yakın bölgelerden real-time PCR yapmak amacıyla 

kullanılan NRAS12 primerleri ile analiz yapıldığında, kontrol grubu ve CRISPR 

uygulanmış grup arasında farklılıkların olduğu gözlemlenmiştir. 
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Şekil 3.10. NRAS12 primerleri kullanılarak gerçekleştirilen real-time PCR melting 

curve analizi sonucu. a) Kontrol grubu melting curve eğrisi. b) CRISPR uygulanmış 

grupta melting curve eğrisi.  

 

3.5.4. Panel ve SYBR Green Kullanılarak Gerçekleştirilen Real-time PCR 

Sonucu Melting Curve Analizleri 

Panel içerisindeki tüm bölgelere özgü problar ve Real-time PCR ile 

gerçekleştirilen analizlerde melting curve analizleri yapılmıştır. Erime eğrileri 

açısından mutant allel ve normal allel iki farklı pik profili sergilemiştir. Ayrıca erime 

eğrilerinin yaklaşık olarak çakışır vaziyette konumlanması probların etkinliğini 

kanıtlar niteliktedir. 
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Hedeflediğimiz NRAS Q61K bölgesi için dizayn edilen 3 numaralı prob için 

Şekil 3.10’da gösterildiği gibi kontrol grubu ve CRISPR uygulanmış grup arasında 

farklılıklar tespit edilmiştir. 

 

 

 

Şekil 3.11. Q61K mutasyonu için kullanılan 3 numaralı prob için melting curve 

eğrisi. Yaklaşık olarak 81 ºC’de pik veren birinci kısım mutant alleli ifade ederken, 

ikinci kısım normal alleli ifade etmektedir. Alt kısımdaki pik CRISPR uygulanmış 

grubu, üst kısımdaki pik ise kontrol grubunu göstermektedir. 

 

Şekil 3.10’da gösterilen kontrol grubu ve CRISPR uygulanmış grup 

arasındaki erime eğrilerinin farklılığı analiz edildiğinde, CRISPR uygulanmış grubun 

mutant pik eğrisinde bir azalış, normal pik eğrisinde de bir artış tespit edilmiştir. Bu 

durum bazı hücrelerde CRISPR/Cas9 metodunun istenen amaca ulaştığını 

vurgulamaktadır. Ayrıca bu durum bazı hücrelerde HDR ile tamirin başarılı bir 

şekilde gerçekleştiğine de işaret etmektedir. 

CRISPR/Cas9 metodunun Q61K mutasyon bölgesi için, kanser hücre hattında 

yaklaşık olarak ne kadar düzeltme yaptığını belirlemek amacıyla floresan 

yoğunluklarının maksimum olduğu değerler alınarak, Şekil 3.10’da görülen pikler 

arasındaki farklılıklar değerlendirilmiştir. 

 

   Çizelge 3.4. Pikler arasındaki floresan yoğunlukları. 

 Kontrol Grubu CRISPR Grubu 

Pik1 Mutant allel 9,351 7,551 

Pik2 Normal allel 3,726 4,176 
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4. TARTIŞMA  

Prokaryotik Tip II CRISPR-Cas9 tekniği genetik mühendisliği alanında hızla 

bir devrim yaratmaktadır. Bu teknoloji çok çeşitli organizmaların genomlarını 

göreceli olarak kolaylıkla değiştirebilmeyi sağlar. Bu çok yönlü teknolojiyi temel 

alan deneysel yaklaşımlar kanser genetiği alanını değiştirme potansiyeline sahiptir 

(Sánchez-Rivera ve Jacks 2015). 

Kanser, onkogenlerde ve tümör baskılayan genlerde çok sayıda genetik ve 

epigenetik değişikliğe sahip bir hastalıktır (Hanahan ve Weinberg 2000). Bu nedenle, 

normal hücre ve kanser hücrelerinin genomlarını manipüle etmek için deneysel 

yaklaşımlar, hastalığın modellenmesinde ve süreçte yer alan birçok genin sistematik 

olarak incelenmesi için hayati öneme sahiptir. Yıllardır süren araştırmalar ve genom 

mühendisliği teknolojilerinin geliştirilmesi;  kanserin başlangıcı, progresyonu, 

ilerlemesi ve terapötik tepkilerinde rol oynayan genlerin rolünü keşfetmek için 

kültürdeki veya hayvan modellerinin hücrelerindeki genlerin spesifik DNA 

dizilerinin kesin olarak silinmesini veya değiştirilmesini sağlamıştır.  

Mario Capecchi, Oliver Smithies ve arkadaşları tarafından homolog 

rekombinasyon yoluyla embriyonik kök hücrelerdeki gen hedefleme konusundaki 

öncü çalışmalar, tümör süpresör genlerinde ve onkogenlerde kesin mutasyonlar 

barındıran sayısız genetik olarak tasarlanmış fare modelleri üretme olanağı 

sağlamıştır. Bunun yanı sıra, kanser biyolojisiyle ilişkili genlerde fonksiyon kaybı 

veya fonksiyon değişikliği kazandırılmış hücre hatları da oluşturulmuştur. Ayrıca 

buna ek olarak CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanılarak birçok kanserle ilişkili gende, 

koşullara bağlı olan allelleri üretmek için Cre ve filipaz gibi bölge-spesifik 

rekombinazlarla kombinasyon halinde başarıyla kullanılmıştır (Frese ve Tuveson 

2007, Sánchez-Rivera ve Jacks 2015).  

Geçtiğimiz yirmi yılda kanser genetiğinin temel dayanağı olmasına rağmen, 

bu gen modifikasyon yaklaşımları, homolog rekombinasyon ile gen hedeflenmesinin 

nispeten düşük etkinliği ve embriyonik kök hücre manipülasyonundaki zorluklardan 

dolayı sınırlandırılmıştır. Gen hedeflemenin verimliliğini artırmak için kullanılan bir 

strateji DNA çift zincir kırılmalarını ilgili genomik bölgeye odaklamaktır (Rudin ve 

ark 1989, Plessis ve ark 1992, Rouet ve ark 1994, Choulika ve ark 1995, Bibikova ve 

ark 2002, Sánchez-Rivera ve Jacks 2015).  Sunulan bu çalışmada, tıpkı diğer 
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CRISPR/Cas9 çalışmalarında olduğu gibi, çift zincir kırıkları hedef mutasyona 

pozisyon olarak yakın olacak şekilde yönlendirilmiştir. Bu çift zincir kırıkları,  

özellikle insersiyon veya delesyon (indel) yol açan, hataya meyilli homolog olmayan 

uç birleştirme (NHEJ) tarafından hücresel DNA onarım yolları ile onarılır. Eksojen 

donör DNA şablonlarının varlığında, hassas DNA değişikliklerine aracılık edebilen 

homoloji-yönelimli tamir (HDR) yolu ile onarılır. Bu çalışmada HDR ile tamir 

mekanizması kullanılarak, NRAS geninde Q61K mutasyonunun düzeltilmesi 

hedeflenmiştir. 

Hedefleme için doğru pozisyon ve hedef dışı etkilerin azaltılması adına, 

benchling, genome-engineering, chop-chop gibi birçok gRNA dizayn veritabanı 

kullanılarak bu çalışmada hedef dışı etkiler en aza indirgenmiş ve hedef mutasyona 

odaklanılmıştır. İlgili veritabanlarında mutasyona özgü bölgelerde, PAM sekanslar (-

NGG) referans alınarak, gRNA çiftleri dizayn edilmiştir. Çiftler halinde dizayn 

edilen gRNA’lar hem çift zincirli plazmidlere kolaylıkla klonlanabilmiş, hem de 

hedef sekansa bağlanma açısından komplemeriteyi artırmıştır. 

CRISPR/Cas9 tekniğinde başarılı olabilmek için kuşkusuz dizayn 

aşamalarının çok dikkatlice yapılması gerekmektedir. CRISPR tekniği dizayn 

aşaması çok dikkatlice yapıldığı takdirde, başarıya ulaşmanın nispeten kolay olduğu 

bir tekniktir. Çünkü, dizayn yapılırken gRNA’ların genomda hedef bölge dışında 

başka bir bölgeye bağlanması durumunda, istenen sonuçlar elde edilemez. 

Dolayısıyla dizayn yaparken gRNA’ların istenen hedefin dışına bağlanması (off-

target skoru), hedef bölgenin kesimi ve düzeltilmesi açısından önem arz etmektedir. 

Dizayn yapılırken bunun dışında plazmid seçimi de çok önemlidir. Seçilen plazmidin 

büyüklüğü, taşıma kapasitesi, antibiyotik direnç geni, restriksiyon enzim kesim 

bölgeleri dizayn yapılırken dikkat edilmesi gereken konulardır. Bu çalışmada, dizayn 

yapılırken öncelikle hedef mutasyon bölgesindeki PAM dizilerinin varlığı 

araştırılmıştır. Ardından yaklaşık 20 nükleotit uzunluğundaki gRNA’lar tam 

komplementer olacak şekilde dizayn edilerek yüksek etkinlikle bağlanma ilkesine 

bağlı kalınmıştır. Dizayn edilen gRNA’ların başına ve sonuna ilgili restriksiyon 

enzim kesim bölgelerinin eklenmesi ile plazmid içerisine gRNA’lar aktarıldıktan 

sonra, U6 promotor bölgesinden başlayarak transkripsiyon ve translasyon 

aşamalarının gerçekleşmesini beklediğimizden gRNA’lara 5’ bölgesinden G 
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nükleotit eklemesi yapılmıştır. 5’ bölgeyen bir G nükleotitin eklenmesi nispeten 

transkripsiyonu kolaylaştırmaktadır (Bauer ve ark 2015). 

Bu çalışmada, NRAS, NRAS1 ve NRAS2 şekilde 3 farklı primer çifti dizayn 

edilmiş ve NRAS12 de nested tarzı bir yaklaşımla mutasyon içeren bölge 

kapsanmıştır. Şekil 3.8’de c ve d pikleri değerlendirildiğinde, NRAS1 bölgesi için 

kontrol grubunda kararlı tek bir pik bulunurken, CRISPR uygulanmış grupta bu 

eğrinin değiştiği ve kısmen heterozigot bir eğrinin oluştuğu gözlenmiştir. Bu durum 

bazı hücrelerde donör dizinin kesim yapılan bölgeye entegrasyonu ve HDR ile 

tamirden sonra bir takım indellerin gerçekleştiğini düşündürmektedir. Tam tersi 

şekilde, donör dizi hedef bölgeye entegre olmadıysa bu hücreler NHEJ ile tamir 

mekanizması yolunu tercih etmiş olabilir. Çünkü NHEJ ile tamir mekanizmasından 

sonra indellerin meydana gelme olasılığı yüksektir. DNA çift zincir kırıkları (DSB) 

tipik olarak homolog olmayan uç birleştirme (NHEJ) veya homoloji ile 

yönlendirilmiş tamir (HDR) mekanizması ile onarılır. Hataya meyilli NHEJ 

yolağında, Ku heterodimerler DSB kırık uçlara bağlanır ve ilişkili onarım proteinleri 

için moleküler bir iskele görevi görür. İndeller, komplementer iplikçiklerin son 

rezeksiyona uğradığı ve mikrohomoloji nedeniyle düzensiz onarım yapılacağı zaman 

ortaya çıkar. Sonuç olarak çerçeve kayması (frameshift) mutasyonları ve gen 

knockout işlemi gerçekleşebilir. Alternatif olarak, Rad51 proteinleri HDR’ın 

başlangıç fazı boyunca DSB kırık uçlarını bağlayabilir ve eksojen donör dizi 

üzerinde homoloji kollarıyla genomik rekombinasyonu yönlendiren bazı yardımcı 

faktörler de HDR ile tamirde yardımcı olabilir (Hsu ve ark 2014).  

Sunulan bu çalışmada,  130 nükleotit uzunluğundaki dönor diziler 

kullanılarak, homoloji kolları uzun tutulmuş ve tamir mekanizması olarak HDR 

kullanılmıştır. Bu pik eğrilerinin farklılığı  indellerden kaynaklanıyor olabilir 

(Nymark ve ark 2016). Çünkü baz-ekleme çıkarma gibi efektif genom düzenleme 

teknikleri melting curve eğrilerinde değişik bölgelerde farklı yükseltilerin 

görülmesine sebep olmaktadır. 

Şekil 3.8’de e ve f pikleri değerlendirildiğinde, NRAS2 bölgesinde CRISPR 

uygulanmış ve uygulanmamış kontrol grubu arasında pik profilleri açısından bir fark 

olmadığı gözlenmiştir. Bu durum NRAS2 bölgesinin hedef mutasyon içermemesi 

veya bu bölgede herhangi bir indel oluşmadığı şeklinde yorumlanmıştır. 
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NRAS genindeki Q61K mutasyonundaki değişimi gözlemlemek amacıyla 

yakın bölgelerden NRAS12 primerleri kullanılarak real-time PCR analizi 

yapıldığında, Şekil 3.9’da kontrol grubu ve CRISPR uygulanmış grup arasında 

farklılıkların olduğu gözlemlenmiştir. Kontrol grubunda mutant pikin floresan 

yoğunluğu daha yüksekken, CRISPR uygulanmış grupta mutant pikin floresan 

yoğunluğunda bir azalış tespit edilmiştir. Bu durum bazı hücrelerde başarılı HDR 

gerçekleştiği şeklinde yorumlanmıştır. 

Mutasyona spesifik kit ve SYBR green kullanılarak gerçekleştirilen real-time 

PCR analizine göre, NRAS geninde olası tüm mutasyon bölgeleri için CRISPR 

uygulanmış ve uygulanmamış grup karşılaştırılmıştır. Şekil 3.10’da görüldüğü gibi 

kontrol grubunda mutant allel floresan yoğunluğunun, CRISPR uygulanmış gruba 

göre daha yüksek olduğu fakat CRISPR uygulandıktan sonra mutant allel 

yoğunluğunun azaldığı gözlemlenmiştir. Bunun tam tersi şekilde CRISPR 

uygulandıktan sonra normal allel floresan yoğunluğunun arttığı gözlenmiştir. Mutant 

allel frekansındaki düşüşle kıyaslandığında normal allel frekansındaki artışın daha az 

olması, HDR etkinliğine göre donör dizinin hedef sekansa tam olarak entegre 

olamamasından kaynaklanıyor olabilir. Ayrıca piklerin Şekil 3.9’da olduğu gibi 

birleşik bir eğri çizmeden birbirinden ayrı iki eğri çizmesi bazı hücrelerde 

transheterozigot yapıların olduğunun göstergesi olabilir. Fauser ve arkadaşları 

tarafından yapılan bir CRISPR çalışmasında da elde edilen transheterozigot piklerin 

bu çalışmadaki bazı pik profilleri ile benzer olduğu görülmüştür. Bu durum NRAS 

geninde 2 farklı mutasyona uğramış allelin olabileceğine işaret etmektedir. Bu 

bölgelerde heteroallelik bir kombinasyon meydana gelmiş olabilir, çünkü SK-MEL-

30 malign melanom hücre hattı heterojenik tümörden elde edildiğinden, içeriğinde 

birçok mutasyonu barındırmaktadır. Dolayısıyla bu tarz heterojenik durumlar, zaten 

beklediğimiz sonuçlar arasındadır.  

Şekil 3.10’da görülen floresan yoğunluğu farklılıkları piklerin maksimum 

olduğu noktalar dikkate alınarak Çizelge 3.4 oluşturulmuştur. Bu çizelgede ve 

aşağıdaki grafikte de açıkça görüldüğü gibi CRISPR uygulandıktan sonra mutant 

allel frekansında %60,15 oranında bir düşüş, normal allel frekansında ise %44,69 

oranında bir artış meydana gelmiştir (Şekil 4.2). Mutant allel frekansındaki düşüşün 
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normal allel frekansından yüksek oluşu, yukarıda da belirtildiği gibi donör dizinin 

hedef bölgeye bazı hücrelerde entegre olamamasından veya donör dizinin hücresel 

nükleazlara maruz kalabilmesinden dolayı olabileceği de düşünülmektedir. 

CRISPR/Cas9 gibi genom düzenleme araçları genetik modifikasyonların 

indüklenmesi açısından, HDR nispeten düşük etkinlikle seyrederken ve NHEJ daha 

yüksek etkinlikle seyretmektedir. Bu yüzden NHEJ ile tamir mekanizması 

baskılanırsa, HDR etkinliliği ve verimliliği artırılabilir düşüncesi ile DNA ligaz IV 

’ün baskılanması fikri doğmuştur. CRISPR/Cas9 aracılığıyla indüklenen mutajenez 

için NHEJ anahtar enzimi DNA ligaz IV ’ün baskılanması, memeli hücrelerinin 

genomunda tam olarak hedef mutasyonun etkilenmesi açısından etkili bir yoldur. 

Ligaz IV’ün aktivitesi gen susturma, küçük molekül inhibisyonu veya proteolitik 

bozunum ile engellenebilir, böylece hedef hücrelere en iyi şekilde ulaşılması için 

çeşitli yaklaşımların uygulanabileceği gösterilmiştir. DNA ligaz IV ’ün yanı sıra 

KU70 ve KU80 gibi diğer NHEJ tamir mekanizmasının başka anahtar moleküllerine 

yönelik mekanizmalar geliştirilerek de HDR ’ın etkinliği artırılabilir. KU70 ve ligaz 

IV’ün baskılanması HDR verimliliğini 4-5 kat artırmaktadır (Chu ve ark 2015). 

Dolayısıyla sunulan bu çalışmada da, eğer DNA ligaz IV, KU70 ve KU80 gibi 

moleküllerin varlığı baskılansaydı belki de HDR etkinliği daha fazla olacaktı. 

HDR etkinliğinin artırılmasına yönelik bir başka yaklaşım ise, Cas9 

ribonükleoprotein kompleksinin hücre döngüsü ile eş zamanlı senkronizasyonunun 

kurgulanmasıyla başarılabilmektedir. Hücrelerin eş zamanlı olarak S fazına girmesi 

amfidikolin gibi uyaranlar yardımıyla gerçekleştirilebilir. Bu bağlamda hücre kültür 

ortamına amfidikolin eklenerek, Lin ve arkadaşları tarafından Cas9 

ribonükleoprotein kompleksi hücreye dönor DNA ile birlikte transfekte edilmiş ve 

hücrelerin S fazına girmeden transfeksiyonu yapılmıştır (Lin ve ark 2014). Buna ek 

olarak, Cas9 ribonükleoprotein aracılı düzenlemede, ribonükleoprotein kompleksinin 

hücre içinde 24 saatte degrade olabileceğinden dolayı RNP kompleksi ile birlikte 

dönor dizinin aynı anda hücreye aktarılması gerektiği vurgulamaktadır (Kim ve ark 

2014). Çünkü Cas9 ribonükleoprotein kompleksi ile birlikte donör dizinin varlığı 

daha hızlı bir genom düzenleme sağlayacak ve hücresel nükleazlardan nispeten 

korunmayı sağlayacaktır. Sunulan bu çalışmada, amfidikolin gibi uyaranların 

kullanılmamış olması nispeten başarı oranını düşürse de, Cas9 ribonükleoprotein 
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kompleksinin dönor dizi ile eş zamanlı olarak transfekte edilmesi başarı oranını 

yükseltmiştir.  

Son dönemlerde CRISPR/Cas9 genom düzenleme çalışmalarında yaygın 

olarak kullanıla nocodazole, DNA tam replike edildiğinde ve nükleer membran 

parçalandığında M fazındaki hücreleri bloke eder. Azalan miktardaki Cas9 

ribonükleproteinlerde nocodazole uygulamasının yüksek HDR etkinliğine yol açtığı 

görülmüştür. Bu durumun Cas9 ribonükleoproteinlerinin henüz hücre mitoz 

aşamasında bölünmeden başarılı transfeksiyona olanak sağladığı için olduğu 

düşünülmektedir. Bir başka ihtimal de, nükleer zarf bozulduğunda Cas9 

ribonükleoproteinlerinin DNA’ya daha kolay erişilebildiğinin düşünülmesidir (Lin ve 

ark 2014). Dolayısıyla CRISPR çalışmamızda, genom düzenleme başarı oranının 

nispeten düşük olması nükleer zarftan dolayı DNA’ya ulaşılamama güçlüğü ve 

transfeksiyon yapıldığında hücrenin çoktan mitoz evresine girmiş ya da mitoz 

aşamasını çoktan geçmiş olmasından kaynaklanıyor olabilir. 

HDR ve NHEJ gibi tamir mekanizmalarının hücre içerisinde devreye girmesi 

için başarılı bir transfeksiyon işleminin yapılması şarttır. Sunulan bu çalışmada, Cas9 

enziminin yanı sıra eCas9 ve dCas9 gibi modifiye Cas9 enzimlerini içeren 3 farklı 

plazmid  ile eş zamanlı olarak donör dizilerin trensfeksiyonu gerçekleştirilmiştir.. 

Transfeksiyon işlemi için elektroporasyon kullanılmıştır. Elektroporasyon ile DNA 

transfeksiyonu, belki de tüm hücre tiplerine uygulanabilen bir tekniktir. 

Elektroporasyon tekniği ile yüksek frekanslı kararlı transformantlar üretmek ve 

yüksek verim almak mümkündür. Elektroporasyonun şu anda çeşitli doku tiplerine in 

vivo olarak plazmid DNA’yı aktarmada etkili olduğu gösterilmiştir. Elektroporasyon, 

hücre zarının (iyon kanalları hariç) elektrik akımını içeri geçirmeyen bir kondansatör 

gibi davranmasını prensibini kullanır. Zarların yüksek voltajlı bir elektrik alana tabi 

tutulması, makro moleküllerin ve ATP gibi daha küçük moleküllerin hücrenin içine 

girmesine veya hücrenin dışına çıkmasına izin verecek kadar büyük geçici porların 

oluşmasına sebep olur (Potter ve Heller 2010). Başarılı bir gen transferi sağlamak 

için, düşük kapasitanslı (kısa vuruş süresi) yüksek voltaj veya yüksek kapasitanslı 

(uzun vuruş süresi) düşük voltaj kullanılabilir (Chu ve ark 1987). Başarılı bir in vitro 

elektroporasyon için kritik olan iki parametre, verilen elektrik şokunun maksimum 

voltajı ve akım vuruşunun süresidir (Potter ve Heller 2011). Gerilim ve kapasitans 

ayarları, her hücre tipi için optimize edilmelidir. Çalışmamızda, Bauer ve arkadaşları 
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tarafından yapılan bir CRISPR çalışması referans alınarak 250 Volt elektrik akımı, 1 

vuruşta uygulanmıştır (Bauer ve ark 2015). Hücrelere zarar vermemek adına akım 

çok fazla yüksek tutulmamış ve vuruş süresi mümkün mertebe kısa tutulmuştur.  

Ayrıca CRISPR ile transfeksiyon işleminden sonra, plazmidlerin 

ekspresyonuna izin verilmiştir. Ekspresyon ve ardından CRISPR sisteminin hücre 

içinde aktif olmasından ötürü hücrelerin şekil 3.1’dekinden farklı şekilde çoğaldığı 

ve morfolojisinde bazı değişikliklerin meydana geldiği gözlemlenmiştir. Kanser 

hücreleri kontrolsüz bölünme ve çoğalma sergileyen hücrelerdir. CRISPR ile bu 

mutasyon hücre içerisinde düzeltildikten sonra, hücrenin bölünmesi yavaşlatılarak 

kısmen kontrol altına alınmıştır. Hücrelerin boyutu da transfeksiyondan sonra gözle 

görülür şekilde artmıştır ve bu durumun hücrenin hacim/yüzey alanı dengesinin 

bozulmasından sonra bölünememesinden kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Akış sitometri ile GFP+ hücreler, başarılı transfeksiyon gerçekleştiren 

hücreler arasında gösterilmiştir ve bu hücreler diğer başarısız hücrelerden 

ayıklanmıştır. Şekil 3.4 ’te de görüldüğü gibi, 10.000 hücre okumada yaklaşık olarak 

%42.3 - %51.6 arasında canlı hücre tespit edilmiş ve bunların yaklaşık %4.1- %3.2 

’si de GFP+ ışıma veren başarılı hücreler olarak belirlenmiştir. Transfeksiyon 

başarısı ise %6,20 ile %9,69 ’dur. Zaten elektroporasyon aşamasından sonra GFP+ 

hücreler floresan mikroskop üzerinde görüntülenmiştir ve akış sitometri ile elde 

edilen sonuçlar mikroskopta yapılan gözlemler ile uyumludur. 

Yapılan real-time PCR sonuçları analiz edildiğinde, ilk önce Çizelge 3.1’de 

gösterildiği gibi CRISPR uygulanmış grubun kontrol grubuna göre daha büyük Ct 

değerine ulaştığı görülmüştür. Bu durum NRAS geninde bir takım değişikliklerin 

gerçekleştiği düşüncesine yol açmaktadır. NRAS Q61K mutasyonu Bölge 3 için 

değerlendirdiğimizde, Çizelge 3.2’de yer alan ∆Ct sonuçlarına göre, normal diziyi 

gösteren HEX floresan probunda mutant FAM floresan probundaki değişiklerden 

daha fazla bir farklılık meydana geldiği açıkça görülmektedir. Zira Bölge 3 için ∆Ct 

değeri HEX prob için 2,57 iken, FAM prob için 1,4’tür. Bölge 3 ve internal kontrol 

bölge 8 kıyaslandığında ise, mutant FAM okumasında farklılıkların olduğu ve 

normal HEX okumasında ise çok bir fark olmadığı görülmüştür. Bu durum, bölge 

3’te bazı bölgelerin HDR yoluyla tamir edildiğinin bir kanıtı olarak düşünülmektedir 

(Çizelge 4.1). Çünkü normal HEX okumada ∆Ct değerleri her iki bölge için birbirine 
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çok yakın bulunmuştur. Bu durum CRISPR/Cas9 tekniği ile mutasyonlu bölgede bazı 

düzenlemeler yapıldığının açıkça göstergesidir. 

 

Çizelge 4.1. İnternal kontrol bölge 8 ve hedef bölge 3’ün ∆Ct değerleri. 

 FAM  HEX 

Prob/Bölge CRISPR Kontrol ∆Ct Prob/Bölge CRISPR Kontrol ∆Ct 

3 32,02 30,62 1,4 3 21,22 18,65 2,57 

8 25,11 22,34 2,77 8 21,18 18,89 2,29 

 

Yukarıda bahsedildiği gibi CRISPR uygulanmış hücre grubunda hedef 

bölgede bir takım düzeltmelerin gerçekleştiği görülmektedir. Fakat bu düzeltmenin 

normal allelde mi yoksa mutant allelde mi olduğunu anlayabilmek için end-point 

analizi yapılmıştır. Şekil 3.7 değerlendirildiğinde, kontrol grubu yani CRISPR 

uygulanmamış grupta mutant allel frekansı daha yüksek bulunurken, CRISPR 

uygulanmış grupta normal allel frekansının daha yüksek olduğu bulunmuştur. 

Başlangıçta CRISPR uygulanmamış kontrol grubu olarak adlandırılan hücreler Q61K 

mutasyonunu içerdiğinden bu hücrelerde mutant allel frekasının yüksek çıkması 

zaten beklenen bir sonuçtur. CRISPR uygulanmış hücrelerde ise Q61K mutasyonunu 

düzeltmek amacına ulaştığımızı gösterircesine normal allel frekansı daha yüksek 

bulunmuştur (Şekil 4.1). Bu durum hedef bölgede başarılı bir HDR ile tamirin 

gerçekleştiğine işaret ederken, aynı zamanda da SK-MEL-30 hücre hattında Q61K 

mutasyonunun heterozigot bir mutasyon olduğuna da işaret etmektedir. 

Şekil 2.6’da gösterilen bölgeler için dizayn edilen primerlerle kurulan real-

time PCR sonuçlarına göre melting curve analizleri yapılmıştır.  Her bir bölge için 

Çizelge 2.9’da gösterilen özel dizayn bölge-spesifik primerler kullanılmıştır. Şekil 

3.8’de a ve b pikleri değerlendirildiğinde, NRAS bölgesinde kontrol grubunun 

heterozigot mutasyon taşıdığı ve CRISPR tekniği uygulandıktan sonra bu bölgede 

mutant pikteki dalgalanmanın kaybolduğu ve daha kararlı bir eğri sergilediği 

görülmüştür. NRAS bölgesindeki primerler, real-time PCR işlemi gerçekleştiğinde, 

Q61K mutasyonunu içeren bölgeyi kapsar nitelikte dizayn edilmiştir. Bu durum, 

NRAS Q61K mutasyonunun bu bölgede HDR ile tamirin bazı hücrelerde 
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gerçekleşmiş olduğunun kanıtıdır. Ayrıca normal piki gösteren kısımda, CRISPR 

tekniği uygulandıktan sonra floresan yoğunluğunda bir artış meydana gelmiştir. Bu 

da yine donör dizinin CRISPR ile yeniden yapılandırıldığının ve hedef mutasyonun 

düzeltildiğinin bir göstergesidir. Kontrol grubunda aslında ikiden fazla dalgalanmış 

pik görülmesinin sebebi hücre hattında zamanla biriken bölgedeki başka mutasyonlar 

olabilir. CRISPR uygulanmış grupta ise sonradan küçük piklerin görülmesi plazmid 

sisteminde bulunan eCas9 enziminin birçok bölgeyi kesmiş olmasından 

kaynaklanıyor olabilir. Çünkü eCas9, klasik Cas9 enzimine göre daha yüksek 

endonükleaz aktivite gösteren ve spesifik olmayan elektrostatik etkileşimleri 

azaltmak adına geliştirilmiş modifiye bir endobükleazdır. Bu çalışmada eCas9 

enzimi ve dCas9 gibi modifiye enzimler kullanılarak hedef hedef dışına 

bağlanabilirlik en aza indirgenmiş ve spesifite artırılmıştır. Kullanılan eCas9 enzimi 

hedef dışı etkileri azaltmış ve hedef üzerinde bölünmüş bölgeleri sağlam tutmuştur. 

Dolasıyla eCas9 yüksek spesifiklik gerektiren genom düzenleme uygulamaları için 

geniş çapta yararlı olabilir (Slaymaker ve ark 2016, Komor ve ark 2017). 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak bu çalışmada CRISPR/Cas9 tekniği kullanılarak, SK-MEL-30 

cilt kanseri malign melanom hücre hattında NRAS genindeki patojenik bir mutasyon 

olan Q61K nokta mutasyonu özellikle transfeksiyonu gerçekleşmiş hücrelerde 

başarıyla düzeltilmiştir. Bunun için, mutasyonlu bölgeyi hedef alacak şekilde, çeşitli 

gRNA’lar dizayn edilmiş ve hedef bölge 3 farklı plazmid ve donör dizi ile önce 

knockout edilip ardından HDR ile tamir edilmiştir. Bu çalışmada kullanılan 

plazmidlerden biri klasik SpCas9 nükleaz enzimini, biri dCas9 enzimini, bir diğeri 

ise eCas9 enzimini eksprese etmektedir. Farklı modifiye Cas9 nükleazların 

kullanımı, hem çalışmayı zenginleştirmiş hem de knockout işleminin 

kolaylaştırılmasını sağlamıştır. Ayrıca Cas9 enzimine destek olarak FokI 

endonükleazların da kullanımı hedef bölgenin kesilmesi için adeta bir raportör görevi 

görmüştür.  

HDR ile tamir mekanizmasının başarılı olabilmesi için 130 nükleotitlik uzun 

donör diziler dizayn edilmiş ve homoloji kolları uzun tutulmuştur. Dolayısıyla bu 

sistem etkili tamir işleminin de çift zincir kırıklarını doğru bir şekilde onarması 

açısından nispeten etkili olmuştur. 

Bu çalışmada eCas9 enzimi ve dCas9 gibi modifiye enzimler kullanılarak 

hedef hedef dışına bağlanabilirlik en aza indirgenmiş ve spesifite artırılmıştır. 

Kullanılan eCas9 enzimi hedef dışı etkileri azaltmış ve hedef üzerinde bölünmüş 

bölgeleri dağılmadan bir arada tutmayı başarmıştır. Ayrıca bu çalışmada modifiye 

Cas9 enzimlerinin nokta mutasyonlarını knockout yapabilmek açısından 

kullanılabilirliği ve işlevselliği de ispatlanmıştır. 

Dizayn edilen sistemin güvenilirliği ve çalışabilirliğini kontrol etmek için, 

real-time PCR analizleri yapılmıştır. Real-time PCR analizlerinde CRISPR 

uygulanmış ve uygulanmamış kontrol gruplarının gerek melting curve eğrileri, 

gerekse ct değeri farklılıkları dikkate alınarak çeşitli değerlendirmeler yapılmıştır. 

Bunun yanı sıra çalışmada end-point genotipleme tekniği de kullanılarak çıkarımlar 

güçlendirilmiştir. İleriki çalışmalar için T7E1 surveyor nükleaz assay tekniği 

kullanılarak veya sekans analizi yapılarak, NRAS genindeki bu düzeltmeler (veya 

indeller) ispatlanarak zenginleştirilebilir.  
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Sunulan bu çalışmada, günümüzde etkili genom düzenleme araçlarından biri 

olarak kabul edilen CRISPR/Cas9 tekniği ile bir nokta mutasyonunun 

düzeltilebileceği gösterilmiştir. Ayrıca çağımızda genetik bir hastalık olarak kabul 

edilen kanserin tedavisinde kullanılabileceği de gösterilmiştir. CRISPR/Cas9 

tekniğinin gelecekte, bir takım yeniden düzenlemeler ve modifiye Cas9 enzimleriyle 

birlikte birçok hastalığın tedavisine olanak sağlayarak daha da gelişmesi ve gen 

terapi ile tedavinin önünü daha çok açması beklenmektedir. 
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