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ONSOZ
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heterojenik timdrlerde yetersiz kalmaktadir. Bu yiizden NRAS protoonkogenleri ve

diger onkogenler ile ilgili genetik ¢aligmalar giin gectikge 6nem kazanmaktadir.

Bu calismada son yillarin etkili genom diizenleme tekniklerinden biri olan
CRISPR/Cas9 metodu kullanilarak, NRAS geni Q61K mutasyonunun diizeltilmesi
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SK-MEL-30 Hiicre Hattinda NRAS Geni Q61K Mutasyonuna CRISPR/Cas9

Tekniginin Uygulanmasi

Tugce DURAN
Tibbi Genetik Anabilim Dal

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2015

Malign melanom, melanositlerin veya melanositlerden gelisen hiicrelerin neoplazmudir.
Melanoma Onceleri seyrek goriilen bir hastalik olmasina ragmen, son yillarda melanomadan kaynakli
oliimlerin yillik insidansi garpict bir sekilde artmaktadir. insanlardaki 3 RAS geni (HRAS, KRAS ve
NRAS) insan kanserinde tespit edilen en yaygin onkogenlerdir; Ras't kalici olarak aktive eden
mutasyonlar, tiim insan tiimorlerinin % 20 ila 25'inde ve bazi kanser tiirlerinde ise % 90'a kadar
bulunmaktadir. NRAS geninin 12, 13 ve 61.kodonlarindaki mutasyonlari, tim melanomlarm % 15-
20'sinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu degisiklikler agresif klinik davramig ve kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir. Yakin zamana kadar, NRAS mutant melanoma i¢in genetik olarak hedeflenmis
gelecek vaat eden tedavi yaklagimlari az olup, bu konuda siirlt sayida galisma bulunmaktadir (ve
genel olarak mutant RAS maligniteleri).

Bu calismada, genom-diizenleme igin giinliimiiziin en etkili tekniklerinden biri olarak kabul
edilen CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak, malign melanoma kanserine neden olan Q61K
mutasyonunun diizeltilmesi amaglanmigtir. Bu amagla, Q61K mutasyonunu igeren malign melanoma
SK-MEL-30 hiicre hatti kullanilmistir. Hedef mutasyon i¢in gRNA’lar dizayn edildikten sonra,
plazmidlere aktarilmig ve klonlanmugtir. Sonra, plazmidler ve donér dizi elektroporasyon teknigi
kullanilarak malign melanoma cilt kanseri hiicrelerine aktarilmigtir. Basarili transforme olan hiicreler
GFP+ hiicrelerdir, floresan mikroskop ve flow sitometri kullanilarak diger hiicrelerden ayrilmstir.
HDR-aracili tamir mekanizmasi ile hiicrelerde sirasiyla knock-out ve knock-in hedeflenmistir.
Yapilan real-time PCR analizleri ile baz1 hiicrelerde, hedef bolgede knock-out ve knock-in igleminin
basariyla gerceklestigi gosterilmistir. Buna ek olarak, end-point analizi de, ¢aligma sonuglarini
basariyla desteklemektedir.

Bu projede, bir nokta mutasyonunun bile CRISPR/Cas9 teknigi ile diizeltilebileceginin
miimkiin oldugu ispatlanmistir. CRISPR teknigi kullanilarak, benzer mutasyonlarin galisilmasi
acisindan literature yeni bir vizyon kazandirdigimiz kanaatindeyiz.

Anahtar Sozciikler: CRISPR/Cas9; Genom-diizenleme; Malign Melanoma; Q61K.
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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.



1. GIRIS

Kanser viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde iireyerek komsu dokulari
isgal etmesi (invazyon) veya kaynagini aldig1 organdan daha uzak bir yere kan-lenf
yoluyla yayilmasi (metastaz) ile olusan bir hastaliktir. Hiicreler DNA replikasyonlari
esnasinda meydana gelen bozulmalar nedeniyle yapi1 degistirirler. Normal viicut
hiicre ve dokulari, orijinal biiyiikliik ve yapilarini korurken kanser hiicreleri saldirgan

bir tablo gizerler (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

Bir kanser hiicresi olugtugunda viicudun bagisiklik sistemi bu yabanci hiicreyi
tanir ve pargalar. Bu sayede viicutta olusan binlerce kanser hiicresi bagisiklik sistemi
tarafindan yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskilayan
antionkogenler (tiimor baskilayict gen) bulunmaktadir. Antionkogenlerin kaybolmasi
veya inaktive olmasi durumunda onkogen aktivitesine izin verilmis olur. Bunu da
kanserin olusumu izler. Viicutta mutasyona ugrayan hiicrelerin ancak c¢ok kiiciik bir
kismi kansere yol acar. Bunun birgok nedeni vardir. Ilk nedeni mutasyon gosteren
hiicrelerin yasama yiizdelerinin normal hiicrelere gore daha diisiik olmasidir. Diger
bir neden ise, hiicrelerdeki feedback mekanizmasidir. Mutasyon gosteren hiicrelerin
pek ¢ogunda bile hala asir1 biiyiimeyi 6nleyen normal feedback kontrol mekanizmasi
(Ttmor baskilayict genler) bulunur. Bu yiizden hayatta kalabilen mutant hiicrelerin
¢ok azi kanserli hiicreye doniistir (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

Siklikla, kanser potansiyeli tastyan bu hiicreler biiyiiyiip kanser olusturmadan
once viicudun bagisiklik sistemi tarafindan yok edilirler. Mutant hiicrelerin ¢ogu
degisiklige ugramis genleri nedeniyle kendi iclerinde anormal protein olustururlar.
Bu anormal proteinler viicudun bagisiklik sistemini uyararak antikor yapimina veya
kanserli hiicreye kars1 duyarlilik kazanmis lenfositlerin olusmasina neden olarak
kanserli hiicrenin yok edilmesini saglarlar. Bagisiklik sisteminin etkinligini bozan
durumlar kanseri hazirlayici etmenler (predispozan) olarak bilinir. Bagisiklik sistemi
tarafindan yok edilmemis olan bu hiicreler kontrolsiiz bi¢imde iireyerek bulunduklar1
dokuyu isgal ederler. Invazyon ile sadece o dokuyla sinirli kalmayip komsu dokulara
da yayilabilirler. Metastaz yoluyla kan ve lenf dolasimi yoluyla viicudun ilgisiz
bolgelerine de tasinabilirler (Kizilbey ve AKDESTE 2013).



Iyi huylu (benign) tiimérler genellikle smirlart belirgin kitlelerdir. Ancak kotii
huylu (malign) tiimorler smirlari belirsiz ve g¢evre dokuya sikica yapisik halde
bulunurlar. Kanser hiicreleri civarlarindaki dokulara ulasarak, kan dolasimi, lenf
sistemi ya da viicut bosluklar1 ve ylizeyleri yollariyla viicudun diger taraflarina
yayilirlar. Buna metastaz denir. Kadinlarda en ¢ok meme, rahim ve kalin barsak
kanseri; erkeklerde ise en ¢ok akciger, prostat, mide ve kalin barsak kanserleri
goriilmektedir. Viicutta goriildiigii bolgelere bakildiginda; beyin ve omurilik %1, cilt
%10, genital bolgeler- erkeklerde %20, kadinlarda %8, meme %14, sindirim sistemi
%25, solunum yollari- erkeklerde %2, kadinlarda %3, karaciger ve safra kesesinde
%3’ liik bir dilime sahiptir. Tiim kanser tiirleri birlikte degerlendirildiginde eriskin
kanserlerinde % 60, cocuk kanserlerinde ise % 77 oraninda iyilesme miimkiindiir.
Ancak hastaligin cinsi, yayginligi, uygulanan tedavi gibi bazi faktorler tedavi sansini

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

Kanser tiirleri arasinda sik rastlanan ve insidansi giin gectik¢e artan cilt

kanserleri giin gegtikce onem kazanmaktadir.

1.1. Cilt Kanseri

Biitiin kanser tiirleri i¢inde deri kanseri en sik goriilen kanser tiirlerinden
biridir. Deri kanserinden korunmak igin yapilmasi gereken giinesten korunmaktir.
Giinese asirt maruz kalma deri kanserinin temel sebebidir. Diger faktorler tekrarlayan
tibbi ve endiistriyel X 1s1nlarina maruz kalma, yanik veya yara izi birakarak iyilesen
cilt hastaliklari, komiir katran1 veya arsenik iceren maddelere mesleki olarak maruz
kalma ve ailede cilt kanseri bulunmasidir. Giines 1sinlar1 deri kanserine sebep olan
etkenlerin basinda geldiginden en 6nemli koruyucu 6nlem giinesten kaginmaktir. Cilt
kanserleri viicudun herhangi bir bolgesinde bulunabilecegi gibi %80 bas-boyun
bolgesindedir. Viicudun giines goren bolgeleri deri kanserlerine daha ¢ok adaydir

(Kizilbey ve AKDESTE 2013).

Cilt genel olarak 3 farkli tabakadan meydana gelir. Epidermis, cildin en ist
tabakasidir. Viicudu dis etkenlerden korur. Su, elektrolit ve 1s1 kaybimi oOnler.
Ortadaki dermis katinin hemen istiinde bazal hiicreler dizisi, onun da istiinde
dikensi hiicreler olarak da adlandirilan skuamoz hiicreler, daha yiizeyde ise graniillii
hiicrelerin arasinda yer alan ve melanosit olarak bilinen hiicreler bulunur.

Melanositlerden melanin pigmenti sentezi yapilir. Bu pigment diger epidermis



hiicrelerine de gecerek derinin normal rengini verir. Dermis, epidermisin altindadir.
Kil folikiilleri, ter ve yag bezleri, damarlar, sinirler bu kattadir. Subcutis ise deri alt1
yag dokusudur (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

1.1.1. Cilt Kanseri Tipleri

Ug tip cilt (deri) kanseri bulunmaktadir.

a) Bazal hiicreli karsinoma: Bu kanser tipi genellikle deride kiigiik etli kabariklik
seklinde siklikla yiiz, boyun ve el sirtlarinda ortaya ¢ikar. Bu kanser tipi nadiren
metastaz yapmasina ragmen, derinin altindaki kemige yayilabilir ve kanserli

dokunun yakinindaki dokular1 harap edebilir.

b) Squamoz hiicreli karsinoma: Deride kabarikliklar veya kirmizi kabuklu yaralar
seklinde ortaya cikabilir. Biiyiik kitleler olusturabilir. Bazal hiicreli karsinomanin
tersine diger organlara yayilabilir. Erken yakalandiginda tedavi orani yiiksektir.

Bazal hiicreli karsinoma ve squamoz hiicreli karsinomada tedavi basaris1 % 95°dir.

¢) Malign Melanom: Biitiin deri kanserleri iginde en o6ldiiriicii olanidir. Bazal
hiicreli ve squamdéz hiicreli karsinoma da oldugu gibi melanomada da erken tani
tedavi sansii arttirir. Melanoma melanin pigmentini (deriye rengini veren madde)
tireten melanosit dedigimiz hiicrelerde baslar. Melanin derinin rengini verir ve cildi
giinesten kismi olarak korur. Melanoma hiicreleri melanin iiretmeye devam eder ve
bu nedenle kanser alan1 kahverengi veya siyahtir. Fakat melanoma beyaz ve kirmizi
da olabilir. Melanoma yayilma 6zelligi gosterdiginden muhakkak tedavi edilmelidir.
Melanoma dikkat ¢ekmeden hizla biiyiiyebilir. Genellikle bir ben olarak veya kahve
renkli bir benin lizerinde ya da yakininda ortaya ¢ikar. Melanomun kalitsal 6zelligi
de vardir. Ailesinde melanoma olan kisilerin hastaliga yakalanma riski daha fazladir
(Rajpar ve Marsden 2009).

1.2.Melanoma

Melanoma cildin yiizeyinde derinin pigment iireten hiicrelerinde baslayan bir
kanser tipidir. Melanositler, derinin st katmanina yerlesmis, deriye rengini veren
hiicrelerdir. Kanser, deriye renk veren melanosit hiicrelerinin sinirsiz ve dagmik bir
sekilde biiylimesiyle ortaya ¢ikan bir durumdur. Hiicrelerin biiylimesi i¢in zaman
gerekir ve bunlar cildin derinliklerine dogru biiyiir. Tabiatlar1 degisen melanositler

normal dokularin yerini alarak veya fonksiyonunu bozarak hizla diger dokulara
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yayilabilir. Kan ve lenf damarlarina ulasarak viicuda yayilan hayati tehdit eden
hastalik haline gelebilirler. Hala cilt yiizeyinde ise melanoma kolay teshis edilir.
Melanoma erken teshis edilirse tamamen iyilesebilirken, yayilmis ve ilerlemis ise

tehlike boyutlara ulasabilir (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

1.2.1.Melanoma Gelisim Evreleri
0.Evre
0. evrede, normal olmayan melanositler epidermiste (cildin en dis katmani)

yer alir. Bu normal olmayan melanosit hiicreleri kansere doniisebilir ve normal

dokulara sigrayabilir. 0. evre melanoma in situ olarak da tanimlanmaktadir.

Normal olmayan bolge

. Epidermis

Melanositler

Melanin i

Deri altindaki dokular

Sekil 1.1. Melanoma sifirinci evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

|.Evre

I. evrede kanser olugsmaktadir. 1. evre IA ve IB olarak ikiye ayrilir. A
evresinde tiimor epidermiste yer alir, | mm’den daha kalin degil ve cilt iginde kesinti
olusturmamistir. IB evresinde ise hastalik iki sekilde gelismektedir. Birincisinde
tiimor 1 mm’den kalin degil ve cilt i¢inde kesikler geliserek timdr dermise dogru
yayilmaktadir. Ikincisinde ise tiimdr 1-2 mm arasinda olusur ve ciltte kesikler
meydana gelmez. Ciinkii cilt kalinlig1 viicudun farkli bolgelerinde degisiklikler

gostermektedir.
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Sekil 1.2. Melanoma birinci evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

I1.Evre
II. evre IIA, IIB ve IIC evresi olarak li¢e ayrilmaktadir.
ITA Evresi: Tumor her iki sekilde de olabilir;

e 1-2 mm arasinda ve kanamaya sahiptir.

e 2-4 mm arasinda cilt iginde kesikler olusturmaz.
IIB Evresi: Tiimor her iki sekilde de olabilir;

e 2-4 mm arasinda ve cilt icinde kesikler yani iilser (kanama) gergeklesir.

e 4 mm’den kalin ve kanamaya sahip degildir.

IIC Evresi: Tiimor 4 mm’den kalin ve kanamaya sahiptir.
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Sekil 1.3. Melanoma ikinci evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013).
1. Evre

Tiimor herhangi bir kalinlikta kanamali ya da kanamasiz olabilir. Tiimor,
yakinda bulunan lenf damarina ve diiglimlerine yayilabilir ya da hareketsiz olan

birbirine dolanmis bir veya daha fazla lenf diigiimiine yayilabilir.

s ] £ 38
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Kan /4 -
noditlleri

Birincil timor

Sekil 1.4. Melanoma tigiincti evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013).
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Sekil 1.5. Melanoma dordiincii evre (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

1.2.2. Malign Melanoma Epidemiyolojisi

Gegtigimiz 20-30 y1l i¢inde malign melanoma insidansinda ve mortalitesinde
diger kanserlere gore belirgin bir artis goézlenmistir. Degisik calismalarin sonuglari
melanoma insidansinin  100.000’de 5-50 arasinda degistigini gostermektedir ve
ABD’de 25-30 yas aras1 kadinlarda en sik goriilen kanserin malign melanom oldugu
saptanmigtir (Vandaele ve ark 2000, Wang ve ark 2001). Malign melanomlarin tim
kanserler igindeki oran1 % 1,5-2,5 arasinda degismektedir (Ocana-Riola ve ark 2001,
Youl ve ark 2002).

Epidemiyolojik arastirmalar gostermistir ki giines 1sinlar tiim cilt kanserleri
gibi malign melanom etyolojisinde de Onemli bir role sahiptir ve glinese asiri
maruziyet Onlenirse cilt kanseri olusma riski azalmaktadir. Hatta g¢ocukluk
doneminde asir1 derecede giines 1sinina maruz kalanlarin ileriki yasamlarinda cilt
kanseri olma riski yiiksektir (Armstrong ve Kricker 2001). Ultraviyole isinlarin

etyolojideki roliine iliskin O6nemli bulgular olmakla birlikte, malign melanoma



olusmasi i¢in ne kadar siddette ve ne kadar siireyle giines 1sinina maruz kalmak

gerektigi bilinmemektedir (Siskind ve ark 2002).

Malign melanom etyolojisinde rol oynayan UV tipinin UVB (280-320 nm)
oldugu bilinmekte ve bu konuda UVA (320-400 nm) daha az sorumlu tutulmaktadir.
Ancak son yillarda psoralen ve PUVA tedavisi uygulanan hastalarda malign
melanom olgularina sik rastlanmasi ve hayvan deneylerinde UVA ’nin DNA yapisini
bozucu etkisinin gosterilmesi, UVA ’nin da malign melanom etyolojisinde rolii

oldugunu diistindiirmektedir (Wang ve ark 2001).

1.2.3. Malign Melanoma Gelisimi A¢isindan Risk Etmenleri ve Malign Melanom
Olusumundaki Faktorler

Malign melanoma, genetik duyarlilik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi
sonucu ortaya c¢ikan multifaktoriyel bir kanserdir (Psaty ve ark 2010). Malign
melanoma gelisimi agisindan giiniimiize kadar bircok risk etmeni ve olusum sebebi

tanimlanmaistir.
Giines 1s1nlarina asir1 maruziyet

Glines maruziyeti, malign melanoma gelisimi i¢in en Onemli cevresel
faktordir (Duman 2014). Viicudun agikta kalan ve bol giines alan bdlgelerinde
malign melanom gelisme riski yiiksektir. Gilines 1sinlar1 malign melanom
etyolojisinde onemli bir role sahiptir, bu nedenle giines yaniklar1 iizerinde gelisen

lezyonlar dikkatli degerlendirilmelidir (C61 2003).

Malign melanom karsinogenez basamaklarinda, UV’ye bagli DNA hasarina
ikincil olusmus mutasyonlar primer rolii oynar. Son yillarda UV’nin CDKN2A,
PTEN, NRAS ve BRAF gibi malign melanom ile iliskili genlerle de mutasyon
olusturdugu gosterilmistir (Garibyan ve Fisher 2010). Yogun aralikli giines
maruziyeti yiizeyel yayillan malign melanoma gelisimini ve ayrica kisinin multiple
primer malign melanom gelistirme riskini de arttirmaktadir. Kronik siirekli paternde
giines maruziyeti 0zellikle lentigo malign melanom riskinde artisa yol agmaktadir.
Ayrica ¢ocuklukta giines yamigi varligi malign melanoma riskini 2 kat artirirken,
erigkinlikteki yaniklar malign melanoma riskinde yaklasik 1.53 kat artisa yol
acmaktadir (Psaty ve ark 2010).



Solaryum, fototerapi gibi artifisyel UV maruziyeti de malign melanom
riskinde artisa yol agmaktadir. On dokuz ¢alismanin dahil edildigi bir meta-analizde
solaryumun malign melanoma riskini yaklasik 1,15 kat arttirdigi gosterilmistir. 35
yas altindaki deney grubunda ise solaryum riskinin 1,75 kat arttigi gorilmiistiir
(Green ve ark 2007). Ayrica, 250 seans lizerinde psoriyazis UVA (PUVA) tedavisi
alan psoriyazis hastalarinda malign melanoma riskinin 5 kat arttigi, bu artisin da

tedaviden 15 yil sonra arttig1 gbzlemlenmistir (Stern ve ark 1997, Duman 2014).
Fenotipik etkenler

Derideki melanin UV 1sinlarina karst koruyucu etkiye sahip oldugundan agik
tenli insanlar esmerlere gore daha yiiksek riske sahiptir (C61 2003). Kizil ve sar1 sag,
acik renk ten, cillerin varligi, acik renk g6z ve deri fototipi I gibi fenotipik ozellikler
malign melanoma riskini artirmaktadir. Kizil sa¢ varliginda en yiiksek risk artisi
(rolatif risk:3.64) mevcuttur. Ozellikle sirt bdlgesinde artmis cillenme gdsteren
kisilerde risk 2 kat artmaktadir. Fitzpatrick deri fototipi I’e sahip bireylerde fototip
IV’e gore iki kat artis mevcuttur (Gandini ve ark 2005, Duman 2014). A¢ik renk goz
rengine (mavi, yesil) sahip bireylerde malign melanoma riski %50 oraninda
artmaktadir (Psaty ve ark 2010, Duman 2014).

Onceden mevcut olan neviisler

Viicudunda neviis tasiyanlarda malign melanoma riski belirgin olarak
yiikselmektedir. Benign neviislerin o6zellikleri ve neviislerde meydana gelen

degisiklikler dikkatle degerlendirilmelidir (C61 2003).
Ailevi yatkinhk ve genetik etmenler

Ailede malign melanoma 6ykiisii de malign melanoma riskini artirmaktadir.
Ailede birinci derece yakininda malign melanoma 6ykiisii, malign melanoma riskini
1,7 kat artirirken, iki tane malign melanomali yakin varliginda ise bu risk 9 kat

artmaktadir (Hemminki ve ark 2003, Duman 2014).

Baz1 malign melanomlarda ailevi 6ykii ve genetik yatkinlik s6z konusu
olabilmektedir. Malign melanom gelisiminde 1p, 6q, 7 ve 9. kromozomlarda
degisiklikler oldugu gosterilmistir (C6l 2003). Ayrica ksedorma pigmentozum,

okulokutan6z albinizm gibi bazi genetik sendromlarda ve BRCA2 mutasyonu tagiyan



meme-over kanser ailelerinde malign melanoma riskinin arttigi bilinmektedir

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

Ayrica displastik nevus sendromu olarak da bilinen ve melanosititk
lezyonlarla karakterli bir hastalik olan atipik melanoma sendromunda da (AMS)
melanom riskinin arttig1 bilinmeli ve AMS tanis1 almis hastalar daha dikkatli kontrol

edilmelidir (Co1 2003).

1.2.4. Melanoma Insidansi ve Goriilme Sikhig

Son yillarda beyaz irkta melanoma goriilme sikligi artmistir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) her y1l 132.000 yeni melanoma olgusu tahmin etmektedir, bu rakam
tilkeler arasinda 150 kata kadar varan farkli oranlarda degisiklik gostermektedir.
Hastalik en c¢ok Avustralya’da goriilmektedir. Avustralya’da melanoma
insidensindeki artis %3-7’dir. Avustralya’da melanoma 100.000 kiside 40 iken, solar
radyasyona daha az maruz kalan Kuzey Avrupa’da 100.000 de 5’tir. Tiim Avrupa’da
melanoma insidensi 12/100.000, Almanya Miinich bolgesinde 14/100.000’tiir.
Yasam boyu melanoma riski, Avrupa ve Amerika’da 1/100 ile 1/200 arasinda
degismektedir. Avustralya’da yasam boyu melanoma riski 1/25, ABD’de 1/75’dir.
ABD’de melanoma gelisme 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 yilinda ise 1/50 oldugu tahmin
edilmektedir. Tiim kanserler icinde melanoma goriillme orant kadinlarda %4,
erkeklerde %5°tir. Non melanoma deri kanserleri melanomadan 18-20 kat daha fazla
goriilmektedir; bunlar i¢inde de bazal hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli deri
kanserlerinin 4 katidir. 2004 yilinda yeni melanoma sayis1 55.000, 6liim sayisi ise
7900°diir. Avrupa disindaki koyu tenliler arasindaki insidens rakamlar1 ¢ok diisiik,
fakat giivenilir-tutarli degildir. Buradaki rakamlar 100.000’de 0,1-3 arasindadir.
Togo’da yapilan c¢alisgmada melanoma insidensi yilda 0.07/100.000 olarak
bildirilmektedir. En ¢ok goriilen kanserler siralamasinda melanoma, Avustralya ve
Yeni Zelanda’da dérdiincii, Amerika ve Kanada’da yedinci, Iskandinavya’da onuncu

ve Ingiltere’de ise on sekizinci siradadir (Kizilbey ve AKDESTE 2013).

Melanoma insidans: yasla artar. Melanoma dis1 deri kanserleri genel olarak
yasla baglantilidir ve ileri yaslarda goriiliir. Melanoma hastaliginda da yasa baglh
olarak artma olmasina ragmen, nispeten gen¢ sayilabilecek 20-45 yaslarinda pik

yapar (Cizelge 1.1). Konjenital nevuslardan kaynaklanan melanoma gocuklarda sik
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iken, lentigo malign melanoma yaslilarda siktir. Lentigo malign melanoma 65 yas,
yiizeysel yayilan melanoma 30-50 yas (ortalama 37), nodiiler melanoma orta yas,
akral lentijinéz tip 65 yaslarda goriilmektedir. Avustralya ve Amerika’da 1960-
1970’ten sonra doganlarda yapilan yas grubu analizlerinde insidans hizinda
duraklama, hatta belirli bir azalma goriilmiistiir. Bazilar1 bunu halk sagligi koruma
calismalarinin erken etkisine baglamistir. Diger bir¢ok iilkede yiikselis devam
etmektedir. Tiim diinyada beyaz irkta yasa gore standardize edilmis melanoma

insidensinde bir artis vardir (Ozgelik ve Akyol 2007, Kizilbey ve AKDESTE 2013).
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Cizelge 1.1. Melanoma insidensinin yas ve cinsiyet dagilimi1 (Kizilbey ve AKDESTE
2013).

Yas gruplari Insidens/100.000
Erkek Kadin
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Sekil 1.6. Melanoma hastaliginin gelisiminin yillara gore dagilimi (Kizilbey ve
AKDESTE 2013).
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Sekil 1.7. Melanoma kanseri olan kadin hastalar i¢in yasa gore hastaliktan etkilenen
hasta sayist (ASR: Age standardized incidence rate)/100.000 kisi (Kizilbey ve

AKDESTE 2013).
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Sekil 1.8. Melanoma kanseri olan erkek hastalar i¢in yasa gore hastaliktan etkilenen
hasta sayist (ASR: Age standardized incidence rate)/100.000 kisi (Kizilbey ve

AKDESTE 2013).
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1.2.5. Malign Melanomanin Klinik Ozellikleri

Malign melanoma geleneksel olarak klinik ve patolojik 6zelliklerine bagl
olarak 4 alt tipe; ylizeyel yayilan malign melanom, nodiiler malign melanom, lentigo

malign melanom ve akral lentijin6z malign melanom ayrilmistir (Duman 2014).

Yiizeysel yayilan malign melanom, agik tenli bireylerde en sik goriilen
malign melanoma tipidir, tiin malign melanomalarin %70 ’ini olusturur. Siklikla 30-
50 yas arasinda goriilmektedir. En sik intermitan giines goren bolgelerde, erkeklerde
govdede ve kadinlarda bacaklarda yerlesmektedir. Yiizeysel yayillan malign
melanom, de novo ortaya ¢ikabilecegi gibi neviis lizerinden de gelisebilir. Neviisle
iligkili malign melanomlarin ¢ogu bu tiptedir (Duman 2014). Yiizeysel yayilan
malign melanomda tipik klinik oykii 1-5 yi1l icinde yavas yavas degisiklik gdsteren
kahverengi-siyah lezyon varhig1 ile karakterize edilmistir. flk 6nce asimetrik, renk
cesitliligi ve sinir diizensizligi olan makiil veya yama seklinde baslar, daha sonra
lezyon tizerinde papiil veya nodiil gelisimi goriiliir. Lezyonlarin yaklasik 2/3 ’iinde
gri, hipodepigmente alanlar olarak gériilen regresyon alanlar1 izlenir (Sekil 1.9)

(Duman 2014).

|

Sekil 1.9. Yiizeysel yayilim gosteren melanoma. Diizensiz kenarli, ¢ok tonlu
kahverengi, gri, pembe ve asimetrik bir lezyon gostermektedir (Rajpar ve Marsden
2009).

Nodiiler malign melanom, acik tenli bireylerde ikinci siklikta goriilen malign
melanoma alt tipidir, tim malign melanomlarin %15-30’unu olusturur. Siklikla

altinc1 dekatta, govde, bas-boyun bolgelerinde ortaya ¢ikar. Erkeklerde kadinlardan
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daha siktir. Genellikle mavi-siyah, bazen pembe-kirmizi ilsere olabilen nodiiller
seklinde hizl1 bir sekilde ortaya ¢ikar (Sekil 1.10) (Duman 2014).

Sekil 1.10. Nodiiler melanoma. Ulsere olabilen ve hemorajik siyah bir nodiile sahip
olmasi ile taninir. Bu tiir melanomlarin prognozu kotiidiir (Rajpar ve Marsden 2009).

Lentigo malign melanom, tiim kutanéz malign melanomlarin %15’ inden azini
olusturmaktadir. Genellikle daha ileri yaslarda, yedinci dekatta, kronik stirekli UV
maruziyetinin oldugu yiiz ozellikle de burun ve yanaklarda ortaya ¢ikar. Yavas
biiyliyen, asimetrik, renk gesitliligi gosteren diizensiz sinirli kahve-siyah renkli yama
seklinde baslar. Lentigo maligna adi verilen in-situ fazdan invazyon gelisimi sonucu

ortaya ¢ikar (Sekil 1.11) (Duman 2014).

Sekil 1.11. Lentigo malign melanom. Kalinlasmis siyah alan (melanom), eski ve
diizensiz kahverengi bir makiiliin mediyal kismindan (lentigo maligna) gelismistir
(Rajpar ve Marsden 2009).
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Akral lentijindz malign melanom, kutandz malign melanomlarin %5-10’unu
olusturur. Insidans1 etnik farkliliklardan en ¢ok etkilenen, siyah irkta (%70) ve
Asyalilarda (%45) en sik goriilen malign melanom alt tipidir. UV maruziyeti ile
iligkisi yoktur. Siklikla avug icinde, ayak tabaninda ve tirnakta kahverengi-siyah
diizensiz lezyonlar seklinde ortaya ¢ikar (Sekil 1.12) (Duman 2014).

Sekil 1.12. Akral melanoma. Genellikle diizensiz pigmentli ve kenarli iilsere sahiptir
(Rajpar ve Marsden 2009).

Bu klasik alt tiplerin disinda malign melanomlarin  klinikopatolojik
varyantlar1 arasinda amelanotik, nevoid, hayvan tipi, dezmoplastik/ndrotropik malign
melanom, ¢ocukluk ¢agi malign melanom, persistan rabdoid, miksoid, metaplastik,
adenoid, balon hiicreli ve noroendokrin diferansiyasyon gosteren malign melanoma
gibi farkli alt tipler de mevcuttur. Bunlarin ayrimi daha ¢ok histopatolojik 6zelliklere
gore yapilabilir (McKee ve Calonje 2009, Elder 2014).
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Sekil 1.13. Amelanotik nodiiler melanoma (Rajpar ve Marsden 2009).

1.2.6. Melanoma ve Genetik ile iliskisi

MAPK sinyal yolaginin diizenlenmemesi, melanomalar da dahil olmak iizere
cesitli neoplazmlar ile iliskilendirilmistir. Melanomlardaki MAPK yolagindaki genel
degisiklikler BRAF, EGFR, KIT, RAS, MEK ve ERK genlerindeki mutasyonlar1
igerir. Melanoma biyolojisi ve genetiginin anlasilmasi, melanoma tedavisinde MAPK

yolagini hedeflemeye yonelik ilgileri uyandirmistir (Torres-Cabala ve Curry 2016).
MAPK Yolagi ve Melanoma

Ras/Raf/MEK/ERK yolagi olarak da bilinen mitojen aktive protein kinazlar
(MAPK) yolagi, ardistk fosforilasyon olaylar1 yoluyla sinyallerin plazma
membranindan ¢ekirdege ileten bir sinyalleme kaskadidir (Sekil 1.14). MAPK,
serin/treonin kinaz ailesinin bir iiyesidir ve hiicre biliylimesi, farklilasma ve apoptozu

diizenler (Pearson ve ark 2001).

Enzimlerin aktivitesi, bir zar reseptoriiniin aktive olmasiyla baglatilan bir
fosforilasyon kaskadi ile diizenlenir. Membran reseptoriiniin aktivasyonu, ligand
baglanmasi sonucu protein yapisinda meydana gelen yapisal bir degisikligin
sonucudur. Ligand ile uyarilan konformasyonel degisim, zar reseptdriiniin bir hiicre
i¢ci adaptor proteini (Shc ve GRB2 gibi) ile etkilesimini artirir. Adaptdr protein,

sirayla, sinyali ileten bir guanin niikleotid degisim faktorii (SOS) ile etkilesime girer
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ve kii¢iik GTP baglayici protein RAS’a sinyali aktarir. Daha sonra, RAS, kaskadtaki
ilk hiicre i¢i kinaz olan RAF’1 (MAPKinaz-kinaz-kinaz/MAPKKK) aktive eder. RAF
kinazlar, ARAF, BRAF ve CRAF dahil olmak {izere serin/treonin kinazlardan olusan
bir ailenin triintidiir. Aktive edildiginde RAF, MEK’i (MAPKinaz-kinaz/MAPKK)
fosforiller ve ardindan da hiicre i¢i sinyalle diizenlenen kinazi (ERK/MAPK) aktive
eder. ERK, hiicre ¢cogalmasi ve proliferasyonda rol oynayan genlerin ekspresyonunu
diizenleyerek, birka¢ transkripsiyon faktoriinii dogrudan fosforile edebilir
(McCubrey ve ark 2007). Bu sinyal yolaginin karmasikligi, tic RAS (HRAS, NRAS,
KRAS), iic RAF (ARAF, BRAF, CRAF), iki MEK (MEK1 ve MEK?2) ve iki ERK
(ERK1 ve ERK2) izoformunun varligindan ileri gelmektedir (Cizelge 1.2). Bu
yolagin g¢esitli noktalarindaki degisiklikler, kontrolsiiz hiicre biiylimesine ve
cogalmasina, melanoma da dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin gelisimine katkida

bulunabilir.

Cizelge 1.2. MAPK yolundaki temel proteinlerin kromozomal konumu ve molekiil
agirhig (MW) (Torres-Cabala ve Curry 2016).

Kromozom MW (Da)
EGFR (ERB1) 7p12 134,277
KIT (c-Kit) 4q11-g12 109,865
NRAS 1p13.2 21,229
HRAS 11p15.5 21,298
BRAF 7034 84,437
MEK1 (MAP2K1) 15022.1-q22.23 43,439
MEK?2 (MAP2K2) 19p13.3 44,424
ERK1 (MAPK3) 16p11.2 43,136
ERK2 (MAPK1) 22011.21 41,390

Melanomada Yaygin MAPK Degisiklikleri

MAPK yolaginda meydana gelen cesitli degisiklikler ¢esitli kanserlerle
iliskilendirilmistir (Dhillon ve ark 2007). NRAS ve BRAF ‘taki aktive edici
mutasyonlar sirasiyla melanomlarin %15-30 ve %60-70 ’inde goriilir (Gray-
Schopfer ve ark 2005) (Cizelge 1.2). Bu degisikliklerin melanom gelisimi i¢i yetersiz
oldugu 6ngoriilse de, bir takim iyi huylu neviislerin de BRAF ve NRAS genlerinde
mutasyonlar tasidigi diisliniilmektedir. Melanomanin ilerlemesi i¢in gerekli olan
BRAF ve NRAS ’daki aktive edici mutasyonlarin yan sira ilave genetik degisikler de

tam olarak anlagilamamigtir (Torres-Cabala ve Curry 2016).
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Cizelge 1.3. Melanomalarda bulunan MAPK yolagindaki yaygin mutasyonlar
(Torres-Cabala ve Curry 2016).

Gen | Ekzon | DNA baz degisiklikleri | Aminoasit degisimi | Tahmini siklik
11 c.1727T>C L576P 25
KIT 11 c.1676T>C V559A 20
13 €.1924A>G K642E 20
2 €.182A>G Q61R 35
NRAS
2 c.181C>A Q61K 34
15 c.1799T>A V600E 80
BRAF
15 | ¢.1798 1799delGTinsAA V600K 5
3 c.370C>T P124S -
MEK1
g €.607G>A E203K -
4 c.461C>T S154F -
MEK?2
6 €.622G>A E207L -

NRAS genindeki somatik mutasyonlar tiim malign melanomlarin ~%13-
25’inde goriilmektedir (van't Veer ve ark 1989, Ball ve ark 1994, Curtin ve ark
2005). Cogu vakada, bu mutasyonlar 12. , 13. veya 61. kodonlarda meydana gelen
bir amino asit degisikliginden kaynaklanir. Bu mutasyonlar sonucunda, NRAS sinyal

yolaklar1 dolayl olarak etkilenir.

EGFR

Kromozom 7p12 ’de bulunan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR),
tirozin kinaz reseptor ailesinin 134 kDa agirligindaki protein tiyesidir. EGFR ’nin
aktivasyonu, MAPK yolaginin ve hiicre boliinmesinin uyarilmasina yol agar. EGFR
disregiilasyonunun cesitli kanserlere katkida bulundugu gosterilmistir ve cesitli
maligniteler i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak calisilmistir (Ciardiello ve
Tortora 2008). EGFR ’nin melanoma hiicrelerinde diisiik ila orta seviyelerde
eksprese edildigi distiniilmektedir (lvanov ve Hei 2005). Birkag c¢alismada
melanomadaki EGFR mutasyonlarina bakilmistir ve EGFR ’de meydana gelen
degisikliklerin melanomaya yaptig1 katki ortaya koyuldukga, terapdtik bir hedef
olarak potansiyel yararliligina iligskin kanitlar daha da giiclenmektedir (Rakosy ve ark
2007, Boone ve ark 2011).
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KIT

KIT geni, kromozom 4ql2 bdlgesinde lokalizedir, 145 kDa agirliginda bir
protein olan ve hiicre zar1 ile iligkili reseptor tirozin kinazi kodlar. KIT mutasyonlari,
melanomlar da dahil olmak f{izere ¢esitli kanser vakalarinda bildirilmistir. KIT
mutasyonlari, akral ve mukozal melanomalarda, aralikli giinese maruz kalmisg
bolgelerde meydana gelen melanomlardan daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Kronik giines
hasar1 olan ve olmayan 102 primer melanoma hastasi esas alinarak yapilan bir
calismada, kronik gilines hasarma sahip ciltlerde, mukozanin %39’unda, akralin
%36’sinda ve melanomlarin %28 ’inde KIT mutasyonlar1 saptanmigtir. Fakat kronik
gines hasar1 olmayan ciltlerde meydana gelen melanomlarda mutasyon
saptanamamugtir (Curtin ve ark 2006). Bu calismada bulunan en yaygin KIT
mutasyonlari, her ikisi de gastroistestinal stromal hiicre tiimorlerinde (GIST)
bildirilen K642E ve L576P ’dir (Heinrich ve ark 2003). Akral lentigin6z
melanomada (ALM) bildirilen KIT mutasyon sikligi %10-15 arasinda degismektedir
(Zebary ve ark 2013).

Dika ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, tirnaktaki melanomlarin
%20’sinin, KIT geninde P551L (ekzon 11), V560D (ekzon 11) veya D816N (ekzon
17) ’yi iceren mutasyonlara rastlanmistir. Aksine, sinonazal mukozal melanomlarin
yalnizca %4’tinde KIT mutasyonu goriilmiistiir (Zebary ve ark 2013). Akral
lentigindz, mukozal ve tirnak melanomasindaki KIT mutasyonlarinin ¢ogunun,
ekzon 11°de ortaya ¢iktig1 ve mutasyonlarin ekzon 13 ve 17 ’de daha az siklikla
meydana geldigi rapor edilmistir (Dika ve ark 2013, Zebary ve ark 2013, Zebary ve
ark 2013). Aksine, 24 igsi hiicreli melanoma esas alinarak yapilan bir ¢aligmada,

higbir KIT mutasyonuna rastlanamamistir (Kim ve ark 2012).

KIT genindeki mutasyonlar hem MAPK hem de PI3K yolaklarini aktive etme
potansiyeline sahiptir. Aksine, BRAF gibi sinyallesme kaskadinda asagi yonde bir
proteini etkileyen mutasyonlarin, PI3K yolagini aktive etmesi daha az olasidir (Sekil
1.14)
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Sekil 1.14. MAPK ve PI3K yolaklarinin diyagrami (Torres-Cabala ve Curry 2016).

NRAS

Uc farkli insan RAS geni tanimlanmustir: KRAS (Kirsten sican sarkom
viriisinden onkogen ile homologdur), HRAS (Harvey sigan sarkom viriisiinden
onkogen ile homologdur ve NRAS (bir insan noéroblastomasindan izole edilmistir).
Farkli RAS genleri olduk¢a homologtur, ancak islevsel agidan farklilik gosterirler.
Gereklilik dereceleri ise halen tartisma konusu olmaya devam etmektedir (Pylayeva-
Gupta ve ark 2011).

RAS proteinleri, inaktif guanozin difosfat (GDP) baglanmis ve aktif guanozin
trifosfat (GTP) baglanan formlar arasinda dongii olusturan kiigiik GTPazlardir.
Ayrica RAS proteinleri, biiylime faktorii reseptor sinyallesmesinin akis asagisindaki
merkezi aracilardir ve bu nedenle hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve farklilagsma
icin kritik 6nem tasirlar. RAS, hiicre sag kalimina katilan PI3K-AKT-mTOR yolag:
ve hiicre proliferasyonunda rol oynayan RAS-RAF-MEK-ERK yolagi da dahil olmak
tizere bir¢ok efektorii aktive edebilir (Sekil 1.15)
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Sekil 1.15. RAS sinyal yolaklarinin basitlestirilmis semasi. Reseptor tirozin kinazlara
baglanan biiylime faktorii RAS aktivasyonuna neden olur. Sema i¢indeki K harfi,
tirozin kinaz domainini belirtir.

RAS, birgok kanser patogenezinde rol oynamaktadir. RAS genindeki
mutasyonlarin aktive edilmesi, biiyiime faktorii sinyalizasyonunun yoklugunda dahi,
RAS GTPaz’in yapisal aktivasyonuyla sonuglanir. Sonug olarak, RAS hiicre i¢inde
stirekli bir proliferasyon sinyalidir. Spesifik RAS genleri, farkli malignitelerde tekrara
tekrar mutasyona ugrar. NRAS mutasyonlar1 melanoma, hepatoseliiler karsinoma,
miyeloid 16semi ve tiroid karsinomasinda 6zellikle yaygindir (Schubbert ve ark 2007,
Karnoub ve Weinberg 2008).

RAS ailesinin tiyeleri bir¢ok tiimdrde mutasyona ugramistir. Mutasyona
ugramis RAS genleri en ¢ok ekzokrin pankreasta, kolon karsinomalarinda ve
folikiiler-farklilasmamuis tiroid karsinom tiimoérlerinde goriiliir (Bos 1989). NRAS,
1p13.2 kromozomunda bulunan 21 kDa ’luk bir proteindir. Ayrica NRAS, HRAS ve
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KRAS ’1 da igeren kiiciik GTPaz protein ailesinin bir tiyesidir. Bunlar, GTP ’yi GDP
’ye hidroliz etme 6zelligine sahip olan GTP baglayici proteinlerdir. RAS proteini,
GTP iizerine baglandiginda aktif hale gelir; GTP ’nin GDP ’ye hidrolizini inaktif
konformasyona doniistiirerek tesvik eder. RAS ’daki mutasyonlar tipik olarak
proteinin inaktif konformasyona ge¢me kabiliyetine miidahale ederek, asir1 RAS
sinyalizasyonuna neden olur. RAS proteinleri gesitli yolaklar1 aktive eder ve RAF
aktivasyonu yoluyla MAPK yolagmin pozitif regiilatorleri olarak gorev yaparlar
(Torres-Cabala ve Curry 2016).

Bir¢ok calisma, melanomalarda NRAS mutasyonlarinin varligini bildirmistir
(Davies ve ark 2002, Dika ve ark 2013, Zebary ve ark 2013). Melanom alt tiirleri
arasinda ylizde orani degigse de, tiim melanomlarin yaklasik %15-20 ’sinde NRAS
’da bir mutasyon oldugu disiiniilmektedir (Fedorenko ve ark 2013). NRAS
mutasyonlari, edinilen neviislerde diisiik bir frekansta goriilmekle birlikte konjenital
neviislerde (~%80) yaygin olarak goriilmektedir. Aksine BRAF mutasyonlari,
konjenital neviislerde nadir goriiliir ya da bulunmaz (Bauer ve ark 2007). NRAS
mutasyonlarinin  glinese maruz kalmis bolgelerde daha sik meydana geldigi

bildirilmistir (Torres-Cabala ve Curry 2016).

RAS proteinleri ayrica PI3K/Akt yolagimi aktive etme yetenegine sahiptir
(Russo ve ark 2009). Posch ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, hem MEK/ERK
hem de PI3K/mTor yolaklarinin, NRAS mutasyonlar1 barindiran melanoma
orneklerinin yaklagik yarisinda aktif oldugu gosterilmistir (Posch ve ark 2013). Buna
ek olarak, MEK ve PI3K yolag: inhibitorlerinin bir kombinasyonu, tek basina bir
MEK inhibitoriine kiyasla, melanoma hiicrelerinin biiylimesini engellemistir.
Melanomada artmis fosfo-Akt ekspresyonu, tiimor progresyonu ve daha kisa
sagkalim ile iligkilendirilmistir (Dhawan ve ark 2002).

Melanomda BRAF ve NRAS mutasyonlarinin karsilikli olarak 6zel olaylar
oldugu gorilmektedir (Curtin ve ark 2005, Lewis ve ark 2005). Bu, MAPK yolagi
herhangi bir mutasyonla yapisal olarak aktif hale geldiginde, melanoma
progresyonunun MAPK yolunun disindaki diger proteinlerdeki degisikliklere bagh
oldugunu diistindiirmektedir (Torres-Cabala ve Curry 2016).
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Melanomada PI3K-AKT Yolag:

Melanomun molekiiler patogenezinde c¢ok sayida sinyal yolagi vardir. En
belirgin yolaklar ise RAS-RAF-MEK-ERK yolagi ve PI3K-AKT yolagidir.
BRAF/MEK’in hedeflenen inhibisyonu, BRAF V600 mutasyonu bulunan hastalarda
tyilesmeye yol agarken, bu durumda terapdtik direng ¢ogu zaman nihai bir sonugtur.
PISK-AKT yolagi, melanoma hastalarinda BRAF/MEK inhibitor direncinde belirgin
bir rol oynamaktadir ve kombinasyon tedavisi i¢in kritik bir hedef olabilir (Torres-
Cabala ve Curry 2016).

Melanoma, patogenezinde kritik olan c¢esitli sinyal yolaklarin aydimnlatildigi
bir kanserdir. Melanomun hala genis capta bilinmeyen patolojik mekanizmalari
bulunmasina ragmen, ortak molekiiler yolaklardaki birden fazla genetik degisikligin
melanom patogenezine katkida bulundugu gosterilmistir (Palmieri ve ark 2009).
Hiicresel biiylime, ¢ogalma ve sagkalimi tesvik eden en yaygin yolaklar arasinda,
sinyal bilesenlerini terapétik ajanlar i¢in cazip hedefler haline getiren RAS-RAF-
MEK-ERK yolagi ve PI3K-AKT yolaklar1 bulunmaktadir (Sekil 1.16) (Hocker ve
ark 2008). Melanomda BRAF- ve NRAS- aktive edici mutasyonlarin yiiksek frekansi,
melanom patogenezinde RAS-RAF-MEK-ERK yolaginin roliinii kuvvetle desteklese
de (Davies ve ark 2002, Hocker ve Tsao 2007), ¢ok sayida kanitlanmig hatta, bu
yolagin aktivasyonunun tek basina bu hastalifin patojenik olusumunda eksik
oldugunu gostermistir (Pollock ve ark 2003, Patton ve ark 2005). PISK-AKT yolagi
normal hiicresel fizyolojinin 6nemli bir diizenleyicisidir ve bir¢ok kanser tiiriinde
yiiksek frekans ile aktive oldugu gézlemlenmistir (Vivanco ve Sawyers 2002, Yuan
ve Cantley 2008). PIK3CA ve AKT’de nadir goriilen mutasyonlar ile birlikte PTEN
fonksiyon kaybinin, 0Ozellikle melanomda PI3K-AKT yolagini aktive ettigi
gosterilmistir (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). Dahasi,
cok sayida kanit ¢ifti, PI3K-AKT yolaginin BRAF-/MEK- inhibitor direncinde
onemli bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir (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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Sekil 1.16. Melanomada yaygin sinyal yolaklari. PI3K-AKT yolag1 oncelikli olarak
hiicre sag kaliminin diizenlenmesinde rol oynar, buna karsilik RAS-RAF-MEK-ERK
yolag1 da hiicresel proliferasyonu diizenler. Potansiyel terapotik hedefler, RAS-RAF-
MEK-ERK ve PI3K-AKT yolaklarinin yani sira reseptor tirozin kinazlarin
bilesenlerini igerir (Burada KIT reseptorii olarak prototip edilmistir) (Torres-Cabala
ve Curry 2016).

PI3K-AKT Yolagimin Hiicresel Fizyolojide Normal Fonksiyonu
PI3K-AKT sinyal yolagi, normal fizyolojik kosullar altinda birgok hiicre tipi

tarafindan genis Olglide kullanilmaktadir ve hiicresel baglama dayanarak, hiicresel
cogalmayi, hayatta kalmayi, biiylimeyi, protein sentezini, metabolizmay1 ve
hareketliligi diizenlemekte 6nemlidir (Cantley 2002, Yap ve ark 2008). Yolagin ana
diizenleyici proteini olan PI3K, her birinin birden fazla izoformu (PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CD,vb) olan diizenleyici alt birim (PIK3R, p85) ve katalitik alt birimden
(PIK3C, p110) olusan bir lipit kinazdir (Davies 2012). PIK3CB, yolagin aktivasyonu
ile 6zellikle PTEN fonksiyon kaybi olan hastalarda, PIK3C’nin diger izoformlara
gore, hiicre sinyallemesi, bliylime ve hayatta kalma ile daha fazla iliskili oldugu

gosterilmistir (Jia ve ark 2008, Wee ve ark 2008). PI3K, reseptdr tirozin kinazlar ve
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aktive edilmis RAS proteinleri tarafindan aktive edilebilir (Sekil 1.17). Bu
aktivasyon sonucunda fosfatidilinositoller (PIPs), 3’hidroksil bolgelerinde PI3K ile
fosforile edilir, fosfatidilinositol difosfat (PIP2) ve fosfatidilinositol trifosfat (PIP3)
iretir. Ortaya ¢ikan PIP3, PH-domain igeren AKT’yi, sirastyla mTORC2 kompleksi
ve PDKI1 tarafindan Ser473 ve Thr308 kalintilarinda fosforilasyon igin, hiicre
membranina dahil edilmek {izere yiiksek afiniteli bir baglanma ligand1 olarak gorev
yapmaktadir (Yap ve ark 2008, Davies ve Gershenwald 2011). Aktiflestirilmis AKT,
hiicre biiyiimesi, sagkalim ve hiicre dongiisii girisini etkileyen fosforilasyon ile
protein hedeflerinin ¢ogunun aktivitesini inhibe eder (Cantley 2002). FKHR-L1’in
aktif AKT ile fosforilasyonu, faktoriin 14-3-3 protein ailesi ile baglanmasim
hizlandirir, bdylece sitozolik alikoyma gerceklestirilir ve apoptozdan sorumlu Fas
ligand1 genlerinin transkripsiyonu oOnlenir. AKT benzer sekilde BAD’1 14-3-3
proteinleri ile fosforilasyon yoluyla birlestirerek BAD proteininin Bel-2 ve Bel-XL’e
baglanmasini engeller, bu da apoptozu inhibe eder ve hiicre sag kalimini artirir
(Brunet ve ark 2001). Yapisal olarak aktif protein kinaz GSK3, aktive edilmis AKT
tarafindan fosforilasyon ile engellenir, sonu¢ olarak siklin D1’in kendi inhibitor
fosforilasyonu onlenerek hiicresel ¢ogalma tesvik edilir (Cantley 2002, Yap ve ark
2008). AKT ayrica, hiicre sag kalimi, bliyiime ve metabolizmanin bir diizenleyicisi
olan mTOR’un aktivasyonunu kolaylastiran TSC2’yi fosforilatlar ve inhibe eder
(Sarbassov ve ark 2005, Yecies ve Manning 2011). AKT’nin yeniden iyilestirilmesi
ile PIP3, Rac ve ARF6 i¢in GDP-GTP degisim faktorleri gibi diger PH-domaini
igeren proteinleri iyilestirme ve aktive etme yetenegini gosterir. AKT ve PIP3’{in her
ikisi de yonlendirilmis hiicre hareketliligi igin aktin sitoiskeletinin yeniden
modellenmesine katilir (Cantley 2002). Ayrica Tec ailesinin protein kinazlar1 da
PIP3 tarafindan aktive edilir. Bu durum, sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarinin

diizenlenmesi ve gen ekspresyonundaki degisiklikler ile sonuglanir (Cantley 2002).
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Sekil 1.17. Ana aktive ediciler, diizenleyiciler ve efektorler de dahil olmak {izere
PI3K-AKT sinyal yolagina genel bakis (Torres-Cabala ve Curry 2016).

Melanomada PI3K-AKT Yolaginin Aktivasyonu

PIBK-AKT yolaginin melanomada aktive edildigi c¢esitli mekanizmalar
mevcuttur. Bu mekanizmalardan biri PTEN’in islev kaybini igerir. PTEN, PI3K-
AKT yolaginin 6nemli bir diizenleyici fosfatazidir ve bu yolak iizerinde PIP3’ilin
defosforilasyonu yoluyla yolagin aktivitesini diistiriir. PTEN’in ekspresyonu ve
fonksiyonu bozulursa, PI3K-AKT yolag: aktive olur (Torres-Cabala ve Curry 2016).
PTEN genindeki yanlis anlamli mutasyonlar, ¢er¢ceve kaymasi mutasyonlari ve/veya
delesyonlar, PTEN’in fonksiyon kayb1 ve ayn1 zamanda protein iiriiniiniin yetersizligi
ve islevsel olmayan fosfataz aktivitesi ile sonuglanir (Aguissa-Touré ve Li 2012).
Mutasyonlarin ve delesyonlarin yani sira, epigenetik mekanizmalar nedeniyle de
PTEN’in fonksiyon kaybedebilecegine dair de kanitlar vardir (O6rnegin,
mikroRNA’lar, promotor metilasyonu gibi) (Zhou ve ark 2000,
Mirmohammadsadegh ve ark 2006). P-REX2a gibi antagonize edici degisim
proteinleri ile PTEN etkilesimlerinin fosfataz aktivitesinin inhibisyonu yoluyla,
PTEN islevselliginin epigenetik olarak etkilendigi gosterilmistir (Fine ve ark 2009).
PTEN islev kaybinin, ¢coklu tiimér tiplerinde AKT nin artmis aktivitesi ile korelasyon
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gosterdigi ve metastatik melanom vakalarinda yiiksek diizeyde fosforile olmus

AKT’nin de spesifik olarak varligi rapor edilmistir (Davies ve ark 2009).

Melanomlardaki PTEN’in genetik degisiklikleri, NRAS mutasyonlarinin da
aktive edilmesiyle dolayli olarak PI3K-AKT yolagin1 etkiler. Bununla birlikte,
muhtemelen  PI3K-AKT ve RAS-RAF-MEK-ERK yolaklarinin  harekete
gecirilmesinin tamamlayici niteliklerinden dolayr PTEN islevinin kaybedilmesi ve
BRAF mutasyonlarinin aktive edilmesi arasinda kuvvetli bir iliski vardir (Tsao ve ark
2004, Goel ve ark 2006). ilging bir sekilde, genetik olarak tasarlanmus fare
modellerini i¢eren preklinik ¢alismalar, PTEN’in kaybinin hem BRAF-mutant hem
de NRAS-mutant melanomlarin invazivligini ve metastatik potansiyelini arttirdigini
gostermistir, ancak bu ikili kombinasyon insan melanomunda seyrek goriiliir
(Dankort ve ark 2009, Nogueira ve ark 2010). Dankort ve ark. yaptigi bir ¢alismada,
melanositlerde BRAF V600E mutasyonunun indiiksiyonunun sadece melanositik
hiperplaziye neden oldugunu belirtmislerdir (Dankort ve ark 2009). Bununla birlikte,
PTEN kaybinin eszamanli indiiksiyonu ile hem RAS-RAF-MEK-ERK hem de PI3K-
AKT vyolaklarmin birlikte harekete gecirilmesi, invaziv/metastatik melanoma ile
sonuglanmistir. Benzer sekilde, Nogueira ve ark. RAS mutasyonu olan farelerde
PTEN islev kaybimmin melanom invazyon ve gocilinii arttidigini bulmuslardir
(Nogueira ve ark 2010). Boylece PTEN fonksiyon kaybi, 6zellikle melanomda
invazivlik ve metastatik potansiyelde bir artis ile iliskilendirilmistir (Torres-Cabala
ve Curry 2016).

Her ne kadar PTEN’in kayb1 daha sik ¢alisilan mekanizmalardan biri olsa da
PIBK-AKT yolaginin aktivasyonu da melanomaya katki saglamaktadir. NRAS’daki
nokta mutasyonlarinin aktive edilmesi melanomlarin %20’sinde ortaya cikar ve
PI3K-AKT yolag: da dahil olmak {izere yapisal NRAS aracili sinyallesme coklu
yolaklarin aktivasyonuyla sonuglanir (Hocker ve Tsao 2007). PI3K’nin katalitik
altbirimini kodlayan PIK3CA genindeki spesifik nokta mutasyonlari melanomlarda
%3-5 prevelansla oldukg¢a nadir goriliir (Curtin ve ark 2006, Omholt ve ark 2006,
Hodis ve ark 2012). AKT1 VE AKT3’teki nokta mutasyonlar1 da olduk¢a nadirdir ve
sirastyla yaklasik %1 ve %]1,5 oraninda melanomlarda gozlendigi saptanmistir
(Davies ve ark 2008, Davies 2012). NRAS’a benzer sekilde, reseptor tirozin
kinazlarim (KIT, EGFR, HER2/neu gibi) aktive edici mutasyonlart ve
amplifikasyonlari, PI3K-AKT ve ERK yolaklar1 da dahil olmak iizere birgok farkl
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asagl akis yolagmin aktivasyonu ile sonuglanir. KIT genine 6zgii mutasyonlarin ve
amplifikasyonlarin kutan6z melanomlara kars1 (yaklasik %1) mukozal (%20-30) ve
akral (%10-15) tipte melanomlari i¢erdigi gosterilmistir (Woodman ve Davies 2010).
Melanomlarin yaklasik %19’unda ERBB4’iin somatik mutasyonlari tespit edilmis
olup, yanlis anlaml1 mutasyonlar1 artmis kinaz aktivitesiyle sonug¢lanmigtir, ancak bu
mutasyonlarin anlamlilig1 belirsizdir ve halen tartisilmaktadir (Prickett ve ark 2009).
Sonu¢ olarak, melanomda PI3K-AKT yolaginin aktivasyonu, PTEN, NRAS,
PIK3CA, AKT ve reseptor tirozin kinazlari igeren ¢esitli genetik ve epigenetik

mekanizmalar yoluyla diizenlenmektedir.

Sonug olarak cilt kanserlerinin genetik ile yakindan iligkili oldugu bir¢ok
yolak analizi ile dogrulanmistir. Baz1 preklinik ve klinik calismalarda cilt kanseri
ilaglarmin etkinligi dogrulansa da, bazi cilt kanseri tiirlerinde 6zellikle de malign
melanomalarda ilag¢ tedavisi yetersiz kalabilmektedir. Bu yiizden genetik temelli
aragtirmalar giin gectikce Onem kazanmaktadir. Son yillarda ise gili¢lii genom
diizenleme tekniklerinden biri olan CRISPR/Cas9 teknolojisi, etkili bir mutasyon

tamir teknigi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

1.3.CRISPR/Cas9 Teknolojisi
1.3.1.CRISPR Genom Diizenleme Devrimi

1970'erde rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi, biyoloji ve tip i¢in
yeni bir dénemin baslangici olmustur. ilk defa molekiiler biyologlarm DNA
molekiillerini manipiile edebilmesiyle miimkiin genler ¢alisilmaya baslanmis ve bu
sayede tip ve biyoteknoloji gibi alanlarda 6nemli gelismeler kat edilmistir. Genom
miihendislik teknolojilerindeki son gelismeler biyolojik arastirmalarda yeni bir
devrime yol agmistir. Ciinkii genom diizenleme canli hiicrelerin bile genomunda

hedef bolgelerin degistirilmesini miimkiin kilmistir (Hsu ve ark 2014).

Bakterilerin Bagisiklik Sisteminde CRISPR Kesfi

Gegtigimiz 10 yi1l boyunca, enfeksiyonu oOnlemek igin yeni bir bakteri
bagisiklik sistemi kesfedilmistir. Bu bagisiklik sistemi yabanci DNA 'nin bakteri
genomuna girmesini engeller ve ayni zamanda hedef DNA 'y1 imha edebilmeyi

saglar (Horvath ve Barrangou 2010).
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Bu sistem ilk defa 1987 yilinda giin 1s18ma cikarilmistir. Nakata ve
arkadaslar1 iap enzimi ile caligmalar yaparken, iap geninin asag1 bolgesinde ilging bir
sekilde tekrar eden ve tekrar etmeyen dizilere rastlamislardir (Ishino ve ark 1987).
Bundan sadece 5 yil sonra bu tekrar dizileri artik CRISPR (diizenli kiimelenmis
aralayict kisa palindromik tekrar dizileri) olarak anilmaya baslanmisti fakat islevleri
bilinmiyordu. 2005 yilinda Mojica ve arkadaslar1 bu dizilerin ya da "aralayicilarin"
aslinda bakteriyofaj DNA 'sinda oldugunu ortaya koydu (Mojica ve ark 2005).
Kisaca bu kesiften sonra Bolotin ve ark, CRISPR yapilarinin yakiminda DNA
tarafindan endoniikleaz kodlayan Cas genlerinin varligin1 gozledi (Bolotin ve ark
2005). Bu durum CRISPR/Cas 'm birincil islevinin yabanct DNA'nin degrerasyonu
olabilecegi ihtimalini diislindiirdii. Yabanci bir DNA i¢in bu sistemin 6zgilligi,
bundan baska genom icinde korunan motiflerin kesfi ile birkag yil sonra
aydimnlatilmistir. Hemen yukar1 bolgedeki "protospacer'lar" ya da yabanct DNA 'daki
hedef diziler korunmustur ve bunlar protospacer iliskili motif (PAM) olarak
adlandirilirlar. Bu motifler Cas endoniikleazlarmn tercih ettigi hedeflerdir (Deveau ve
ark 2008, Horvath ve ark 2008) ve sistem bununla kendi DNA 's1 ve yabanci DNA
arasinda ayrimi saglar (Mali ve ark 2013). 2000'li yillarin sonuna gelindiginde ise

tiim bu ¢aligsmalarin 151¢1inda CRISPR 'mm 6nemi daha da artmustir.

2010 yilina kadar, bakterilerde i¢ CRISPR sistemi tespit edilmistir: Tip I, II
ve III. Tip II CRISPR sistemi basit ve uygulanabilirligi digerlerine gore daha kolay
oldugundan, memeli hiicrelerinde genom diizenleme i¢in en ¢ok tercih edilen sistem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sapranauskas ve ark 2011) (Sekil 1.1). CRISPR ‘a
dayal1 bagisiklik iki temel asamadan olusmaktadir: bagisiklik kazanma ve bagisiklik.
Bagisiklik kazanma asamasinda Cas proteinleri (Cas1/Cas2) bir kompleks olusturur
ve yabanci, viral DNA 'y1 keser (Jiang ve ark 2015). Bu yabanci DNA daha sonra
tekrarlayan aralayici birim olarak bakteriyel CRISPR lokuslarina dahil edilir.
Yeniden enfeksiyonu takiben bagisiklik asamasinda, tekrarlayan aralayici birimler
CRISPR RNA (pre-crRNA) olusturmak igin transkripsiyon gergeklestirir. Cas9
endoniikleaz ve trans-aktive edici crRNA (tracrRNA, crRNA klavuzlugu i¢in Cas9'a
yardim eder) ilgili bolgeye baglandiktan sonra crRNA baglanir. Olgun crRNA-Cas9-
tractRNA kompleksi olustuktan sonra, RNA polimeraz tarafindan parcalanir. Bu
crRNA-Cas9-tracrRNA kompleksi yabanci hedef DNA 'nin taninip yok edilmesi i¢in
gereklidir.
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Sekil 1.18. Bakterilerde CRISPR- aracili immiinitenin mekanizmasi

Genom Diizenleme Teknolojisinin Evrimi

2000 'lerin baginda "genom diizenleme" kavrami ortaya ciktiktan sonra,
caligmalar transgenez ile smnirli kaldi. Genom diizenleme kavrami 1980 'lerin
sonlarinda bagladi: 1989 yilinda, homolog rekombinasyon (HR) yoluyla, fare
embriyonik kok hiicrelerinde belli hedef genler iizerinde knock-out ve knock-in
caligmalar1 yapilmigtir (Capecchi 1989) (Sekil 1.2). HR 'nin memeli hiicrelerinde
oldukca seyrek goriilmesinden 6tiirii, rekombinasyon frekans: diisiiktiir (her 3x10*
hiicrede 1) ; ancak bu calisma hedef genlerin belli sekillerde degistirilebilecegini
gostermistir. Bazi hayvan hastalik modellerinde bu durum yetersiz kalinca, karmasik
ve daha verimli genom diizenleme araglarina ihtiyag duyulmustur. Cre-lox
teknolojisi, 1990 'larin basinda en etkili gen diizenleme araglarindan biri haline

gelmistir ¢linki bilim insanlar1 hem zamansal hem de mekéansal olarak gen
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ekspresyonunu kontrol etmeyi amaglamiglardir (Orban ve ark 1992, Utomo ve ark
1999). Cre lox, loxP denilen 34 bazlik bir lokusu taniyan ve bolgeye spesifik bir
endoniikleaz olan Cre enzimini kullanir (Sauer 1998). Bu bolgelerde rekombinasyon
istenilen genlerin knock-out edilmesini saglar ve bu durum ozellikle transgenik
farelerin gelisimi i¢in yararli olmustur. HR 'u kontrol etmek daha kolay olsa da, Cre-
lox sistemi loxP bolgeleri arasinda genetik mesafe arttikga etkinligini yitirmistir

(Zhang ve Quan 2000).

Cift Zincir Kinigi
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insersiyon/delesyon mutasyonlarn (indels) Kusursuz degisiklik / diizeltme
1 3L
Knock-out Knock-in

Sekil 1.19. Hedeflenmis genom diizenleme ile DNA tamiri

Memeli hiicrelerinde HR ile gen entegrasyonu nadir sonuglandigindan,
genomda ¢ift zincir kiriklar1 (DSB) o6nemli Ol¢lide rekombinasyonu artirabilir
(Choulika ve ark 1995). DSB sonucunda, HDR ya da hata egilimli homolog olmayan
uc birlestirme (NHEJ) olusumu gerceklesir. Alternatif olarak, eger verici DNA
dizileri mevcutsa, ¢ift zincir kiriklar1 knock-in ile sonuglandiritlan HDR ile tamir
edilir (Bibikova ve ark 2002). Tiim bu stratejiler, okaryot genomunu degistirmek igin

yeni ve daha etkili yaklagimlarin oldugunu gostermistir.
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1989 1998
HR-aracili hedefleme  Cinko parmak

niikleazlar (ZFNs)

hicrelerinde HR | Spesifik DNA sekanslarini ;
e erl? i -ara'u ' hedefleyebilen cinko parmak Xa? thomonas .bakterllerdg D NA
genom diizenlemenin proteinlerin bulunmasi baglayici proteinler kesfedilmistir.

ilk defa aciklanmasi (Boch ve ark 2009)
(Capecchi ve ark 1989) (Beerlive are203)

Fare embriyonik kok

' Bakteriyel CRISPR/Cas CRISPR/Cas genom
Cre-lox duzenleme teknolojisi  CRISPR savunma sistemi, ilk diizenleme
farelerde basarili bir sekilde prokaryotlarda tanimlanmigtir. CRISPR / Cas sisteminin memeli
bolge-spesifik (Mojicaveark2000)  NUCresinde genom diizenleme
rekombinasyonla kullanildi icin ilk defa kullanilabileceginin
(Orban ve ark 1992) gosterilmesi

(Mali ve arx, Cong ve arx 2013).

Sekil 1.20. Genom diizenleme alanindaki gelismeler

CRISPR 'dan ziyade, cift zincir kiriklar1 aracili tamir sistemi kullanilarak
daha etkili genom diizenleme teknikleri de vardir : ¢inko parmak domainleri (ZF)
(Beerli ve ark 1998) ve transkripsiyon aktivatorii gibi efektorler (TALEs) (Boch ve
ark 2009, Moscou ve Bogdanove 2009). Bu sistemlerin ikisi de, DNA baglayici
proteinler ve niikleaz aktivitesini kullanarak, bolgeye spesifik ¢ift zincir kiriklar
olusturabilirler. Bu etkili yontemlerin ikisi de protein miithendisligi kapsaminda genis
uzmanlik gerektirmis ve ¢ogu laboratuvarda kullaniminin zor olmasi arastirmacilari

sikintya diistirmistiir (Perez-Pinera ve ark 2013).

2013 yilinda, CRISPR/Cas9 genom diizenleme aract olarak kullanilmaya
baglanmistir. S.thermophilus ve S.pyogenes (SpCas) 'de tip II CRISPR 'in gézlenmesi

bu olgunun, memeli genom diizenlemesi igin kullanilabilecegi fikrini dogurdu (Cong
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ve ark 2013, Mali ve ark 2013). Diger memeli hiicrelerinde de bu sistemi uyarlamak
igin, iki ayr1 vektor sistemi optimize edilmistir (Mali ve ark 2013). Sistemin iki temel
bileseni Cas9 endoniikleaz ve crRNA-tracrRNA kompeksidir, bu kompleks birlikte
ifade edildiginde hedef DNA sekansi lizerinde etkilidir. Bilesenlerden crRNA ve
tractRNA kimerik bir formda kilavuz RNA (gRNA) olustururlar ve hedef genler igin
Cas9 da sisteme dahil olur (Jinek ve ark 2012). Bu bilesenlerin daha sonra
transfeksiyon veya lentiviral transdiiksiyon ile memeli hiicrelerine verilmesi

mumkuindiir.

cmv B0 Tk

-+

o EEEEEEYE

Cas 9

PAM

Hedef DNA

Hedef dizi

Sekil 1.21. Memeli hiicrelerinde genom diizenleme i¢in CRISPR / Cas sistemi

CRISPR Genom Diizenleme Aracinin Avantajlar

CRISPR 'n bir¢ok laboratuvarda kolayca denenebilir olmasi ve memeli
hiicreleri  i¢in uyarlanabilmesi genom diizenlemede devrim yaratmistir.
CRISPR/Cas9 'un aksine ZF ve TALE niikleazlar hedef alinan her gen i¢in protein
miithendisligi gerektirir. Halbuki CRISPR sistemi sadece birkag basit DNA bilesenini
gerektirir: gRNA, Cas9 ve eger ilgili bolgeye knock-in yapilacaksa HR i¢in dondr
DNA dizileri. Buna ek olarak CRISPR sistemi kullanilarak birden fazla gen aym

anda diizenlenebilir.
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Cizelge 1.4. TALENS, ZFNs ve CRISPR / Cas arasindaki énemli farklar

TALEN
transkripsiyon
( P ZFN
aktivator CRISPR/Cas
(¢cinko parmak ntikleazlar)
benzeri effektor
niikleazlar)
Hedef Protein: DNA Protein: DNA (JRNA-Cas9): DNA
Yap1 DNA baglayici BPa konfigiirasyonunda olan 20 nt 'lik crRNA ile

domainleri iceren  ¢inko parmak DNA baglama kaynasmis tracrRNA
proteinler spesifik  motifleri, DNA'daki 3 bazlik ve Cas9, DNA
DNA dizilerini tanir.  o-sarmal segmentleri tanir.  dizilerindeki spesifik
bazlar tanir.
Kolay:
-gRNA ve Cas9
Zor: vektor sistemi hepsi
-Her gen dizisi igin 6zel bir proteine ihtiyag vardir.  bir arada bulunur.
-Uygulama verimi ve etkinlik diistiktiir. -Cok sayida gen
diizenleme

(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 Diizenleme Ozgiinliigiiniin Gelistirilmesi

Birka¢ sistematik ¢alisma deneysel olarak gRNA verimliligini ve
Ozgllliglinii yoneten kurallar1 belirlemek igin gerceklestirilmistir. Bir ¢aligmada 6
fare ve 3 insan geni lizerinde (toplamda 1841 sgRNA kullanilarak) tiim olas
hedeflenebilir bolgelere bakilmis, antikor boyama ve akis sitometri kullanilarak
analiz edilmistir. Sonuglar gen diizenlemenin ve sgRNA 'nin gelistirilmesi i¢in bir
model olarak kullanilmistir (Doench ve ark 2014). Artik giinlimiizde birgok gRNA
dizayn aract vardir Ornegin; http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-
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tools/sgrna-design adresi lizerinden istediginiz hedef gen boélgesi i¢in en uygun
skorlu gRNA 'y1 segebilirsiniz.

Daha yakin tarihli bir ¢calismada, ~1400 genomik lokus i¢in farkli insan hiicre
tiplerinde, iki farkli Cas9 (S. Pyogenes ve S. Thermophilus) ve PAM dizileri
kullanilarak gergeklestirildi; bu calismada sadece niikleotid dizileri degil, aym
zamanda epigenetik olarak da gRNA verimliligi degerlendirildi (Chari ve ark 2015).
Bu sonuglar gilicli ve interaktif bir ara¢ olarak diizenlendi ve
http://crispr.med.harvard.edu/sgRNAScorer adresi tizerinden erisime agik hale
getirildi.

20 niikleotit uzunlugundaki gRNA dizisi genom boyunda nadir olarak birden
fazla bolgeyle %100 homoloji gosterebilir. sgRNA-Cas9 kompleksleri hedef i¢cinde
yanlis eslesmeleri tolere edebilir. Cas9, rehberi ile bir uyumsuzluk halinde olsa bile
genom boyunca birgok farkli yere baglanabilir fakat enzim sadece rehberi ile uyumlu
oldugu bolgelerde ¢ift zincir kiriklart yaratir (Kuscu ve ark 2014). Yine gRNA
lizerinde 5 ya da daha fazla eslesmeyen bolge oldugunda da cift zincir kiriklarina
rastlanmistir (Tsai ve ark 2015). Bu nedenle, modifiye CRISPR/Cas9 sistemlerinin
spesivitesini artirmaya yonelik ¢calismalar giin gectikce artmaktadir.

gRNA/Cas9 'un hedef bolgeye 0Ozgiilliigiinii arttirmanin bir diger yolu da
yakin hedef bolgeler i¢in bir ¢ift gRNA dizayn etmektir. Feng Zhang ve Keith Joung
'un laboratuvarlarinda bu stratejiyi gelistirilmeye dair ¢alismalar yapilmistir. Zhang
ve arkadaglarinin yaptig1 calismalarda, RuvC 'nin katalitik domaininde aspartattan
alenine kadar (D10A), Cas9n 'un ¢ift zincir kiriklar1 yerine tek zincir kiriklari
meydana getirdigini goézlemlemislerdir. Yakin mesafedeki iki lokus nikaz mutant
Cas9 (Cas9n) ile hedeflenebilir fakat Cas9n etkili bir sekilde ¢entik (nick) yerine tek
zincir DNA kiriklarina sebep olur. Uygun sekilde gRNA ¢iftleri Cas9n 'e rehberlik
eder, ayn1 zamanda hedef lokusta ¢ift zincir kiriklar1 olusmasina yardim eder. Bu
yiizden hedef bolgeyi tanima 6zgiilliigiinii arttirir. Her gRNA hedef dis1 bolgelere de
baglanma egiliminde olabilir, ancak genom boyunca Cas9n bu yerlerde sadece tek
zincir kiriklarima neden olur. Tek zincir kiriklari tercihen NHEJ yerine indel

mutasyon sikligini azaltan HDR ile onarilir.

Bagka bir strateji ise spesifiteyi artirmak i¢in gRNA {izerine odaklanmistir. 20
niikleotitlik bolgeler baslangigta kullanilmasina ragmen, yanlis eslesmeler 3' ugta

siklikla tolere edilmektedir. Joung 'un laboratuvarindaki arastirmacilar 17 veya 18
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niikleotidlik gRNA 'lar1 tamamlayicilik yoniinden yeterli bulmus ve hedef bolgeleri
NHEJ veya HDR vasitastyla yapilan tamir sonrasinda mutajenik etkileri azalttigini
gozlemlemislerdir (Fu ve ark 2014). Bu kesilmis gRNA 'lar (tru-gRNA), WT SpCas9
ya da RNA-Fokl niikleaz ile farkli kombinasyonlarda kullanilabilir (Wyvekens ve
ark 2015).

Double-Nicking Cas9n D10A mutant

sgRNA 1 N-bp sgRNA offset Cas9n

SEEEEEN NN NEENEENEEEEE ngNAZ

5' overhang

RNA-guided Fokl nuclease (RFN)

Sekil 1.22. Nikaz ya da RFN araciligiyla spesivitenin artirilmasi

Cas9 'un genomda hedef disi bolgelere baglanmasinin konsantrasyonla
bagimli oldugu gozlenmistir (Wu ve ark 2014). Saflastirilan Cas9 proteini, bir
riboniikleoprotein (RNP) olusturulmasi igin in vitro olarak gRNA ile kompleks
olusturabilir ve kromozomal DNA pargalara ayrildiktan hemen sonra hiicreler hizlica
bozulabilir, hedef dis1 etkiler azaltilabilir. RNP ‘ler etkin insan fibroblast ve
pluripotent kok hiicreleri gibi zor transfekte edilen hiicrelere verilebilir. Bir baska
avantajli durum ise, RNP 'lerin aktarilmasinda plazmid transfeksiyonu ile hiicreler

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

Biyomedikal arastirmalar i¢in en yaygm kullanilan model sistemlerden
bazilari, primer memeli hiicre kiiltiirleri ya da zor transfekte olan hiicre hatlaridir;
lipofeksiyon veya elektroporasyon yoluyla transfeksiyon verimi oldukca diisebilir.

Lentiviral vektorleri bu hiicre tipleri igin tercih edilmektedir (Sekil 1.6).

HIV-1 @
% / HIV-1 RRE
@ ‘ HIV-1 cPPT
’ U6 promoter
{ G(N)20 gRNA
; gRNA scaffold

pLentiCRISPR v2 tEFS promoter
13kb

Oy

Sekil 1.23. LentiCRISPRv2 bir arada vektor sistemi, hiicre hatlarinda kararli Cas9
ekspresyonu olusturmadan herhangi bir hiicre tipinde CRISPR ile gen diizenlemeyi
saglar.

G(N)20 gRNA
gRNA scaffold

m HIV-1 cPPT
Us promot ‘
& % —HIV-1y F erfa EF7 )

’—HIV—1 RRE HIV-1 RRE _\
) HA Y —
g g#—HIV-1 cPPT
m &
EFS
a pLentiCas9-Blast t promoter

12.8kb

<
)
%
pLentiGuide-Puro s
8.3kb n;;

L

Sekil 1.24. ikili vektdr sistemi, pLentiCas9-Blast ve takiben pLentiGuide-Puro 'nun
ardigik transdiiksiyonu gercgeklestirildiginde, LentiCRISPRv2 ’ye gore 10 kat daha
yiiksek verim gosterdigi tespit edilmistir.
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CRISPR/Cas9 sisteminin bilesenleri in vivo ortamda, modifiye edilmis viral
vektorler ya da herhangi bir sayida viral olmayan ilag teslim sistemleri kullanilarak
aktarilabilir. Modifiye edilmis rekombinant adeno-baglantili viriisi (rAAV)
parcaciklari, in vivo gen saglanmasi igin tercih edilen bir aractir fakat SpCas9 gen
biyiikliigli >4 kb oldugu icin AAV vektorlerinin tipik olarak tasiyabilecegi yiik

siirint agmaktadir. Bu duruma bugiine kadar gelistirilen ¢oziimler sunlardir:

e C(Cas9 ifade eden transgenik hayvan hatlar1 olusturmak icin, yapisal ya da
uyarilabilir bir sekilde, deney zamaninda sadece gRNA 'lar ve gerekli
indiikleyiciler aktarilabilir (Platt ve ark 2014).

e Bolinmiis inteinler kullanilarak, bolinmiis Cas9 sistemi gelistirilebilir
(Truong ve ark 2015).

e Diger tiirlerden daha kii¢iik olan, Cas9 ortologlar1 kullanilabilir 6rnegin;
Staphylococcus aureus (SaCas9) gibi tek bir AAV vektorii ig¢ine tek bir
gRNA ekspresyon kaseti ile paketlenebilecek kadar kiigiiktiir (Ran ve ark
2015).

CRISPR Genom Diizenleme Tekniginin Uygulanabilirligini Genisletme

CRISPR genom diizenleme teknigine ait baslangi¢ta uygulanan protokoller
bazen hedef bolge i¢in smirlayict olmustur. SpCas9 enziminin islevini yerine
getirebilmesi i¢in, ~ 20 niikleotitlik kisim sonunda PAM dizilerinin "NGG" varligina
ithtiya¢ duyar. gRNA ekspresyonu tipik olarak U6 insan pol III promotorii tarafindan
guanin (G) niikleotitinden transkripsiyonla baslatilir ve devam ettirilir. Bu nedenle,
U6 destegi ile siirdiiriilecek SpCas9 bagimli gRNA 'lar, ilgili gen bdlgesinde
GN19NGG modeline ihtiyag¢ duyar.

CRISPR aracili genom diizenlemenin olanaklarin1 genisletmek i¢in bir baska
strateji de, farkli promotorlar kullanarak gRNA ekspresyonunu baglatmaktir. H1
promotorii A veya G 'den transkripsiyonu baslatabilir, bu nedenle H1 bagimli gRNA
‘lar AN19NGG ya da insan genomunun %15 'ini olusturan GN19NGG modellerini
kullanarak hedef bolgeye ulasabilir. gRNA ekspresyon kasetindeki bu kiiciik
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degisiklik sayesinde 0karyotlardaki ve 6zellikle de insanlardaki hedeflenebilir bolge

sayist iki katina ¢ikartilmigtir.

Bir baska strateji de, SpCas9 i¢in NGG yerine farkli PAM dizilerini
kullanmaktir. Bu yaklasim alternatif PAM dizilerini taniyan yeni Cas mutantlarini
protein miihendisliginden faydalanarak olusturmaktir (Kleinstiver ve ark 2015).
Yapisal bilgilerin kullanildig1 bu 6zenli siirecte arastirmacilar, alternatif PAM 'larin
tantyabilecegi birka¢ mutant Cas9 enzimi gelistirmislerdir. Yalmiz NGG PAM
dizileri %50 'den fazla bolgede hedeflemeye izin verirken, yeni olusturulmus Cas9
niikleazlar NGA ve NGCG igeren PAM dizilerinden tanima yaparlar. Buna ek
olarak, yeni tasarlanmig Cas9 'larin wt SpCas9 'a kiyasla hedef dis1 bolgelerde

aktivitesinin diisiik oldugunu gosteren veriler de vardir.

Cas9 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Sadece belirli zamanlarda veya belirli dokularda Cas9 'u aktif hale
getirebilmek igin, gesitli arastirma gruplari tarafindan uyarilabilir ya da kosullu
CRISPR / Cas9 sistemleri tasarlanmistir. Ornegin genom diizenlemenin mekansal ve
zamansal kontrolii photoinducible dimerizasyon domaini ile birlestirilebilen photo-
activatable Cas9 (paCas9) kullanilarak gerceklestirilebilir. Mavi 1s18a tabi
tutuldugunda paCas9 dimerlesir ve aktive olur, aktif uyaran mevcut oldugu siirece
NHEJ ve HDR araciligiyla hedeflenen genom dizileri diizenlenebilir (Kleinstiver ve
ark 2015).

Dokuya spesifik genom diizenleme kapsaminda, Cas9 sentezlenmesini
baglatmak i¢in dokuya-6zgii promotorlar kullanilabilir. Birgok fare soyunda dokuya
0zgii 6zel promotorlarin kontrolii altinda, Cre rekombinazin kararli bir sekilde
ekspresyonu gelistirilmistir. gRNA aktarimi sirasinda doku spesifik genom
diizenlemeyi etkinlestirmek i¢cin CRE giidiimlii Cas9 kaseti bulunduran farelerde bu
ekspresyon kolayca gergeklestirilebilir (Platt ve ark 2014). Kalitsal dokuya spesifik
Cas9 ekspresyonu fareler disinda, zebra baliklar1 (Ablain ve ark 2015, Yin ve ark
2015), Ciona intestinalis (Stolfi ve ark 2014), ve Drosophila (Xue ve ark 2014) da
dahil birgok tiirden saglanmistir. Doku spesifik promotorlar in vivo aktarimdan
sonra AAV 'ler ile enfekte edilerek, Cas9 aktivitesi sinirlandirilabilir (Cheng ve ark
2014).
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1.3.2. Uygulama i¢ine CRISPR Yerlestirme: is Akislar1 ve Vaka Calismalar

CRISPR gen diizenleme teknigi kullanilarak, modifiye klonal hiicre hatlar
gRNA tasarim agamasindan baslayarak 2-3 hafta i¢inde elde edilebilir. Transgenik
hayvan suslar1 tek bir nesil olarak degerlendirilebilir ve klinik a¢idan énemli hayvan

modellerinde hastalik, in vivo somatik mutasyon ile olusturulabilir.

gRNA Dizaym ve Ekspresyon Yapilarinin Olusturulmasi
CRISPR / Cas9-aracili gen diizenleme gergeklestirmek igin ilk Once
kullanilacak olan niikleaz (WT SpCas9, Cas9D10A ile eslestirilmis-nikaz gibi)

secilmelidir. gRNA dizilerine veritabanlarindan uygun niikleazlar da secilebilir.

Gen dizisi analizi
Ilgili bdlgenin konak canli hiicre hattinda ya da hayvan modellerinde dizi

analizi yapilmasi onerilir. Ayrica NCBI refseq tlizerinden de dogru eslesmeler kontrol

edilebilir.

Knock-out ¢ift zincir kiriklar: icin gRNA dizaym

Zit yonlerde baslangictaki ekzonlara dizayn edilmis gRNA 'lar diizgiin
ekspresyona zarar verirken, proteinlerin ekspresyon sansini da azaltmis olurlar.
Alternatif olarak, fonksiyonel bolgeyi hedefleyen bir kayipla da mutasyon

olusturulabilir.

Eslestirilmis nickase kilavuzlari tasarimi

CasOn ile kullanim i¢in gRNA, 5' uglarindan 0-20 niikleotit boyunca hedef
bolgeye gore dizayn edilmelidir ve PAM dizileri arasinda her iki iplik
degerlendirildiginde 40-60 niikleotitlik mesafe bulunmalidir.

Knock-in icin gerekli yapilarin dizayni

Homolog rekombinasyonda WT Cas9, Cas9 'dan daha etkilidir ; hedef dis1
aktivite riskini azaltabilmek adina eslestirilmis nickase stratejisi kullanilabilir fakat,
Cas9 nikaz 'n tercih edildigi durumlarda HDR etkinligi hiicre tipine oldukca
bagimhidir (Ran ve ark 2013). Genomda spesifik bir degisiklik yapildiginda, mesela
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bir nokta mutasyonuna bagli olarak protein iiriinii degistiginde, Cas9 ile bu bolgede
¢ift zincir kiriklart olusturulabilir fakat, HDR i¢in kullanilabilir bir donor sablona
ihtiya¢c vardir. HDR sablonlar1 plazmidler ya da tek zincirli oligo niikleotitler
(sSODN) halinde verilebilir. Basarili HDR 'lerin tespit edilmesi ve knock-in
etkinliginin Sl¢iilmesine yardimci olmak i¢in, dondr sablonlart genellikle donor ve
wild tip diziler arasindaki farkliliklar1 ortaya koyacak sekilde tasarlanmalidir.
Basarili HDR 'den sonra dondr sablonlari ve genomik DNA 'nin boliinmesini

engellemek i¢in, dondr sablonlart PAM dizisindeki mutasyonlarla dizayn edilmelidir.

gRNA ve Cas9 Yapilarim1 Olusturma
Kilavuz RNA tasarlandiktan sonra, sentez ic¢in secilen vektoriin igine

klonlanmasi gerekir. Segilen plazmid vektorii, aktarim metoduna ve konak¢iya uygun

olmalidir. (Cizelge 1.5)
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Cizelge 1.5. gRNA & Cas9 i¢in farkli konakgilarda aktarim metotlari

v" DNA plazmidlerinin lipofeksiyon-bazli

transfeksiyonu
v" DNA plazmidlerinin ya da RNP 'nin
elektroporasyonu

v" DNA plazmidlerinin lentiviral transdiiksiyonu

v Uyumlu hiicrelere plazmidlerin transformasyonu

Agrobacterium araciligiyla SgRNA ve Cas9

vektorlerinin transformasyonu

v" Embriyolar i¢ine direkt enjeksiyon

v’ Zigotlara elektroporasyon

v llgili dokuya AAV 'nin direkt enjeksiyonu

v Galaktoz ile baslatilan 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 Hiicrelere CRISPR Reaktiflerinin Aktarilmasi

Hassas genom diizenleme teknigi olan CRISPR/Cas9 teknolojisinin bir¢ok
hiicre hattinda, 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 basarili olduguna dair kanitlar vardir. Hedef organizmada
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temel bilesenler benzer olsa bile aktarim metotu yaygin olarak degisir ve konakgi

icin en uygun vektoriin segilmesi kritik bir Gneme sahiptir.

In vitro genom diizenleme

Kolay transfekte olan hiicre hatlari i¢in, gRNA ve Cas9 kodlayan plazmidler
lipofeksiyon yoluyla, yiiksek verimlilikle, aktarilabilir. CRISPR plazmidleri, tipik
olarak bir antibiyotik diren¢ kazandiran genler gibi, FACS i¢in se¢ilmis markirlari
floresan proteinleri icerir. Zor transfekte edilen hiicre hatlar1 veya birincil hiicreler
icin, lentiviral vektorler tercih edilir. gRNA, Cas9 niikleaz kodlayan ve ¢ok degisik
ozelikler ile tek bir birimden olugmus plazmid araciligiyla ya da ayr1 bir plazmidle
zaten Cas9 eksprese eden hiicrelere aktarilabilir. Alternatif olarak ise, gRNA, bir
PCR tarafindan olusturulan U6-sSgRNA ekspresyon kasetlerinin ekspresyonu yoluyla
aktarilabilir. Boliinme etkinligi, gRNA plazmidden eksprese olurken tipik olarak
daha diisiiktiir; bununla birlikte, PCR ile iiretilen kasetlerden eksprese edilen gRNA
"larin etkinlik ve 6zgiilliikk bakimindan karsilastirilarak en uygun olaninin bulunmasi,

pSpCas9 igine klonlanmadan 6nce tespit edilebilir (Ran ve ark 2013).

1.3.3. CRISPR Genom Diizenleme Tekniginde Giiclii Yeni Bulgular

Noroloji

Miiskiiler distrofi i¢in yeni bir rat modeli ile yeni bir tedavi hedeflenmistir.
Muskiiler Distrofi, kalp kasi etkiledigi zaman oliimciil olan, distrofin proteininin
kayb1 ile iliskili bir durumdur. Uygun hayvan modellerinin eksikligi terapotik
kesifleri zorunlu kilmistir. Ancak, Nakamura ve arkadaglari tarafindan yapilan 2014
yilindaki son ¢alismada, CRISPR/Cas knock-out ratlarda distrofin geni (DMD)

amaclanmistir (Nakamura ve ark 2014).

Kanser biyolojisi

Yeni tiimor baskilayict genler ve beyin tiimoérleri ig¢in yeni hayvan
modellerinde CRISPR/Cas tanimlanmigtir. Timor baskilayict  genlerdeki
mutasyonlarin genelde kanseri ilerletir dolayisiyla, transformasyonlar i¢in hayvan
modelleri gelistirmek uzun zaman almistir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, Zuckermann ve
arkadaglar1 2015 yilinda, somatik Hedgehog (Shh) sinyal yolaginda genlerin
fonksiyon kaybi1 mutasyonlarini indiiklemek icin CRISPR/Cas kullanmiglardir.
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Onceki calismalarda arastirmacilar, SHH yolaginin beyindeki noral sinir hiicrelerinin
proliferasyonunu diizenledigini ve aksi durumlarda malign beyin tiimdrlerine yol
actigini tespit etmislerdir. Tiim bu sonuglar sunu gosterdi: CRISPR /Cas teknigi ile
basariyla, beyin hiicrelerinin proliferasyonunu degistiren ve fonksiyon kaybina neden

olan mutasyonlar i¢in ilgili beyin tiimdér modelleri gelistirilebilir.

Asilar/viroloji

CRISPR/Cas teknigi ile T hiicre miihendisligi HIV i¢in yeni bir terapdtik
strateji gelistirmeyi hedeflemistir. Basarili bir sekilde T hiicre diizenlemesi gegmiste
zorlu olduysa da, Schumann ve arkadaglar1 2015 yilinda CRISPR/Cas araciligiyla
CXCR4 genini knock-out etmeyi bagsarmis ve bu durumun HIV hiicrelerini enfekte
etmek icin kullanilabilecek yardimci reseptdr olabilecegini rapor etmislerdir. Bu
teknolojiyi kullanarak, aragtirmacilar CD4+ T hiicrelerinin yaklasik %40 'inda gRNA

riboniikleazlarin bagariyla genom diizenlemeye imkan sagladigini belirtmiglerdir.

Bitki biyolojisi

CRISPR/Cas teknigi piringlerde de basarili bir sekilde uygulanmistir.
Hedeflenen mutagenez bitkilerde gelismekte olan bir¢ok islevden sorumludur. Ancak
mutasyon frekanslar1 tiirler arasinda aktarim agisindan oldukga farklilik
gostermektedir. Bircok gRNA ve Cas kullanilarak etkinligi bitkilerde kanitlanmistir
(Mikami ve ark 2015). Bu ¢alismada MMCas9 ve FFCas9 vektorlerinin piring i¢in en

yiiksek verimli vektorler oldugu gosterilmistir.

Immiinoloji

Burun bolgesinde bulunan solunum hava yolarindaki epitel hiicrelerinde,
MUC18 geni yeni bir pro-inflamatuar islevi ortaya koymaktadir. Birincil hiicre
hatlarinda genom diizenleme ile kalic1 bir degisiklik olusturulabilir; bununla birlikte
CRISPR/Cas teknigi ile MUC18 geninde knock-out gerceklestirildiginde, bu genin
tiimoriin metastazinda ne kadar rolii oldugu da ortaya koyulmustur. Bu ¢alismada,
viral ve bakteriyel uyaranlara maruz kaldiktan sonra, MUC18 geninin solunum yolu

epitelinde bir pro-inflamatuvar bir roliiniin oldugu kanitlanmistir (Chu ve ark 2015).
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1.3.4.CRISPR ’1n Gelecegi

CRISPR/Cas ’un memeli hiicreleri, mikroplar ve hayvan modellerinde
kullanimi, kolaylig1 ve genis bir alanda uygulanabilirligi, genom diizenlemede bir
devrim yaratmigtir. CRISPR, gen fonksiyonlarini anlayip analiz etmekle kalmamis
ayni zamanda, tibbi endiistri i¢in de yeni bir reform olmustur. Erisilebilir genom
diizenleme teknikleri ile kalitsal bozukluklar ya da hastaliklardan sorumlu genetik
mutasyonlar diizeltilebilir ve aym1 zamanda biiyiik 6l¢ekli iiretimle yeni ilaglarin
taranmas1 da saglanabilir (Doudna ve Charpentier 2014). Buna ek olarak,
CRISPR/Cas sistemi ile kodlama yapan ve yapmayan bolgelerde aktivasyon ya da

baskilama gerceklestirebilirsiniz.

CRISPR sistemi memeli ve mikrobiyal gen diizenlemede uygulanmistir, fakat
hala gelistirilmeye ihtiyact vardir. Cas9 'un DNA ’ya baglanma mekanizmas1 gibi,
daha etkin Cas9-gRNA yapilar1 tasarlanabilir (Sternberg ve Doudna 2015). Bazi
memeli hiicre tipleri i¢in Cas9 "un aktarimi hala engel olusturmaktadir. Daha kiiciik
Cas9 varyantlarinin tasarimi ile hiicrelere aktarilmasi ve kullaniminin genisletilmesi

gercgeklestirilebilir.

Bu gelismelerin 1s181nda ne olursa olsun, CRISPR/Cas sisteminin biyolojik
bilimlerde 6nemli roller oynadig: agiktir. CRISPR/Cas gen diizenleme teknolojisinin,
en kolay ve en heyecan verici genom diizenleme teknigi olmasinin yani sira, gelecek
nesil bilim insanlarinin ¢aligmalar1 i¢in de giiglii bir baslangi¢c olacagina dair higbir

stiphe yoktur.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hiicre Kiiltiiri

Bir cilt kanseri hastasindan kdken almig timor hiicrelerinden olusan, wildtype
B-Raf ve mutant N-Ras'lar1 (Q61K) eksprese eden bir melanom hiicre hatt1 olan SK-
MEL-30 Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ; Almanya) *den temin edilmistir. Dondurulmus hiicreler 6nce 37°C
de su banyosunda ¢oziildiikten sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak
coktiriilmistiir. Ardindan hiicre pelleti steril 1X Phosphate-buffered saline (PBS;
Sigma-Aldrich, ABD) ile bir kez yikamigs ve tekrar ayni santrifiij kosullarinda
¢oktiriilmiistir. SK-MEL-30 hiicreleri %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) kiiltiir vasatinda, T25 kiiltiir flasklarinda 37°C’de

%5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilarak steril kosullarda kiiltlire edilmistir.

Tutunan ve saglikli ¢ogalan hiicrelerin kiiltiir ortam1 2-3 giinde bir 1 X PBS
ile yikandiktan sonra taze kiiltliir vasati ile degistirilmistir. Hiicreler T25 kiiltiir
flaskinda %90-%95 ’lik yiizey alanini doldurduktan sonra 5 veya 10 ml steril 1 X
PBS ile yikanmistir. Ardindan %0,25 2 ml Trypsin-Etilendiamin tetra asetik asit
(Trypsin-EDTA,; Sigma-Aldrich, ABD) ile muamele edilmistir. Flask 5 dakika
37°C’de inkiibe edildikten sonra invert mikroskop ile hiicrelerin kaldirilmasi
incelenmistir. Tripsin enziminin inaktivasyonu i¢in en az iki kat hacimde (4ml)
kiltir medyumu flaska eklenmistir ve hiicre soliisyonu 15 ml’lik falkon tiiplere
aktarilmistir. Sonra hiicre soliisyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak
coktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir medyumu i¢inde ¢ozdiiriiliip bir hiicre

siispansiyonu elde edilmistir.

2.1.1. Hiicre Sayim

Olusturulan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip 1,5 ml’lik ependorf tiipe
aktarilmistir ve lizerine diliisyon faktorii 2 olmak iizere 100 pl %0,4 trypan blue stain
(Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) boya soliisyonu eklenmistir. Nazikce pipetaj
yapildiktan sonra boyanmis hiicre siispansiyonu 5 dakika oda 1sisinda inkiibe

edilmistir. Daha sonra Thoma lamma 20 pl boyanmis hiicre siispansiyonundan

47



yiiklenmis ve canli hiicreler invert mikroskop altinda sayilmistir. Toplam, canli ve

6li hiicre say1s1 asagidaki formiil uygulanarak hesaplanmistir:

1 ml’de hiicre sayis1 = sayilan bdlgelerin ortalama sayisi x diliisyon faktorii x 10

2.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

%10 Dimetil siilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich, ABD) ve %90 taze kiiltiir
vasatt (%20 FBS, %1 L-glutamin, %1 Penicilin/Streptomisin, DMEM) karistirilarak
dondurma medyumu elde edilmistir. Mililitrede 10° ya da 107 hiicre olacak sekilde
hiicre pelleti dondurma medyumu ile karstirilmistir ve cryotiiplere dagitilmistir.
Daha sonra bu cryotiipler dnce +4 °C’de, sonra -20 °C’de bekletilerek soguk ortama

adapte edilmistir ve -80 °C’de saklanmuistir.

2.2. CRISPR Dizayn

CRISPR/Cas9 genom diizenleme metodu kullanilarak SK-MEL-30 hiicre
hattinda NRAS Q61K mutasyonu hedef alinmistir. Bunun igin 6ncelikle NRAS geni
NCBI (National Center for Biotechnology Information) veritabanindan ¢ekilip
(NM_002524), ekzonlarin genin hangi bolgesinde yer aldigr ve Q61K mutasyon

bolgesinin lokalizasyonu tespit edilmistir.

3057 .. 3076) Guide 12

(8330 .. §349) HGLibA_32650

(: | (7280 ., 7299) HGLibA_ 32649
HGLibB_32606 (2852 .. 2871) Guide 2N (7254 .. 7273) HGLibA_32648,
- \
50007 7500

2500 10,0007

] ] | By Eon7 ]
n

Exon 1  Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon5 |
Exon 6
1] » » 1]
MNRAS CDS NRAS CDS NRAS CDS NRAS CDS

LU0
PAM 13 [PAM 12
G1_G12 Spacer (22 bp)

Q61

Sekil 2.1. NRAS geni ekzon bolgeleri ve Q61K mutasyonu lokalizasyonu
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2.2.1. gRNA Dizaym

NCBI veritaban1 iizerinden yapilan analizlerde Q61K mutasyonunun
ekzon3’te yer aldigi ve herhangi bir intronik bolge ile komsu olmadigi
gozlemlenmistir. GeCKO sgRNA kiitiiphanesine bakarak ilgili mutasyonu iceren
NRAS ekzon3 sekans dizisine gére gRNA dizayni yapilmistir. Bu gRNA’larin sekans
tizerinde hangi bolgelere tekabiil ettigine bakilmistir. PAM sekans (NGG) varligi
kontrol edilmistir. LentiCRISPR v2 sistemi kullanilarak knockout icin, off-target
etkinliginin en az oldugu asagidaki Cizelgede yer alan gRNA ciftlerine karar
verilmistir. Klonlama icin gRNA sekanslarimin 5’ ve 3’ bolgelerine restriksiyon

enzim kesim bolgeleri eklenmistir.

Cizelge 2.1. LentiCRISPR v2 sistemi i¢in dizayn edilen gRNA ¢iftleri.

NRAS g1 Forward caccgCTTCGCCTGTCCTCATGTAT
NRAS gl Reverse aaaCATACATGAGGACAGGCGAAGc
NRAS g2 Forward caccQAACCTGTTTGTTGGACATAC
NRAS_g2_Reverse aaacGTATGTCCAACAAACAGGTTc
NRAS g3 Forward caccgCAATACATGAGGACAGGCGA
NRAS_g3_Reverse aaaCTCGCCTGTCCTCATGTATTGC
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Guide 7
AMCCTGTTTRTTGGACATA

CCTCCCTCCCTGLCCCCTTACCCTCCACACCCCCAGEATTCTTACAGAARACAAGTGETTATAGATGGTEAARCCTETTTETTGGACATACTGGATACAGCTGGACAAGAAGAGTACAGT
3000

GHAGGEAGGEACGEEEEAATEECAGOTETGEGEGTCE TAAGAATETCTTTTRTTCACCAATATCTACCACTTTGEACAAACAACCTOTATGACCTATRTCRACCTRTTCTTCTCATETCA
Fxon 3

PAN 13 PAM 2

CAAACAACCTGTATGACCTA
Guide 13

S G I el I
|
061

Guide 3
AATACATGAGGACABBLGA
Gide 5 (HGLIbG_32604) Guide 12
GCATGAGAGACCAATAGATG CAATAATAGCAAGTCATTT

GCCATGAGAGACCAATACATGAGGACAGECGAAGGCTTCCTCTGTETATTTGCCATCAATAATAGCAAGTCATTTGLGEATATTAACCTCTACAGGTACTAGGAGCATTATTTTCTCTGA

T T T T T T T T : + : t t t } Uy : t } + : + : 310

COGTACTCTCTEETTATETACTCETGTCCOLTTCCRAACAGACACATARACGETAGTTAT TATCETTCAGTAAACECCTATART TGGACATGTCCATGATCETCATAATARAACAGALT
Exon 3

I HE B L G2 Space (22 yg) |
PAM 1 PAM § PN 12
G13_G5 Spacer (25 bp)

(:
E Gulde 1 (HGLIDE_32505)

Sekil 2.2. Dizayn edilen gRNA giftleri ve PAM dizilerine gore konumlari.

FoklI endoniikleaz enzimi kullanilarak gergeklestirilecek knockout i¢in, off-
target etkinliginin en az oldugu asagidaki Cizelgede yer alan gRNA ciftlerine karar
verilmigtir. Klonlama i¢in gRNA sekanslarinin 5’ ve 3’ bolgelerine yine restriksiyon

enzim kesim bolgeleri eklenmistir.
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Cizelge 2.2. Fokl endoniikleaz sistemi i¢in dizayn edilen gRNA g¢iftleri.

Middle_Forward

AGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTT
ATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCGTTCA
CTGCCGTATA

Middle_Reverse

TGCCTATACGGCAGTGAACGCACCGACTCGGTGCCAC
TTTTTCAAGTTGATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTT
GCTATTTCT

Left NRAS g13_
Forward

gcagATCCAGTATGTCCAACAAACtttag

Left, NRAS_g13_
Reverse

agctctaaaacGTTTGTTGGACATACTGGAT

Right NRAS ¢5
Forward

ggcagCCATGAGAGACCAATACATG

Right NRAS_g5_
Reverse

aaacCATGTATTGGTCTCTCATGGC

LeLNRAS g1 | 4cagCTTCGCCTGTCCTCATGTATttttag
Forward
Iliee]:/te_rl;ls AS gL agctctaaaacCATACATGAGGACAGGCGAAG

Right_NRAS_g12
_Forward

ggcagCAATAATAGCAAGTCATTTG

Right_NRAS_g12
_Reverse

aaacCCAAATGACTTGCTATTATTGc

2.2.2. Uzun Donér Dizilerin Dizayni

Mutasyon igeren bolgede knockout islemi yukarida dizayn edilen gRNA

ciftleri sayesinde gerceklestirilmistir. Ardindan bu mutasyonun diizeltilmis haliyle

dizayn edilen dondr dizi, kirik olan bdlgeye homoloji ile yonlendirilen tamir sistemi

(HDR) yardimiyla entegre olmustur. Donér dizi dizayn edilirken, nokta mutasyonuna

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

diziyi hiicre i¢inde Cas9 endoniikleaz enziminden korumak i¢in sessiz (sinonim)

mutasyonlar donér diziye yerlestirilmistir.
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Cizelge 2.3. NRAS Q61K mutasyonunu HDR yardimiyla diizeltmeye yonelik dizayn
edilen donor diziler.

TGCTCCTAGTACCTGTAGAGGTTAATATCAGCAAATGACTT
SSODN(NRAS_ | GCTATTATTGATGGCAAATACACAGAGGAAGCCTTCGCCT
Q61)_g2/g13g5 | GTCCTCATGTATTGATCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTTGT
CCAGCTG

TGCTCCTAGTACCTGTAGAGGTTAATATCAGCAAATGACTT
sSODN(NRAS_ | GCTATTATTGATGGCAAATACACAGAGGAAGCCTTCGCCT
Q61)_g2/g13g5 | GTCCTCATGTATTGATCTCTCATGGCACTGTACTCTTCTTGT
CCAGCTG

2.2.3.Plazmid vektor secimi

CRISPR knockout sistemi i¢in klasik LentiCRISPR ya da PX330 plazmid
vektori yerine LentiCRISPR v2 Addgene plazmid #52961, FoklI endoniikleaz sistemi
icin pCAG-eCas9-GFP-U6-gRNA Addgene plazmid #79145 ve pSH-Csy4-T2A-
SpPRFN-P2A-GFP-multi-gRNA #085756 kullanilmigtir.
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Sekil 2.5. pSH-Csy4-T2A-SpRFN-P2A-GFP-multi-gRNA plazmid vektorii

2.3. gRNA’larmn Tlgili Plazmidlere Transformasyonu ve Klonlama
2.3.1. Plazmidlerin Cogaltilmasi

Addgene’den temin edilen plazmidler uygun kompotent bakteri hiicrelerine

(StbI3 ve DHS5alpha) 1s1-sok transformasyon metodu kullanilarak aktarilmistir.

LB Medyum Hazirlama

LB Medyum hazirlamak i¢in 10g Tripton (Sigma-Aldrich, ABD®), 59 yeast
extract ve 10g NaCl (Sigma-Aldrich, ABD) bir erlen igerisinde karistirilmis ve
tizerine 950 ml otoklavlanmis distile su eklenmistir. Medyumun pH’1 1N NaOH

kullanilarak 7,0’a ayarlanmis ve toplam hacim 1 litreye tamamlanmistir. 20 dakika
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15 psi otoklava tabi tutulduktan sonra, medyum yaklasik 55 °C’ye sogultulmus ve
sonrasinda 50 pg/ml Ampisilin (Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotik eklenmistir. +4

°C’de saklanmustir.
LB-Agar Plate Hazirlama

LB medyum hazirlanmadan o6nce 15g/L agar (Sigma-Aldrich, ABD)
eklenmistir. Ardindan agar igeren medyum 20 dakika 15 psi otoklava tabi
tutulduktan sonra, medyum yaklasik 55 °C’ye sogultulmus ve sonrasinda 50 pg/ml
Ampisilin  (Sigma-Aldrich, ABD) antibiyotik eklenmistir. Medyum sogumadan
hemen beck alevi yaninda ve steril biyogiivenlik kabininde petri kaplarina
dokiilmiistiir. Medyum donunca petri kaplarinin kapaklar1 kapatilmis, parafilmlenmis

ve ters ¢evrilerek +4 °C’de karanlik ortamda saklanmustir.

Plazmidlerin Kompotent Bakteri Hiicrelerine Isi-Sok Metodu ile
Transformasyonu

Ticari olarak elde edilen kompotent (plazmid igermeyen) bakteri hiicreleri
Stb13 (E.coli) ve DH5alpha (E.coli) -80 °C’lik derin dondurucudan buz igerisine
almmustir. Onceden buz igerisine yerlestirilmis 1,5 ml’lik ependorf tiiplere, 50 ul
kompetent hiicreler steril bir sekilde aktarilmistir. 2 pl transformasyona hazirlanan
plazmid steril olarak bakteri hiicresinin iizerine eklenmis ve tiipiin dip kismindaki
hiicrelere  kii¢iik  kiigiik  vurularak  karistirilmistir.  Bu asamada  vorteks
yaptlmamalidir. Karisim igeren tiipler 5 dk buz igerisinde tutulup, 6nceden 42 °C’ye
ayarlanmis 1s1 blogu veya su banyosuna koyulmus ve burada 30 saniye bekletilmistir.
Bu asamada tiiplerin asla calkalanmamasina ve sarsilmamasia dikkat edilmistir.
Stire sonunda 42 °C’den alinan tiipler hizli bir sekilde tekrar 2-3 dk buz igerisine
bekletilmistir. Tiiplerin igerisine 150-250 pl antibiyotik icermeyen oda 1sisindaki LB

medyumu ilave edilmistir. Bu agsamada 1-2 saat beklenmistir.

Transforme Kompotent Bakteri Hiicrelerinin Ekilmesi

Onceden hazirlanan vektoriin tasidigr direngli antibiyotik (Ampisilin) genine
gére LB- agar plate hazirlanmistir. Uzerine steril olarak yayma seklinde ekim

yapilmistir. Klonlanan plazmiti yapisina alan E.coli bakterilerinin ¢ogalmasi igin
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karisim 37 °C’lik etiive alinmus ve yaklasik 12-14 saat inkiibe edilmistir. Ikinci giin

koloni olusumu gdzlenmistir.
Mini Kiiltiir Kurulmasi

Steril biyogiivenlik kabininde beck alevinin yaninda hazirlanan LB medyum
50ml ’lik falkonlara alindiktan sonra, birka¢ tane koloni 6ze yardimiyla alinip
medyum icerisine birakilmistir. Ardindan 16-24 saat 37 °C’lik calkalamal1 etiivde
bekletilmistir.

2.3.2. Plazmidlerin izolasyonu

Plazmidlerin izolasyonu nucleospin plasmid miniprep kit (MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG) kullanilarak gerceklestirilmistir. Nanodrop cihazinda
(ACTGene Inc, ABD) plazmidlerin konsantrasyon ve Azeo/Azgo oranlari dlgiilmiistiir.

2.3.3. Plazmidlerin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Kesimi

CRISPR defosforilize plazmidleri 5ug uygun restriksiyon endoniikleaz
enzimi ile (Bbsl ve Esp3l, Thermo Fisher Scientific®) 37 °C’de 30 dakika boyunca
kesilmistir. Bunun i¢in ependorf test tiipiine asagidaki reaktifler eklenmis ve uygun
reaksiyon kosullar1 saglanmistir. Calismamizda insert dizinin plazmid vektor
icerisine yerlesmeden, vektor dizinin tekrar kapanmamasi i¢in defosforilasyon ve
fosforilasyon teknigi kullanilmistir.

5 ug Plazmid DNA

3 ul Bbsl ya da Esp3l

3 ul FastAP

6 ul 10 X Fast Digest Buffer
X ul ddH20

60 ul toplam
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2.3.4. Plazmidlerin Jelden Saflastirilmasi

Tris Asetik Asit EDTA (TAE) Tampon Hazirlanmasi

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

asagidaki materyaller karistirilarak elde edilmistir.

242 g Tris base
57,1 ml glasiyel asetik asit
37,2 g Na2EDTA.2H20

Otoklavlanmis ddH>O ile iizeri 1 litreye tamamlanmistir. pH 8.0 ile 8.5 arasinda

olacak sekilde ayarlanmistir.

Agaroz Jel Hazirlama ve Jele Orneklerin Yiiklenmesi

Stok olarak hazirlanan 50 X TAE tamponu 1X olacak sekilde seyreltilmistir.
0,7’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0,7g agaroz (Sigma-Aldrich, ABD) tartilarak bir
erlene alinmis ve lizerine 100 ml 1 X TAE tamponu eklenmistir. Erlen mikrodalga
firinda 2-3 dakika boyunca kaynatildiktan sonra biraz sogutulmus ve {izerine etidyum
bromiir () eklenmistir. Hafif¢e kabarcik yapmadan c¢alkalanan sivi agaroz jel kasetine
dokiilmiis ve uygun boyuttaki tarak dikkatlice yerlestirilmistir. 15-20 dakika
beklendikten sonra donmus olan jel, ici belli bir seviyeye kadar 1 X TAE tampon ile

dolu olan elektroforez tankina alinmistir ve tarak ¢ikarilmistir.

Kuyulara 2 pl 6 X loading dye (Sigma-Aldrich, ABD) ve 5 ul kesilmis
plazmid DNA’s1 iyice pipetaj yapildiktan sonra yliklenmistir. Gii¢ kaynagindan
120V akim verilerek DNA 6rnekleri jel iizerinde yaklasik yarim saat yliriitiilmistiir.

Plazmidlerin Jelden Alinmasi ve Saflastirilmasi

DNA ornekleri yaklasik jelin 2/3’line gelene kadar yiiriitiildiikten sonra, UV
Transmillitor () yardimiyla bantlar gozlemlenmistir. Uygun bantlar bisturi yardimiyla
kesilerek bir ependorf tiipe alinmig ve tartilmistir. Tartilan DNA 6rnekleri nucleospin
gel and PCR clean-up kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG) kullanilarak

saflagtirilmistir.
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2.3.5. Fosforilasyon ve gRNA Dizilerinin Ortama Eklenmesi

Restriksiyon enzimle kesilerek linearize edilen plazmide gRNA’larin

eklenmesi i¢in agsagidaki reaksiyon kosullar1 olusturulmustur.

2 ul gRNA

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

6,5 ul ddH20

0,5 ul T4 Polinucleotide Kinaz (PNK; Thermo Fisher Scientific®)
10 pl toplam hacim

Fosforilasyon ve annealing asamalarinin gergeklesmesi icin PCR tiipleri
thermocycler PCR cihazina vyerlestirilmistir ve asagidaki parametreler takip

edilmistir.

37 °C 30 dakika
95 °C 5 dakika
25 °C oo (her dakikada 5 °C inerek 25 °C’ye gelecek sekilde ayarlama yapilmistir.)

2.3.6. Ligasyon

Ligasyon i¢in asagidaki kosullar saglanmis ve oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edilmistir. Ligasyon asamsi insert dizinin vektdre yapistirilmasi asamasi
oldugu i¢cin miimkiin oldugunca hizli davranilmis ve Quick ligasyon enzimleri tercih

edilnistir.

X ul Plasmid DNA

1 ul gRNA (1:200 oraninda seyreltilmistir)
5 ul 2X Quick ligase buffer ()

X ul ddH20

10 pl subtoplam

1 pl ddH20 Quick Ligase

11 ul toplam
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2.3.7. Olusturulan Plazmid Yapilarinin Transformasyonu

Ticari olarak elde edilen kompotent (plazmid igermeyen) bakteri hiicrelerine
StbI3 (E.coli) ve DH5alpha (E.coli), gRNA igeren plazmidler yukarida anlatildig
gibi 1s1-sok transformasyon yontemi kullanilarak aktarilmistir. Son asamada yine
tiiplerin igerisine 150-250 pl antibiyotik icermeyen oda 1sisindaki LB medyumu ilave

edilmistir. Bu asamada 1-2 saat beklenmistir.

2.3.8. Transforme Kompotent Bakteri Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Onceden hazirlanan vektoriin tasidig1 direngli antibiyotik (Ampisilin) genine
gore LB- agar plate hazirlanmistir. Uzerine steril olarak yayma seklinde ekim
yapilmistir. Klonlanan plazmiti yapisina alan E.coli bakterilerinin ¢ogalmasi igin
karisim 37 °C’lik etiive almmus ve yaklasik 12-14 saat inkiibe edilmistir. Tkinci giin

koloni olusumu gézlenmistir.

2.3.9. Mini Kiiltiir Kurulmasi

Steril biyogiivenlik kabininde beck alevinin yaninda hazirlanan LB medyum
50ml ’lik falkonlara alindiktan sonra, birka¢ tane koloni 6ze yardimiyla alinip
medyum icerisine birakilmistir. Ardindan 16-24 saat 37 °C’lik calkalamali etiivde

inkiibe edilmistir.

2.3.10. Plazmidlerin izolasyonu

Plazmidlerin izolasyonu nucleospin plasmid miniprep kit (MACHEREY -
NAGEL GmbH & Co. KG) kullanilarak gerceklestirilmistir. Nanodrop cihazinda
(ACTGene Inc, ABD) plazmidlerin konsantrasyon ve Agzso/A2s0 oranlari

Olgtilmiistiir.
2.4.Transfeksiyon

2.4.1. Plazmid DNA Orneklerin Konsantrasyonlarinin Ayarlanmasi

Plazmidler izole edildikten sonra Olciilen konsantrasyon degerleri dikkate
alinarak 6’11 well igin, 2ug plazmid DNA: 2 pg uzun donor dizi olacak sekilde 1:1
oranda ayarlamalar yapilmistir.  Her bir sistem 2 ayri tiipte kurgulanarak,

transfeksiyona hazir hale getirilmistir.
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2.4.2. Elektroporasyon

Plazmidlerin SK-MEL-30 cilt kanseri hiicrelerine transfekte edilmesi igin
elektroporasyon teknigi kullanilmigtir. 0,2 cm’lik elektroporasyon kiivetlerine
(BIORAD, ABD) énce en az 2 X 10° hiicre siispansiyonu ardindan da plazmid:donér
dizi kanisimi eklenmistir.  Elektroporasyon cihazinda (BIORAD, ABD), 250 V

elektrik akimi, 20 ms, 1 vurusta uygulanmustir.

2.5. Transfekte Kanser Hiicrelerinin Kiiltiire Edilmesi

Transfeksiyonu gergeklestirilen SK-MEL-30 kanser hiicreleri yaklasik 1 ml
DMEM taze kiiltiir vasati (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin) ile
karistirildiktan sonra, 6’1 well’lere ekilmistir. Inkiibasyon igin 1 gece %5 CO2 ’li

etlivde 37 °C’de kiiltiire edilmistir.

2.6. Flow (Akis) Sitometri ile GFP+ Hiicrelerin Alinmasi

Kiiltiire edilen hiicreler tripsinize edilerek kaldirildiktan sonra ve 1500
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti 300 pl 1X HBSS
icerisinde ¢oziilmiistiir. Hiicreler yukarida bahsedildigi gibi trypan blue ile boyanarak
Thoma laminda sayildiktan sonra, hiicre siispansiyonundaki toplam hiicre sayisi
yaklasik olarak hesaplanmistir. Hiicre siispansiyonu FACS (Fluorescence-activated
cell sorting) tiiplerine (BD Pharmingen, ABD) alindiktan sonra, 250 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti 200 pul %2 FBS/HBSS igerisinde ¢oziilmiistiir. Bu
hazirlik isleminin ardindan hiicreler FACS cihazi (FACS Aria IIT — BD Pharmingen,
ABD) ile FITC kanalindan okunarak GFP+ hiicreler ig¢inde taze kiiltiir vasati bulunan
FACS tiiptine ayiklanmistir. GFP+ hiicreler elde edildikten sonra, yaklasik Sml taze

kiltlir vasati ile slispanse edilerek 6’11 well’lere ekilmistir.

2.7. Hiicrelerin Kaldirilmasi

CRISPR/Cas9 teknigi uygulanan GFP+ hiicreler yaklasik %90-%95 oraninda
cogaldiktan sonra, 2 veya 3 ml steril 1 X PBS ile yikanmistir. Ardindan %0,25 2 ml
Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, ABD) ile muamele edilmistir. Flask 5 dakika
37°C’de inkiibe edildikten sonra invert mikroskop ile hiicrelerin kaldirilmasi
incelenmistir. Tripsin enziminin inaktivasyonu i¢in en az iki kat hacimde (4ml)
kiltir medyumu flaska eklenmistir ve hiicre soliisyonu 15 ml’lik falkon tiiplere

aktarilmigtir. Sonra hiicre soliisyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak,
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hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Hiicre pelleti 1 ml kiiltiir medyumu ic¢inde ¢ozdiiriiliip bir

hiicre slispansiyonu elde edilmistir.

2.8. Hiicre Sayim

Olusturulan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip 1,5 ml’lik ependorf tiipe
aktarilmistir ve lizerine dillisyon faktorii 2 olmak iizere 100 pl %0,4 trypan blue stain
(Gibco Thermo Fisher Scientific, ABD) boya soliisyonu eklenmistir. Nazikce pipetaj
yapildiktan sonra boyanmis hiicre siispansiyonu 5 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra Thoma lamina 20 pl boyanmis hiicre siispansiyonundan
yiikklenmis ve canli hiicreler invert mikroskop altinda sayilmistir. Toplam, canli ve

0lu hiicre sayis1 agsagidaki formiil uygulanarak hesaplanmaistir.

1 ml’de hiicre sayis1 = sayilan bolgelerin ortalama sayisi x diliisyon faktori x 10

2.9. DNA izolasyonu

Hiicrelerin sayim isleminden sonra, hiicre siispansiyonu 1500 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek hiicreler tekrar ¢oktiiriilmiistiir. Coken hiicre pelleti igin
Blood & Cell Culture DNA Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanilarak, hiicrelerden
DNA izolasyonu yapilmistir. Daha sonra Nanodrop cihazinda (ACTGene Inc, ABD)

konsantrasyon ve Azeso/Azgo oranlari l¢iilmiistiir.
2.10. Real-Time PCR

Real-time PCR ile yapilan analizler i¢cin Easy NRAS kit (Diatech
Pharmacogenetics, Italya) ve GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation,

Avustralya) kullanilmistir.

2.10.1. Real-Time PCR Teknigi ile Mutasyonun Saptanmasi

Izole edilen DNA’lar reaksiyon ortaminda 10 ng olacak sekilde bir tiipte
seyreltildikten sonra, striplere dagitilmistir. Easy NRAS kit (Diatech
Pharmacogenetics, italya) kullanilarak, izole edilen DNA’dan asagidaki sartlar

cergevesinde PCR reaksiyonu kurulmustur.
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Easy NRAS kit paneli ikili floresan boya-pob mantig1 ile dizayn edilmis bir
kit oldupundan, FAM ve HEX floresan problarin cihaz tarafindan algilanabilmesi

i¢in ikili floresan okuma yapilmistir.

Cizelge 2.4. Easy NRAS kit i¢in optimize termal profilleme.

Hold 95°C’de 2 dakika
40 dongl 95°C’de 10 sn

58°C’de 60 sn (Green ve Yellow okutma

yapilmistir.)

Her bir 6rnek, kitin iceriginde mevcut olan 8 farkli mutasyona 6zgii karigim
ile amplifiye edilmistir. Pozitif kontrol olarak kitin kendi internal kontrolii, negatif
kontrol olarak distile su kullanilmigtir. Ayrica kiyaslama yapmak i¢cin CRISPR/Cas9
uygulanmamis hiicre hatlarinda da DNA izole edilerek deney sartlar1 kontrollii hale

getirilmistir.

Cizelge 2.5. Easy NRAS paneli kullanilarak saptanabilecek mutasyonlar.

Kit numaralandirmast 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 i¢in her bir stripte asagidaki {lirlin miktarlar1 baz alinarak
reaksiyon ortami hazirlanmistir. Tiim {riinler reaksiyon ortamina eklenmeden 6nce

nazik¢e vortekslenmis ve kisaca spin-santrifiij edilmistir. Tim hazirhiklar
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tamamlandiktan sonra amplifikasyon Rotor-Gene Q siirim 1.7.87 (QIAGEN,

Almanya) cihazinda gerceklestirilmistir.

Cizelge 2.6. Reaksiyon ortaminda her bir stripteki tiriin miktarlar.

Amplifikasyon 1 reaksiyon icin (ul)
Taqg Premix 920 10 pl

Distile su 4 ul

NRAS G12x-G13x mix ya da 1 ul

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 Al146x mix ya da
NRAS A146x mix

Toplam hacim 15 pl

2.10.2. End-point Mutasyon Analizi

Izole edilen DNA’lar reaksiyon ortammda 10 ng olacak sekilde bir tiipte
seyreltildikten sonra, Axygen® 96 Well Polypropylene PCR mikrotabakalara
(Corning, ABD) dagitilmistir. Easy NRAS kit (Diatech Pharmacogenetics, italya)
kullanilarak, izole edilen DNA’dan asagidaki sartlar cergevesinde PCR reaksiyonu
kurulmustur. Ikili FAM ve HEX floresan problar1 ile saptama saglanacagindan,
LightCycler® 480 Instrument (Roche, Isvicre) cihazi iizerinde asagidaki sartlar

olusturulurken “dual color” secenegi calismaya dahil edilmistir.

Cizelge 2.7. Easy NRAS kit i¢in optimize termal profilleme.

Hold 95°C’de 2 dakika

45 dongii 95°C’de 10 sn
58°C’de 60 sn (FAM ve HEX okutma
yapilmustir.)
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2.10.3. Melting Curve Analizi

Izole edilen DNA’lar reaksiyon ortaminda 10 ng olacak sekilde bir tiipte
seyreltildikten sonra, Axygen® 96 Well Polypropylene PCR mikrotabakalara
(Corning, ABD) dagitilmistir. GoTaq® qPCR Master Mix (Promega Corporation,
Avustralya) kullanilarak, izole edilen DNA’dan asagidaki sartlar ¢ercevesinde PCR

reaksiyonu kurulmustur.

Cizelge 2.8. Melting curve analizi i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullari

Basamaklar Termal sartlar Dongii sayist

Pre-inkiibasyon 95°C’de 2 dk 1 dongii

95 °C’de 10 sn

Amplifikasyon 56 °C’de 30 sn 60 dongii
72°C’de 1 dk
95°C’de 5 sn
Melting curve 60 °C’de 1 dk 1 dongti
95 °C’de o

s 40 °C’de 30 sn .
ogutma ongt
- 4 °C’de .

Her bir 6rnek, 3 farkli primer c¢ifti ile amplifiye edilmistir. Dizayn edilen bu

primer c¢iftleri asagida belirtilmistir. Ayrica ¢alismamizda nested PCR metoduna
benzer bir yaklasim gelistirilerek yakin primer ¢iftlerinin forward ve reverse dizileri
de bir primer ¢iftiymis gibi kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak GAPDH
housekeeping geni kullanilirken, negatif kontrol olarak yalnizca DNA igermeyen
PCR reaksiyon ortami kullanilmistir. Ayrica kiyaslama yapmak i¢in CRISPR/Cas9
uygulanmamis hiicre hatlarindan izole edilen DNA 6rnekleri de g¢alismaya dahil

edilmistir.
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Cizelge 2.9. Kullanilan primerlerin listesi

Bolge/Isim Primer Dizileri
Forward:
5’-ATGACTGAGTACAAACTGGTGGT-3’

NRAS
Reverse:
5’-CATGTATTGGTCTCTCATGGCAC-3’
Forward:

NRAS1 5’-AGCATTGCATTCCCTGTGGTTTT-3’
Reverse:
5’-TCTGTAAGAATCCTGGGGGTGT-3’
Forward:

NRAS? 5’-CCAATACATGAGGACAGGCGAA-3’
Reverse:
5-TCTTCCCTAGTGTGGTAACC-3’
Forward:

NRAS12 5’-AGCATTGCATTCCCTGTGGTTTT-3’

(nested) Reverse:
5’-TCTTCCCTAGTGTGGTAACC-3’
Forward:
5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’

GAPDH

Reverse:
5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’
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Sekil 2.6. Primerlerin NRAS Q61K mutasyonuna gore lokalizasyonunun sematik

gosterimi.

TETGRCGCCEATATTAATCCGETGTITTTECEI TCTCTAGTCACT TTARCARCCARATGEARCETCACACT
AEEETTTTICATIICCATTCATTATAGRRRGCTTTARRGTACTETAGATSTEECTCGCCARTTRARCCCTGR
TTACTGETTTCCARACAGETTCTTECT GETET CAL N e == T T S SR CREET
GETGTTEEERARRGCECACTGRCARTCCRAGCTARTCCAGARCCACTTTGTAGATEARTATGATOCCRCCR
TAGACGTEAGGCCCASTEETAGCOCGCTCACCTGATCCTGTCTCTCACT TETCGEATCATCTTTRCCOCAT
ATTCTGTATIARRGEARTARGREGCACRCRRRGTRER R ACTTATTTTGCSTATACRATTCAGTTATGCRATR
AECTTARCGTSTITAT AGAGARCAGTTCATTITTATTAGCTGCTGRAGTTTCTARRRCCTGTCCRGTTITT
TARCRGTTICTGTARRCTATTGCARRCTCAGTETIGAGTTCATTCATGAGTITCTTCATATATRRCRECTC
TATTACATGRGARACACACSGCCATAGTACCEAGRCTGTCTEAT TCTATGECACATARTACGATGEREATR
AAECATTCAGACATEACTETTCTTCARTATTTATTTATTAGCTAGT TCARGCRAGCTGREACCAGRTGATT
GERCTAGCARGRACTTGACATITTITAGTCITTATGCCTAGEATTTTSCTCCCTGTITGCAGTITATTIAR
TTETCTEATATTGAGCARCTGRATCTCTCCCRARCCTCATTTTCCTCATSTITTARATTACCATARRCTTE
TCCTCCCTACCACACACGEATGTTATGEARRGTTARATAATATATTITARGTTATTTATGAATESTARAGT
ACTATGTAATACTACTTACGGRATTCTATTGTTATTATGAGAGT TCATCGTACRGATTGTCTTCAGTARGT
GECACCTAAGGCTCTTTARATRARGEETTTTGCCSCACACEETGECTCACGOCTETARTCCCAGCRACTTT
GEERGGCTGREECAGECGEAT CACRRAGETCAGERGTTCARGACCAGCCTGATCARCATSCTGRARCCCCE
TCTCTACTARARATRCRRRR R TTAGCTEEETETEETECCAGECACCTCTARTCCCAGCTACTCAGERGED
TEAGECREEAGEATCECTTEARCCACRGECAEAEGET CCACTEAGCCEACATCACRACCACRGACCTCCRR
CCTGEGCAACACRGCEAGRCTTCETCTCARR A AR TARATARATAGRTARATARATARRSCEGTTTTGTART
TITETTCAGTTTAGARATECCTARCTTTAGRGATTATTTTAATCARCACCTEECCTCCCTRACCATCTEED
TACTCGTETITRARTTGATCARRACTARCTCTARTGTAGCCACTATRARR AR TTGETTGCTARCCCTTEED
AR R TCTTTATIITGAGC T TARCAGCTTTARTATTTTACATGARATSTTTAATATTTTARTTRARRTATTT
TTRAATETTTGATTTATTCAGCARTTTACATAAGTARRRTRCATARATTTTATGTCTRCAGCCCRGTGCT
TTTTCCETTICTATATAGTCATGTAGCTACCACCCAGATARCRGTATAGRAGCACTTCCACTACTCCRAGRE
AETTCTCCARGTGTEATGACATTARARTRCARGTARRACTCCTGTIGCCATARRRCCRARATCARBCETAT
TITTTATATGATCTATGCATGITTGTCTICCTIGRGARATTRARCATARCTATRACCTTSTTTGEARCCTTT
AREARTTTGRTTCAGGAATATTTOCCARRGETACATCTETCATGATAR ARRARAR ACCTTCTCTGARACE
AAGCTATTTGTATATTTACTCATARACACAR A TEATGTATATAGGECCAGETTATARTTCGTEERGETAT
GITTAGATTTCTTTAACTARART AR CACCRCARATARR ACACTCCACTTCATACCTTACTEGRAARTRACAC
TEEETACTTRATCTETAGCCTCCTGGCTGCAGTRAGAGTIGTCATTIGAGTTACTETGTTTTCTITARTCTT
TTCCRGERARCACRGTERCCATATTTCTITITCTGCAGGCATATAGARTTTGETGEETITTCTITITATCETAR
GETEATATTGEATACTTTTTGITTGTGATTATATATTAGCRATTTGACGEACARRCCRSA TAGSCREARR
TEEECTTGARTAGTTACATGCTTATTTARCCT TEECARTAGCATTGCATTCOCTETGETTITTARTRARR
ATTERARCTTCCCICCCTCOCTRCCCCCTTRACCCTCCACRCCCOCAGEATTCITACAGRAR RCRAGTEETT
ATRGRTEETGARRCCTETTTCITEEACATACTGEATACRGCTEGACARGARGRETR

SSCTTCCTCTETGTATITSCCATCARATARTAGCARGTCATTITECGER
TATTAACCTCTACAGSTACTAGGAGCATTATT TTCTCTEARACGATGATCTTTGTGTTCTGARATCTTTAT
GEGCAAR T e T T S N T L R GO T TTTTAR TTATCECAACERCTTESTTTTACSTTET
TTGACATTGRGRATCTAGEEGTAATTACTGARRGTTARTRACTGEARTTTATTTTACATRARTEATRETGTTAC]

TEME A R TITTAT TR R TR R TR TR T S T T R S S T T R ST T T R S R T T A T T T R T

Sekil 2.7. Primerlerin NRAS Q61K mutasyonuna gore lokalizasyonunun sekans
tizerinde gosterimi. Kirmiz1 primer ¢ifti nras, sar1 primer ¢ifti nrasl, yesil primer ¢ifti
nras2 primerlerini gostermektedir. Koyu yesil bolge kirmizi nras ve yesil nras2
primerlerinin  ¢akistigi  bolgedir. Kirmizi  niikleotit —mutasyonlu  bdlgeyi

gostermektedir.

67



Reaksiyon ortamindaki iiriin miktar dagilimi ise asagida gosterildigi gibi

optimize edilmistir:

5 ul SYBRGreen GoTaq Master Mix

0,2 ul Forward+Reverse primer karisimi (50 pmol olacak sekilde seyreltilmistir.)
2,8 ul Nukleaz igermeyen su

2 ul DNA (10 ng olacak sekilde seyreltilmistir.)

10 pl toplam hacim

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

Cizelge 2.6.’da belirtilen tiim bolgeler igin reaksiyon ortamina her bir
stripteki kit tirlinleri dikkate alinarak reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Bu karigimin
tizerine her bir strip i¢in 6 ul SYBR Green GoTaq Master Mix eklenmistir. Cizelge
2.8’de Melting curve analizi i¢in optimize edilmis reaksiyon kosullar1 dikkate

alinarak Real-time PCR kurulmustur.

Calismamizda CRISPR metodunun NRAS geni iizerinde herhangi baska bir
indel ya da kirik olusturup olusturmadigini test etmek amaciyla, her bir bdlge icin
yeniden real-time PCR kurulmustur. Bu basamakta yiiksek ayrisan melting curve
analizi (HRM; High Resolution Melting Curve) yapabilmek ve yiiksek dogrulukta

giivenilir sonuglarin elde edilmesi amaglandigindan, Cizelge 2.8.’de optimize edilen

reaksiyon kosullar1 dikkate alinmistir.
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Cizelge 2.10. Panel ve SYBR Green kullanilarak yapilan real-time PCR igin iiriin
miktarlart.

Distile su 2 ul
NRAS G12x-G13x mix ya da 1 ul

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

SYBR Green GoTaq Master Mix 6 ul
Toplam hacim 15 pl
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3. BULGULAR
3.1. Hiicre Kiiltiirii

SK-MEL-30 hiicre hatti DSMZ 'de tanimlandigi gibi kiiltiire edilmistir ve
hiicrelerin mitotik indeksleri dikkate alinarak optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Calismamizda kullanilan SK-MEL-30 cilt kanseri hiicreleri %10 FBS, %1 L-
glutamin, %1 Penisilin/Streptomisin, DMEM igeren kiiltlir vasatinda, 37°C’de %5
CO2’li etiivde kiiltiire edilmistir.

Sekil 3.1. SK-MEL-30 hiicre hatt1 invert mikroskop goriintiileri. a) 4X objektifle SK-
MEL-30 hiicreleri b) 10X objektifle SK-MEL-30 hiicreleri ¢) 20 X objektifle SK-
MEL-30 hiicreleri d) 40X objektifle SK-MEL-30 hiicreleri.
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3.2. Klonlama

Addgene’den temin edilen plazmidler uygun kompotent bakteri hiicrelerine
(StbI3 ve DHS5alpha) 1s1-sok transformasyon metodu kullanilarak aktarildiktan sonra,
bakteriler LB agar plate lizerine ekilerek, 37 °C’lik etiivde 1 gece inkiibe edilmistir.

Sekil 3.2. Klonlanan transforme bakteri hiicrelerinin 1 gece bekletildikten sonraki
goruntust.

3.3. GFP+ Hiicrelerin Floresan Mikroskopta Gozlemlenmesi

Plazmid vektorler GFP floresan geni tasidigr i¢in, SK-MEL-30 hiicrelerine
elektroporasyon ile aktarildiktan sonra, bu plazmid {izerindeki genler eksprese
olmustur. Dolayisiyla floresan mikroskopta 475-525 nm dalga boyunda

elektroporasyon isleminin basarili oldugu saglikli hiicreler GFP+ sinyal vermislerdir.
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Sekil 3.3. GFP+ hiicrelerin floresan mikroskoptaki goriintiisii. a) Kontrol grubu
CRISPR uygulanmamis SK-MEL-30 hiicreleri. b) SK-MEL-30 hiicrelerinin
elektroporasyondan sonra kiiltiir ortamina alindiktan 3 giin sonraki goriintiisii. ¢) SK-
MEL-30 hiicrelerinin elektroporasyondan sonra kiiltiir ortamina alindiktan 5 giin
sonraki goriintiisii. d) SK-MEL-30 hiicrelerinin elektroporasyondan sonra kiiltiir
ortamina alindiktan 16 giin sonraki goriintiisii.

3.4. Akis Sitometri ile GFP+ Hiicrelerin Eldesi

FACS cihazi (FACS Aria III — BD Pharmingen, ABD) ile FITC kanalindan
okunarak GFP+ hiicreler, GFP+ sinyal vermeyen hiicrelerden ayiklanmistir. Test
tiiplerinin birincisinde % 4,1 oraninda, ikincisinde ise % 3,2 oraninda GFP+ sinyal

veren hiicre tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Akis sitometri ile hiicrelerin graniilite ve FITC kanali okuma sonucu
grafiksel gosterimi. a) Kontrol grubu plazmid transfekte edilmemis hiicreler. b)
Plazmid aktarilmis GFP+ 1s1ma veren 1.grup hiicreler ¢) Plazmid aktarilmis GFP+
151ma veren 2.grup hiicreler.

3.5. Real-time PCR

GFP+ hiicreler flow sitometri ile ayrildiktan sonra tekrar kiiltiire edilmistir.

Hiicreler yiizey alanini %90 ya da %95 oraninda doldurduktan sonra tyrpsin-EDTA

ile kaldirilmis ve DNA izolasyonu yapilmistir. Ardindan NRAS Easy panel kit ve

dizayn edilen primerler kullanilarak real-time PCR yapilmustir.

73



3.5.1. Real-Time PCR Teknigi ile Mutasyonun Saptanmasi

Easy NRAS kit kullanilarak Rotor-gene Q cihazinda gergeklestirilen
reaksiyon sonucu sekil 3.5 ’de belirtilen sonuglar elde edilmistir. Tim
degerlendirmeler Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 programi kullanilarak

yapilmistir. Threshold degeri 0,04 olarak alinmustir.

0a] A / b

04
03 =

o

5

-,
o
w

o
N

Norm. Fluoro
Norm. Fluoro

S

‘ £ 01
Threshold}——————
0.0 e
/ Threshold
00 e —
04
I/
-0 J,/
02
g 5 10 15 20 25 30 35 4C g 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle Cycle
0,60
0560
C 0,58 d
0ss
0,50
050 / -,
04
045
040
040
0,35
5035 e
’ 5
? - 030
=030
£ §
E =025
02s
020 0,20
01 0,15
0,10 010
005 ) J:l_‘ 0.0 -
Threshold Z Trroshold
_— ¢
0,00 0,00 Bt
9] s 10 15 20 25 30 35 p s 10 15 20 25 30 <}
Eyote 2| Syots

Sekil 3.5. Panelde yer alan tiim mutasyon bolgeleri i¢in 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. ¢) FAM prob CRISPR uygulanmis kantitatif
real-time PCR sonucu. d) HEX prob CRISPR uygulanmis kantitatif real-time PCR
Sonucu.
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Sekil 3.6. Internal kontrol grubu ve bolge 3 (NRAS-Q61K) real-time PCR
sonuglarinin kiyaslanmasi. a) FAM prob CRISPR uygulanmis kantitatif real-time
PCR sonucu. b) HEX prob CRISPR uygulanmis 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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Cizelge 3.1. Panelde yer alan tiim mutasyon bolgeleri i¢in Ct degerleri.

FAM HEX
Prob/Bolge 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 tiim mutasyon bolgeleri i¢cin CRISPR uygulanmis ve

uygulanmamis kontrol grubu arasindaki Ct degeri farkliliklar1 hesaplandiginda, 3

numarali Q61K mutasyonu iceren bolgede baz1 degisikliklerin gerceklestigi

anlagilmistir.

Cizelge 3.2. Tiim mutasyon bolgeleri i¢cin ACt degerleri.

FAM HEX
Prob/Bolge | CRISPR | Kontrol | ACt [ Prob/Bolge | CRISPR | Kontrol | ACt
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 | 241
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

Degisikliklerin normal allelde mi yoksa mutant allelde mi gergeklestigini

anlamak i¢in panelde yer alan tiim bdlgeler igin end-point mutasyon analizi

yapilmustir.
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3.5.2. End-point Mutasyon Analizi

Easy NRAS kit (Diatech Pharmacogenetics, italya) kullanilarak, ikili FAM ve
HEX floresan problari ile paneldeki tiim bolgelerin taranmasi LightCycler® 480

Instrument (Roche, Isvigre) cihazi ile gergeklestirilmistir.
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10,000
£.000
£.000
4.000
2000
0.000] « o

L0080 5.000 10,000 15,000 200000 25 000 200000 35.000 40.000
Flusrescence [465-510)

Sekil 3.7. End-point mutasyon analizi sonucu dagilim grafigi. Panel iginde yer alan
tiim bolgeler i¢in analiz yapilmistir. Tiim bolgeler i¢in kontrol gruplart ve CRISPR
uygulanmis gruplar karsilastirilmistir. Yatay eksen 465-510 nm dalga boyunda 1g1ma
veren FAM floresan 1simasini gosterirken, dikey eksen 533-580 nm dalga boyunda
1s1ma veren HEX floresan 1s1masini gostermektedir.

CRISPR i¢in hedef alinan Q61K bolgesi i¢in panelde 3 numarali bolge
dikkate alinarak asagidaki ¢izelge olusturulmustur. Kontrol grubu Q61K
mutasyonunu i¢erdiginden, mutant allel frekansin1 gosteren FAM 1s1masinda HEX’e
gore daha yiiksek bir skor elde edilmistir. CRISPR igeren grupta ise tam tersi olacak
sekilde, normal allel frekansin1 gésteren HEX 1s1masinda, FAM’a gore daha yiiksek
bir skor elde edilmistir.
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Cizelge 3.3. FAM ve HEX floresan boyalarinin bolge 3 i¢in verdigi skorlar.

FAM HEX
465-510 nm 533-580 nm
Kontrol grubu bolge 3 37,23 27,09
CRISPR grubu bolge 3 14,77 34,51
Bolge 3

40
35
30
25
20
15
10
5
0

Kontrol grubu bolge 3 CRISPR grubu bolge 3

B FAM 465-510 nm M HEX 533-580 nm
Sekil 3.8. Bolge 3 icin yapilan end-point analizi grafiksel gosterimi. CRISPR

uygulanmis grupta normal allel floresan skorunun arttigi, mutant allel frekansinin da

azaldig1 bu gosterimde acikga goriilmektedir.
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3.5.3. Melting Curve Analizi

Dizayn edilen primer ¢iftleri kullanilarak LightCycler® 480 Instrument
(Roche, Isvicre) cihazi ile real-time PCR reaksiyonu kurulmustur. Daha sonra
reaksiyon kosullarina melting curve basamaklar1 da kuruldugu i¢in, melting curve

analizleri yapilmustir.

Bolgeler ayr1 ayr1 incelendiginde, nras ve nrasl bolgelerinde CRISPR
uygulanmis ve uygulanmamis grup arasinda onemli farkliliklarin oldugu tespit
edilmistir. Fakat nras2 bolgesinde CRISPR uygulanmis ve uygulanmamis grup
arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. CRISPR uygulanmis gruplarda,
ozellikle de hedef mutasyonu kapsayan nras bdlgesinde, heterozigot piklerin birinde
dalgalanmanin azaldigr ve mutasyonun diizeltilerek daha kararli bir melting curve
egrisinin elde edildigi acik¢a goriilmistiir. Tiim reaksiyonlar en az {i¢ kez kurulmus

ve ticlinde de yakin sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.9. Melting curve analizi sonucu elde edilen pikler. a) NRAS bolgesi kontrol
grubu melting curve analizi. b) NRAS bolgesi CRISPR uygulanmis grubun melting
curve analizi. ¢) NRASI bdlgesi kontrol grubu melting curve analizi. d) NRASI
bolgesi CRISPR uygulanmis grubun melting curve analizi. €) NRAS2 bolgesi kontrol
grubu melting curve analizi. f) NRAS2 bolgesi CRISPR uygulanmis grubun melting
curve analizi.

Q61K mutasyonu icin yakin bolgelerden real-time PCR yapmak amaciyla
kullanilan NRAS12 primerleri ile analiz yapildiginda, kontrol grubu ve CRISPR

uygulanmis grup arasinda farkliliklarin oldugu gozlemlenmistir.

80



213821 9
19.382

60 62 64 66 68 70 72 74 84 86 83 90 7] 94

7% 78
Temperature (*C)

36.818 b

33318
29818

— —_ ~ Y]
i bt ~ £

L
@ o © @

-(d/dT) Fluorescence (465-510)
o
(=
P

8818

5318

1.818{ _-

75
Temperature (*C)

Sekil 3.10. NRAS12 primerleri kullanilarak gerceklestirilen real-time PCR melting
curve analizi sonucu. a) Kontrol grubu melting curve egrisi. b) CRISPR uygulanmis
grupta melting curve egrisi.

3.5.4. Panel ve SYBR Green Kullanilarak Gergeklestirilen Real-time PCR
Sonucu Melting Curve Analizleri

Panel icerisindeki tiim bolgelere 6zgii problar ve Real-time PCR ile
gerceklestirilen analizlerde melting curve analizleri yapilmistir. Erime egrileri
acisindan mutant allel ve normal allel iki farkli pik profili sergilemistir. Ayrica erime
egrilerinin yaklasik olarak cakisir vaziyette konumlanmasi problarin etkinligini

kanaitlar niteliktedir.
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Hedefledigimiz NRAS Q61K bdélgesi i¢in dizayn edilen 3 numarali prob i¢in
Sekil 3.10°da gosterildigi gibi kontrol grubu ve CRISPR uygulanmig grup arasinda
farkliliklar tespit edilmistir.
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Sekil 3.11. Q61K mutasyonu i¢in kullanilan 3 numarali prob i¢in melting curve
egrisi. Yaklagik olarak 81 °C’de pik veren birinci kisim mutant alleli ifade ederken,
ikinci kisim normal alleli ifade etmektedir. Alt kisitmdaki pik CRISPR uygulanmig
grubu, iist kistmdaki pik ise kontrol grubunu gostermektedir.

Sekil 3.10°da gosterilen kontrol grubu ve CRISPR wuygulanmig grup
arasindaki erime egrilerinin farklilig1 analiz edildiginde, CRISPR uygulanmis grubun
mutant pik egrisinde bir azalig, normal pik egrisinde de bir artis tespit edilmistir. Bu
CRISPR/Cas9 metodunun

durum bazi1 hiicrelerde

istenen amaca ulastigini
vurgulamaktadir. Ayrica bu durum bazi hiicrelerde HDR ile tamirin basarili bir
sekilde gerceklestigine de isaret etmektedir.

CRISPR/Cas9 metodunun Q61K mutasyon bolgesi i¢in, kanser hiicre hattinda
yaklasik olarak ne kadar diizeltme yaptigin1 belirlemek amaciyla floresan
yogunluklarinin maksimum oldugu degerler alinarak, Sekil 3.10°da goriilen pikler

arasindaki farkliliklar degerlendirilmistir.

Cizelge 3.4. Pikler arasindaki floresan yogunluklari.

Kontrol Grubu

CRISPR Grubu

Pik1l Mutant allel

9,351

7,551

Pik2 Normal allel

3,726

4,176
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4. TARTISMA

Prokaryotik Tip Il CRISPR-Cas9 teknigi genetik miihendisligi alaninda hizla
bir devrim yaratmaktadir. Bu teknoloji c¢ok cesitli organizmalarin genomlarini
goreceli olarak kolaylikla degistirebilmeyi saglar. Bu cok yonli teknolojiyi temel
alan deneysel yaklasimlar kanser genetigi alanini degistirme potansiyeline sahiptir

(Sanchez-Rivera ve Jacks 2015).

Kanser, onkogenlerde ve tiimor baskilayan genlerde ¢ok sayida genetik ve
epigenetik degisiklige sahip bir hastaliktir (Hanahan ve Weinberg 2000). Bu nedenle,
normal hiicre ve kanser hiicrelerinin genomlarin1 manipiile etmek i¢in deneysel
yaklagimlar, hastaligin modellenmesinde ve siiregte yer alan bir¢ok genin sistematik
olarak incelenmesi i¢in hayati dneme sahiptir. Yillardir siiren aragtirmalar ve genom
miihendisligi teknolojilerinin gelistirilmesi;  kanserin baslangici, progresyonu,
ilerlemesi ve terapotik tepkilerinde rol oynayan genlerin roliinii kesfetmek icin
kiiltiirdeki veya hayvan modellerinin hiicrelerindeki genlerin spesifik DNA

dizilerinin kesin olarak silinmesini veya degistirilmesini saglamistir.

Mario Capecchi, Oliver Smithies ve arkadaglari tarafindan homolog
rekombinasyon yoluyla embriyonik kok hiicrelerdeki gen hedefleme konusundaki
oncii caligmalar, timor siipresor genlerinde ve onkogenlerde kesin mutasyonlar
barindiran sayisiz genetik olarak tasarlanmig fare modelleri {iiretme olanagi
saglamistir. Bunun yani sira, kanser biyolojisiyle iligkili genlerde fonksiyon kaybi
veya fonksiyon degisikligi kazandirilmis hiicre hatlar1 da olusturulmustur. Ayrica
buna ek olarak CRISPR/Cas9 teknolojisi kullanilarak bir¢ok kanserle iligkili gende,
kosullara bagli olan allelleri tretmek ig¢in Cre ve filipaz gibi bolge-spesifik
rekombinazlarla kombinasyon halinde basariyla kullanilmistir (Frese ve Tuveson
2007, Sanchez-Rivera ve Jacks 2015).

Gegtigimiz yirmi yilda kanser genetiginin temel dayanagi olmasina ragmen,
bu gen modifikasyon yaklagimlari, homolog rekombinasyon ile gen hedeflenmesinin
nispeten diisiik etkinligi ve embriyonik kok hiicre manipiilasyonundaki zorluklardan
dolay1 sinirlandirilmistir. Gen hedeflemenin verimliligini artirmak i¢in kullanilan bir
strateji DNA ¢ift zincir kirilmalarini ilgili genomik bdlgeye odaklamaktir (Rudin ve
ark 1989, Plessis ve ark 1992, Rouet ve ark 1994, Choulika ve ark 1995, Bibikova ve
ark 2002, Sanchez-Rivera ve Jacks 2015). Sunulan bu g¢alismada, tipki diger
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CRISPR/Cas9 caligmalarinda oldugu gibi, cift zincir kiriklar1 hedef mutasyona
pozisyon olarak yakin olacak sekilde yoOnlendirilmistir. Bu ¢ift zincir kiriklari,
Ozellikle insersiyon veya delesyon (indel) yol agan, hataya meyilli homolog olmayan
uc birlestirme (NHEJ) tarafindan hiicresel DNA onarim yollar1 ile onarilir. Eksojen
dondr DNA sablonlarinin varliginda, hassas DNA degisikliklerine aracilik edebilen
homoloji-yonelimli tamir (HDR) yolu ile onarilir. Bu g¢alismada HDR ile tamir
mekanizmas1 kullanilarak, NRAS geninde Q61K mutasyonunun diizeltilmesi

hedeflenmistir.

Hedefleme i¢in dogru pozisyon ve hedef dis1 etkilerin azaltilmasi adina,
benchling, genome-engineering, chop-chop gibi bircok gRNA dizayn veritabani
kullanilarak bu caligmada hedef dis1 etkiler en aza indirgenmis ve hedef mutasyona
odaklanilmustir. Ilgili veritabanlarinda mutasyona 6zgii bolgelerde, PAM sekanslar (-
NGG) referans alinarak, gRNA ¢iftleri dizayn edilmistir. Ciftler halinde dizayn
edilen gRNA’lar hem c¢ift zincirli plazmidlere kolaylikla klonlanabilmis, hem de

hedef sekansa baglanma agisindan komplemeriteyi artirmistir.

CRISPR/Cas9 tekniginde basarili olabilmek icin kuskusuz dizayn
asamalarinin ¢ok dikkatlice yapilmasi1 gerekmektedir. CRISPR teknigi dizayn
asamasi ¢ok dikkatlice yapildig: takdirde, basariya ulagmanin nispeten kolay oldugu
bir tekniktir. Ciinkii, dizayn yapilirken gRNA’larin genomda hedef bolge disinda
baska bir bolgeye baglanmasi durumunda, istenen sonuglar elde edilemez.
Dolayisiyla dizayn yaparken gRNA’larin istenen hedefin disina baglanmasi (off-
target skoru), hedef bolgenin kesimi ve diizeltilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.
Dizayn yapilirken bunun disinda plazmid se¢imi de ¢ok dnemlidir. Secilen plazmidin
blytikligl, tasima kapasitesi, antibiyotik diren¢ geni, restriksiyon enzim kesim
bolgeleri dizayn yapilirken dikkat edilmesi gereken konulardir. Bu ¢alismada, dizayn
yapilirken Oncelikle hedef mutasyon bdlgesindeki PAM dizilerinin  varlig
arastirillmistir. Ardindan yaklasik 20 niikleotit uzunlugundaki gRNA’lar tam
komplementer olacak sekilde dizayn edilerek yiiksek etkinlikle baglanma ilkesine
bagli kalinmistir. Dizayn edilen gRNA’larin basina ve sonuna ilgili restriksiyon
enzim kesim bolgelerinin eklenmesi ile plazmid igerisine gRNA’lar aktarildiktan
sonra, U6 promotor bolgesinden baglayarak transkripsiyon ve translasyon

asamalarinin  gerceklesmesini bekledigimizden gRNA’lara 5° bdlgesinden G
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niikleotit eklemesi yapilmistir. 5° bolgeyen bir G niikleotitin eklenmesi nispeten
transkripsiyonu kolaylastirmaktadir (Bauer ve ark 2015).

Bu calismada, NRAS, NRAS1 ve NRAS2 sekilde 3 farkli primer ¢ifti dizayn
edilmis ve NRASI2 de nested tarzi bir yaklasimla mutasyon igeren bolge
kapsanmistir. Sekil 3.8’de ¢ ve d pikleri degerlendirildiginde, NRASI bdlgesi i¢in
kontrol grubunda kararli tek bir pik bulunurken, CRISPR uygulanmis grupta bu
egrinin degistigi ve kismen heterozigot bir egrinin olustugu gézlenmistir. Bu durum
bazi hiicrelerde donor dizinin kesim yapilan bodlgeye entegrasyonu ve HDR ile
tamirden sonra bir takim indellerin gergeklestigini diisiindiirmektedir. Tam tersi
sekilde, dondr dizi hedef bolgeye entegre olmadiysa bu hiicreler NHEJ ile tamir
mekanizmas1 yolunu tercih etmis olabilir. Clinkii NHEJ ile tamir mekanizmasindan
sonra indellerin meydana gelme olasilig yiiksektir. DNA ¢ift zincir kiriklar1 (DSB)
tipik olarak homolog olmayan ug¢ birlestirme (NHEJ) veya homoloji ile
yonlendirilmis tamir (HDR) mekanizmasi ile onarilir. Hataya meyilli NHEJ
yolaginda, Ku heterodimerler DSB kirik uglara baglanir ve iligkili onarim proteinleri
icin molekiiler bir iskele gorevi goriir. indeller, komplementer iplikgiklerin son
rezeksiyona ugradigi ve mikrohomoloji nedeniyle diizensiz onarim yapilacagl zaman
ortaya c¢ikar. Sonu¢ olarak c¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonlar1 ve gen
knockout islemi gerceklesebilir. Alternatif olarak, Rad51 proteinleri HDR’in
baslangi¢ fazi boyunca DSB kirik uglarini baglayabilir ve eksojen dondr dizi
tizerinde homoloji kollariyla genomik rekombinasyonu yonlendiren bazi yardimci

faktorler de HDR ile tamirde yardimci olabilir (Hsu ve ark 2014).

Sunulan bu calismada, 130 niikleotit uzunlugundaki doénor diziler
kullanilarak, homoloji kollar1 uzun tutulmus ve tamir mekanizmasi olarak HDR
kullanilmigtir. Bu pik egrilerinin farkliligt  indellerden kaynaklaniyor olabilir
(Nymark ve ark 2016). Ciinkii baz-ekleme ¢ikarma gibi efektif genom diizenleme
teknikleri melting curve egrilerinde degisik bolgelerde farkli yiikseltilerin

goriilmesine sebep olmaktadir.

Sekil 3.8’de e ve f pikleri degerlendirildiginde, NRAS2 bolgesinde CRISPR
uygulanmis ve uygulanmamis kontrol grubu arasinda pik profilleri agisindan bir fark
olmadigi gézlenmistir. Bu durum NRAS2 bolgesinin hedef mutasyon igermemesi

veya bu bolgede herhangi bir indel olusmadigi seklinde yorumlanmustir.
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NRAS genindeki Q61K mutasyonundaki degisimi gozlemlemek amaciyla
yakin bolgelerden NRASI12 primerleri kullanilarak real-time PCR analizi
yapildiginda, Sekil 3.9’da kontrol grubu ve CRISPR uygulanmis grup arasinda
farkliliklarin oldugu gozlemlenmistir. Kontrol grubunda mutant pikin floresan
yogunlugu daha yiiksekken, CRISPR uygulanmis grupta mutant pikin floresan
yogunlugunda bir azalis tespit edilmistir. Bu durum bazi hiicrelerde basarili HDR

gerceklestigi seklinde yorumlanmustir.

Mutasyona spesifik kit ve SYBR green kullanilarak gergeklestirilen real-time
PCR analizine gore, NRAS geninde olast tiim mutasyon bolgeleri i¢cin CRISPR
uygulanmis ve uygulanmamis grup karsilastirilmistir. Sekil 3.10°da goriildiigi gibi
kontrol grubunda mutant allel floresan yogunlugunun, CRISPR uygulanmis gruba
gore daha yiiksek oldugu fakat CRISPR uygulandiktan sonra mutant allel
yogunlugunun azaldigi goézlemlenmistir. Bunun tam tersi sekilde CRISPR
uygulandiktan sonra normal allel floresan yogunlugunun arttig1 gézlenmistir. Mutant
allel frekansindaki diisiisle kiyaslandiginda normal allel frekansindaki artisin daha az
olmasi, HDR etkinligine gore dondr dizinin hedef sekansa tam olarak entegre
olamamasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica piklerin Sekil 3.9’da oldugu gibi
birlesik bir egri ¢izmeden birbirinden ayr1 iki egri ¢izmesi bazi hiicrelerde
transheterozigot yapilarin oldugunun gostergesi olabilir. Fauser ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir CRISPR ¢alismasinda da elde edilen transheterozigot piklerin
bu ¢alismadaki bazi pik profilleri ile benzer oldugu goriilmiistiir. Bu durum NRAS
geninde 2 farkli mutasyona ugramis allelin olabilecegine isaret etmektedir. Bu
bolgelerde heteroallelik bir kombinasyon meydana gelmis olabilir, ¢linkii SK-MEL-
30 malign melanom hiicre hatt1 heterojenik tiimorden elde edildiginden, iceriginde
birgok mutasyonu barmndirmaktadir. Dolayisiyla bu tarz heterojenik durumlar, zaten

bekledigimiz sonuglar arasindadir.

Sekil 3.10°da goriilen floresan yogunlugu farkliliklar1 piklerin maksimum
oldugu noktalar dikkate alinarak Cizelge 3.4 olusturulmustur. Bu ¢izelgede ve
asagidaki grafikte de agikca goriildiigli gibi CRISPR uygulandiktan sonra mutant
allel frekansinda %60,15 oraninda bir diislis, normal allel frekansinda ise %44,69

oraninda bir artis meydana gelmistir (Sekil 4.2). Mutant allel frekansindaki diisiisiin
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normal allel frekansindan yiiksek olusu, yukarida da belirtildigi gibi donér dizinin
hedef bolgeye bazi hiicrelerde entegre olamamasindan veya dondr dizinin hiicresel

niikleazlara maruz kalabilmesinden dolay1 olabilecegi de diisiiniilmektedir.

CRISPR/Cas9 gibi genom diizenleme araglari genetik modifikasyonlarin
indiiklenmesi agisindan, HDR nispeten diisiik etkinlikle seyrederken ve NHEJ daha
yiiksek etkinlikle seyretmektedir. Bu ylizden NHEJ ile tamir mekanizmasi
baskilanirsa, HDR etkinliligi ve verimliligi artirilabilir diisiincesi ile DNA ligaz IV
lin baskilanmasi fikri dogmustur. CRISPR/Cas9 araciligiyla indiiklenen mutajenez
icin NHEJ anahtar enzimi DNA ligaz IV ’iin baskilanmasi, memeli hiicrelerinin
genomunda tam olarak hedef mutasyonun etkilenmesi agisindan etkili bir yoldur.
Ligaz IV’iin aktivitesi gen susturma, kiicliik molekiil inhibisyonu veya proteolitik
bozunum ile engellenebilir, boylece hedef hiicrelere en iyi sekilde ulasilmasi igin
cesitli yaklasimlarin uygulanabilecegi gosterilmistir. DNA ligaz IV ’iin yam sira
KU70 ve KUS8O gibi diger NHEJ tamir mekanizmasinin baska anahtar molekiillerine
yonelik mekanizmalar gelistirilerek de HDR ’1n etkinligi artirilabilir. KU70 ve ligaz
IV’in baskilanmasi HDR verimliligini 4-5 kat artirmaktadir (Chu ve ark 2015).
Dolayisiyla sunulan bu c¢aligmada da, eger DNA ligaz IV, KU70 ve KUS80 gibi
molekiillerin varlig1 baskilansaydi belki de HDR etkinligi daha fazla olacakti.

HDR etkinliginin artirllmasina yonelik bir baska yaklasim ise, Cas9
riboniikleoprotein kompleksinin hiicre dongiisii ile es zamanli senkronizasyonunun
kurgulanmasiyla basarilabilmektedir. Hiicrelerin es zamanli olarak S fazina girmesi
amfidikolin gibi uyaranlar yardimiyla gergeklestirilebilir. Bu baglamda hiicre kiiltiir
ortammma amfidikolin  eklenerek, Lin ve arkadaslar1 tarafindan Cas9
riboniikleoprotein kompleksi hiicreye donor DNA ile birlikte transfekte edilmis ve
hiicrelerin S fazina girmeden transfeksiyonu yapilmistir (Lin ve ark 2014). Buna ek
olarak, Cas9 riboniikleoprotein aracili diizenlemede, riboniikleoprotein kompleksinin
hiicre iginde 24 saatte degrade olabileceginden dolayr RNP kompleksi ile birlikte
donor dizinin ayni anda hiicreye aktarilmasi gerektigi vurgulamaktadir (Kim ve ark
2014). Ciinkii Cas9 riboniikleoprotein kompleksi ile birlikte dondr dizinin varlig:
daha hizli bir genom diizenleme saglayacak ve hiicresel niikleazlardan nispeten
korunmay1 saglayacaktir. Sunulan bu calismada, amfidikolin gibi uyaranlarin

kullanilmamis olmasi nispeten basar1 oranmi diisiirse de, Cas9 riboniikleoprotein
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kompleksinin donor dizi ile es zamanli olarak transfekte edilmesi basari oranini

yiikseltmistir.

Son donemlerde CRISPR/Cas9 genom diizenleme calismalarinda yaygin
olarak kullanila nocodazole, DNA tam replike edildiginde ve niikleer membran
parcalandiginda M fazindaki hiicreleri bloke eder. Azalan miktardaki Cas9
riboniikleproteinlerde nocodazole uygulamasinin yiiksek HDR etkinligine yol a¢tig
gorilmistir. Bu durumun Cas9 riboniikleoproteinlerinin heniiz hiicre mitoz
asamasinda boliinmeden basarili transfeksiyona olanak sagladigi i¢in oldugu
disiiniilmektedir. Bir bagka ihtimal de, niikleer zarf bozuldugunda Cas9
riboniikleoproteinlerinin DNA’ya daha kolay erisilebildiginin diistiniilmesidir (Lin ve
ark 2014). Dolayisiyla CRISPR ¢alismamizda, genom diizenleme basari oraninin
nispeten diisiik olmasi niikleer zarftan dolayt DNA’ya ulasilamama giigliigii ve
transfeksiyon yapildiginda hiicrenin goktan mitoz evresine girmis ya da mitoz

asamasini ¢oktan ge¢mis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

HDR ve NHEJ gibi tamir mekanizmalariin hiicre icerisinde devreye girmesi
icin basarili bir transfeksiyon isleminin yapilmasi sarttir. Sunulan bu ¢aligmada, Cas9
enziminin yani sira eCas9 ve dCas9 gibi modifiye Cas9 enzimlerini iceren 3 farkli
plazmid ile es zamanl olarak donor dizilerin trensfeksiyonu gergeklestirilmistir..
Transfeksiyon islemi igin elektroporasyon kullanilmistir. Elektroporasyon ile DNA
transfeksiyonu, belki de tiim hiicre tiplerine uygulanabilen bir tekniktir.
Elektroporasyon teknigi ile yliksek frekansli kararli transformantlar liretmek ve
yiiksek verim almak miimkiindiir. Elektroporasyonun su anda ¢esitli doku tiplerine in
vivo olarak plazmid DNA’y1 aktarmada etkili oldugu gosterilmistir. Elektroporasyon,
hiicre zarinin (iyon kanallar1 harig) elektrik akimini igeri gecirmeyen bir kondansator
gibi davranmasini prensibini kullanir. Zarlarin yiiksek voltajli bir elektrik alana tabi
tutulmasi, makro molekiillerin ve ATP gibi daha kii¢iik molekiillerin hiicrenin igine
girmesine veya hiicrenin digina ¢ikmasina izin verecek kadar biiyiik gegici porlarin
olusmasina sebep olur (Potter ve Heller 2010). Basarili bir gen transferi saglamak
icin, diisiikk kapasitansh (kisa vurus siiresi) yiiksek voltaj veya yiiksek kapasitansh
(uzun vurus siiresi) diislik voltaj kullanilabilir (Chu ve ark 1987). Basarili bir in vitro
elektroporasyon i¢in kritik olan iki parametre, verilen elektrik sokunun maksimum
voltaji ve akim vurusunun siiresidir (Potter ve Heller 2011). Gerilim ve kapasitans

ayarlari, her hiicre tipi icin optimize edilmelidir. Calismamizda, Bauer ve arkadaslar
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tarafindan yapilan bir CRISPR c¢aligmasi referans alinarak 250 Volt elektrik akimi, 1
vurusta uygulanmistir (Bauer ve ark 2015). Hiicrelere zarar vermemek adina akim

cok fazla yiiksek tutulmamis ve vurus siiresi miimkiin mertebe kisa tutulmustur.

Ayrica CRISPR ile transfeksiyon isleminden sonra, plazmidlerin
ekspresyonuna izin verilmistir. Ekspresyon ve ardindan CRISPR sisteminin hiicre
icinde aktif olmasindan Otiirii hiicrelerin sekil 3.1°dekinden farkli sekilde ¢ogaldig:
ve morfolojisinde bazi degisikliklerin meydana geldigi goézlemlenmistir. Kanser
hiicreleri kontrolsiiz bolinme ve c¢ogalma sergileyen hiicrelerdir. CRISPR ile bu
mutasyon hiicre igerisinde diizeltildikten sonra, hiicrenin bdliinmesi yavaglatilarak
kismen kontrol altina alinmistir. Hiicrelerin boyutu da transfeksiyondan sonra gozle
goriiliir sekilde artmistir ve bu durumun hiicrenin hacim/ylizey alan1 dengesinin

bozulmasindan sonra boliinememesinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Akis sitometri ile GFP+ hiicreler, basarili transfeksiyon gergeklestiren
hiicreler arasinda gosterilmistir ve bu hiicreler diger basarisiz hiicrelerden
ayiklanmigtir. Sekil 3.4 ’te de goriildiigii gibi, 10.000 hiicre okumada yaklasik olarak
%42.3 - %51.6 arasinda canli hiicre tespit edilmis ve bunlarin yaklasik %4.1- %3.2
’si de GFP+ 1s1ma veren basarili hiicreler olarak belirlenmistir. Transfeksiyon
basarist ise %6,20 ile %9,69 ’dur. Zaten elektroporasyon asamasindan sonra GFP+
hiicreler floresan mikroskop iizerinde goriintiilenmistir ve akis sitometri ile elde

edilen sonuclar mikroskopta yapilan gozlemler ile uyumludur.

Yapilan real-time PCR sonuglar1 analiz edildiginde, ilk dnce Cizelge 3.1°de
gosterildigi gibi CRISPR uygulanmis grubun kontrol grubuna gore daha biiyiik Ct
degerine ulastigr goriilmiistiir. Bu durum NRAS geninde bir takim degisikliklerin
gerceklestigi diisiincesine yol agmaktadir. NRAS Q61K mutasyonu Bolge 3 igin
degerlendirdigimizde, Cizelge 3.2°de yer alan ACt sonuglarina goére, normal diziyi
gosteren HEX floresan probunda mutant FAM floresan probundaki degisiklerden
daha fazla bir farklilik meydana geldigi agikca goriilmektedir. Zira Bolge 3 icin ACt
degeri HEX prob icin 2,57 iken, FAM prob icin 1,4’tlir. Bolge 3 ve internal kontrol
bolge 8 kiyaslandiginda ise, mutant FAM okumasinda farkliliklarin oldugu ve
normal HEX okumasinda ise ¢ok bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Bu durum, bolge
3’te baz1 bolgelerin HDR yoluyla tamir edildiginin bir kanit1 olarak diistiniilmektedir
(Cizelge 4.1). Ciinkii normal HEX okumada ACt degerleri her iki bdlge i¢in birbirine
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cok yakin bulunmustur. Bu durum CRISPR/Cas9 teknigi ile mutasyonlu bdlgede bazi

diizenlemeler yapildiginin agikca gostergesidir.

Cizelge 4.1. Internal kontrol bolge 8 ve hedef bdlge 3’iin ACt degerleri.

FAM HEX
Prob/Bolge | CRISPR | Kontrol | ACt J Prob/Bolge | CRISPR | Kontrol | ACt
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

Yukarida bahsedildigi gibi CRISPR uygulanmig hiicre grubunda hedef
bolgede bir takim diizeltmelerin gerceklestigi goriilmektedir. Fakat bu diizeltmenin
normal allelde mi yoksa mutant allelde mi oldugunu anlayabilmek i¢in end-point
analizi yapilmistir. Sekil 3.7 degerlendirildiginde, kontrol grubu yani CRISPR
uygulanmamis grupta mutant allel frekansi daha yiliksek bulunurken, CRISPR
uygulanmis grupta normal allel frekansinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Baglangicta CRISPR uygulanmamis kontrol grubu olarak adlandirilan hiicreler Q61K
mutasyonunu igerdiginden bu hiicrelerde mutant allel frekasinin yiiksek ¢ikmasi
zaten beklenen bir sonuctur. CRISPR uygulanmis hiicrelerde ise Q61K mutasyonunu
diizeltmek amacina ulastigimizi gosterircesine normal allel frekansi daha ytliksek
bulunmustur (Sekil 4.1). Bu durum hedef bolgede basarili bir HDR ile tamirin
gerceklestigine isaret ederken, ayni zamanda da SK-MEL-30 hiicre hattinda Q61K

mutasyonunun heterozigot bir mutasyon olduguna da isaret etmektedir.

Sekil 2.6’da gosterilen bolgeler i¢in dizayn edilen primerlerle kurulan real-
time PCR sonuclarina gére melting curve analizleri yapilmistir. Her bir bolge i¢in
Cizelge 2.9’da gosterilen 6zel dizayn bolge-spesifik primerler kullanilmistir. Sekil
3.8’de a ve b pikleri degerlendirildiginde, NRAS bdlgesinde kontrol grubunun
heterozigot mutasyon tasidigi ve CRISPR teknigi uygulandiktan sonra bu bolgede
mutant pikteki dalgalanmanin kayboldugu ve daha kararli bir egri sergiledigi
goriilmistiir. NRAS bolgesindeki primerler, real-time PCR islemi gerceklestiginde,
Q61K mutasyonunu iceren bolgeyi kapsar nitelikte dizayn edilmistir. Bu durum,

NRAS Q61K mutasyonunun bu bdlgede HDR ile tamirin bazi hiicrelerde
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gerceklesmis oldugunun kanitidir. Ayrica normal piki gosteren kistmda, CRISPR
teknigi uygulandiktan sonra floresan yogunlugunda bir artis meydana gelmistir. Bu
da yine donor dizinin CRISPR ile yeniden yapilandirildiginin ve hedef mutasyonun
diizeltildiginin bir gostergesidir. Kontrol grubunda aslinda ikiden fazla dalgalanmis
pik goriilmesinin sebebi hiicre hattinda zamanla biriken bdlgedeki bagka mutasyonlar
olabilir. CRISPR uygulanmig grupta ise sonradan kiiciik piklerin goériilmesi plazmid
sisteminde bulunan eCas9 enziminin bircok bolgeyi kesmis olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Cilinkii eCas9, klasik Cas9 enzimine gore daha yiiksek
endoniikleaz aktivite gosteren ve spesifik olmayan elektrostatik etkilesimleri
azaltmak admna gelistirilmis modifiye bir endobiikleazdir. Bu ¢alismada eCas9
enzimi ve dCas9 gibi modifiye enzimler kullanilarak hedef hedef disina
baglanabilirlik en aza indirgenmis ve spesifite artirilmistir. Kullanilan eCas9 enzimi
hedef dis1 etkileri azaltmig ve hedef {izerinde boliinmiis bolgeleri saglam tutmustur.
Dolastyla eCas9 yiiksek spesifiklik gerektiren genom diizenleme uygulamalari i¢in

genis ¢apta yararli olabilir (Slaymaker ve ark 2016, Komor ve ark 2017).
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu c¢alismada CRISPR/Cas9 teknigi kullanilarak, SK-MEL-30
cilt kanseri malign melanom hiicre hattinda NRAS genindeki patojenik bir mutasyon
olan Q61K nokta mutasyonu ozellikle transfeksiyonu gergeklesmis hiicrelerde
basariyla diizeltilmistir. Bunun i¢in, mutasyonlu bolgeyi hedef alacak sekilde, ¢esitli
gRNA’lar dizayn edilmis ve hedef bolge 3 farkli plazmid ve dondr dizi ile 6nce
knockout edilip ardindan HDR ile tamir edilmistir. Bu calismada kullanilan
plazmidlerden biri klasik SpCas9 niikleaz enzimini, biri dCas9 enzimini, bir digeri
ise eCas9 enzimini eksprese etmektedir. Farkli modifiye Cas9 niikleazlarin
kullanimi, hem c¢alismayr zenginlestirmis hem de knockout isleminin
kolaylagtirtlmasin1  saglamistir. Ayrica Cas9 enzimine destek olarak FokI
endoniikleazlarin da kullanim1 hedef bolgenin kesilmesi i¢in adeta bir raportor gorevi

gormustur.

HDR ile tamir mekanizmasinin basarili olabilmesi i¢in 130 niikleotitlik uzun
dondr diziler dizayn edilmis ve homoloji kollar1 uzun tutulmustur. Dolayisiyla bu
sistem etkili tamir isleminin de ¢ift zincir kiriklarin1 dogru bir sekilde onarmasi

acisindan nispeten etkili olmustur.

Bu calismada eCas9 enzimi ve dCas9 gibi modifiye enzimler kullanilarak
hedef hedef disina baglanabilirlik en aza indirgenmis ve spesifite artirilmistir.
Kullanilan eCas9 enzimi hedef dis1 etkileri azaltmis ve hedef {izerinde boliinmiis
bolgeleri dagilmadan bir arada tutmay1 basarmistir. Ayrica bu ¢alismada modifiye
Cas9 enzimlerinin nokta mutasyonlarini knockout yapabilmek agisindan

kullanilabilirligi ve islevselligi de ispatlanmistir.

Dizayn edilen sistemin giivenilirligi ve g¢alisabilirligini kontrol etmek igin,
real-time PCR analizleri yapilmigtir. Real-time PCR analizlerinde CRISPR
uygulanmis ve uygulanmamis kontrol gruplarinin gerek melting curve egrileri,
gerekse ct degeri farkliliklar1 dikkate alinarak cesitli degerlendirmeler yapilmustir.
Bunun yani sira ¢alismada end-point genotipleme teknigi de kullanilarak ¢ikarimlar
giiclendirilmistir. Ileriki caligmalar icin T7E1 surveyor niikleaz assay teknigi
kullanilarak veya sekans analizi yapilarak, NRAS genindeki bu diizeltmeler (veya

indeller) ispatlanarak zenginlestirilebilir.
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Sunulan bu ¢aligmada, giliniimiizde etkili genom diizenleme araglarindan biri
olarak kabul edilen CRISPR/Cas9 teknigi ile bir nokta mutasyonunun
diizeltilebilecegi gosterilmistir. Ayrica ¢agimizda genetik bir hastalik olarak kabul
edilen kanserin tedavisinde kullanilabilecegi de gosterilmistir. CRISPR/Cas9
tekniginin gelecekte, bir takim yeniden diizenlemeler ve modifiye Cas9 enzimleriyle
birlikte bircok hastaligin tedavisine olanak saglayarak daha da gelismesi ve gen

terapi ile tedavinin Oniinii daha ¢ok agmasi beklenmektedir.
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GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARARLARI
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Karar Sayist 2016/295 S.U. Tip Fakilltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Opretim  Uyesi
Prof.Dr.Tiilin CORA’nin “SK-MEL-30 hiicre hattinda NRas geni Q61K mutasyonuna CRISPR/Cas9
tekniginin uygulanmasi™ baglikli aragtirmasinin degerlendirilme talebi ile ilgili 01.12.2016 tarihli dilekgesi

ve ekleri goriigiildi.

Yapilan inceleme ve goriismelerden sonra; Prof.Dr.Tiilin CORA’nin “SK-MEL-30 hiicre hattinda
NRas geni Q61K mutasyonuna CRISPR/Cas9 tekniginin uygulanmasi” adl aragtirmanin kabuliine oy

birligi ile karar verildi.
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